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RESUMEN

La malaria es una enfermedad que afecta poblaciones en todo el mundo, y se
presenta en areas geograficamente adecuadas para la supervivencia del mosquito
transmisor del género Anopheles. Este vector es el encargado de trasmitir el
parasito intracelular del género Plasmodium, el cual presenta 5 especies

clinicamente relevantes en el ser humano.

Plasmodium vivax es la segunda especie mas relevante, ya que presenta mayor
incidencia y mortalidad a nivel mundial después de Plasmodium falciparum. Cabe
resaltar que esta especie por sus caracteristicas fisioldgicas, no dispone de un
cultivo continuo in vitro, por lo cual los avances en investigaciones son muy

limitados.

En este estudio se evaluo la antigenicidad de péptidos identificados como epitopes
T, derivados de la proteina Pv12 de P. vivax en pacientes tipificados para HLA-
DRB1*, mediante ensayos de linfoproliferacién y cuantificacion de citoquinas,
ademas se evaluo la reactividad de epitopes B por medio de inmunoensayos. Los
resultados permitieron evidenciar la respuesta antigenica de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de los individuos que habian
cursado la enfermedad, esta estimulacion se evidencio en mayor medida por los
péptidos 39113 y 39117, presentando una visible linfoproliferacion y altos niveles
de IL-6 e IL-10, encaminando asi un perfil inmune por la via Th2, por malaria
causada por P.vivax, por otra parte, no se identifico diferencias significativas con

relacion al reconocimiento de epitopes B.

PALABRAS CLAVES: Malaria, Plasmodium vivax, proteina Pv12, polimorfismo,
péptidos sintéticos, linfoproliferacion, epitopes.
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INTRODUCCION

En el pasado, la malaria era comun en las areas pantanosas de Roma y por ende
su nombre se deriva del italiano “mal-aria” o "mal aire", también era conocida
como fiebre romana. La Malaria o también llamada paludismo, es una enfermedad
potencialmente mortal, causada por protozoarios del género Plasmodium. Las
especies relevantes que infectan al humano son P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale y P. knowlesi. Es transmitido por la picadura del mosquito
hembra del género Anopheles, el cual esta catalogado como el vector de la

enfermedad (1).

Es una enfermedad parasitaria caracterizada por fiebre, escalofrio y anemia, estos
sintomas estan relacionados con los diferentes estadios que presenta el parasito
en el proceso infectivo y a la respuesta inmune del paciente. EI aumento en el
numero de parasitos en la fase eritrocitaria provoca la lisis del glébulo rojo, lo que
desencadena los signos y sintomas de la enfermedad (2). Las cinco formas de
paludismo humano pueden ser tan semejantes respecto a sus sintomas iniciales,
dificultando asi su diferenciacion por especie, por lo cual debe ser acompafiado de
estudios de laboratorio. Aun mas el patron febril de los primeros dias de la
infeccion se asemeja al que se observa en las etapas incipientes de otras

enfermedades bacterianas, viricas o parasitarias (3).

Cabe resaltar que la malaria causada por Plasmodium falciparum puede infectar
mas del 30% de los eritrocitos en poco tiempo llevando a un significativo grado de
hemolisis. Una posible razén es el hecho que P. falciparum invade las células
rojas de todas las edades, mientras que P. vivax y P. ovale prefieren células rojas
jovenes (reticulocitos). Dentro de los signos caracteristicos ocasionados por la
infeccion con P. vivax, se describe las recaidas en el paciente debido a la
reactivacion de los hipnozoitos, que son formas latentes que se ubican en el
higado (2).
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La malaria es un grave problema de salud publica a nivel mundial, con una
elevada prevalencia. Para el afio 2015 se estimé un numero de muertes de
236.000 a 680.000 personas. ElI 90% de las personas que mueren corresponde a
nifos menores de 5 afos (4). En Sur América hay transmisién de paludismo en
nueve paises que comparten la selva amazonica, en América Central y el Caribe
en ocho paises. Los desplazamientos de la poblacién asociados a la explotacion
de minas de oro y bosques, han provocado epidemias aisladas aunque las
caracteristicas de transmisiébn son muy variables entre regiones e incluso en un

mismo pais (2).

Colombia presenta varias zonas endémicas, segun la organizacion mundial de la
salud, 12 millones de personas que habitan zonas de riesgo. A raiz de esto, se
hace necesario el control, la prevencién y la vigilancia de la enfermedad. Ademas,
esta estrechamente relacionada con el nivel socioecondmico de la poblacion,
aunque un factor de buen prondstico es el tratamiento eficaz, ya que si se obtiene

un diagndstico oportuno, se espera un alto porcentaje de efectividad (5).

Para Colombia representa un grave problema de salud publica, debido a que el
85% del territorio rural, esta situado por debajo de los 1.600 metros sobre el nivel
del mar y presenta condiciones climaticas, geograficas y epidemioldgicas aptas
para la transmision de la enfermedad. En el territorio colombiano, la transmision es
de tipo inestable y baja con patrones endemo-epidémicos variables y focales en

las diferentes regiones eco-epidemioldgicas (2).
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1. MARCO TEORICO
1.1 MALARIA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la malaria y/o el paludismo, es
una enfermedad potencialmente mortal causada por parasitos intracelulares del
género Plasmodium, estos son transmitidos al ser humano por la picadura de
mosquitos hembra infectados del genero Anopheles. Las 5 especies de parasitos
que afectan al ser humano son: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
knowlesi (Tabla 1). El nombre de malaria deriva (del italiano medieval «mal aire»)
o paludismo (de paludis, genitivo del término latino palus: ciénaga o pantano y de
-ismo, en este caso accion o proceso patologico) (1). Esta enfermedad tiene un
alto poder epidémico, relacionado con las condiciones socio-econdmicas Yy
ambientales de poblaciones vulnerables, que todavia no cuentan con acceso a los
servicios necesarios para prevenir y tratar el paludismo. Esta presente en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo, donde el vector puede subsistir,

constituyendo un evento de vigilancia, prevencion y control (3).

Tabla 1. Diferencias entre las especies de Plasmodium.Modificado de (1)

P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae P. knowlesi
Focos en
Africa
. subsaharian
o Africa
. Tropico.  El ] a, Sudeste
Tropico. El ] occidental. . Zonas
mas o asiatico, i
. .. mas frecuente, Filipinas, . selvaticas de
Ubicacion frecuente en ] Indonesia, )
. sobre todo en . Indonesia, | Malasia,
geografica | . Sudamérica, ] islas del )
Africa ) Papua » Indonesia vy
) Asia y Pacifico o
subsahariana. ] Nueva ) Filipinas.
Oceania. ) occidental vy
Guinea.
zonas de la
cuenca del
Amazonas.
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10-20 dias | 15-25 dias

10-30 dias
Periodo de (ocasional (ocasionalme
8-25 dias (ocasionalme incierto
incubacion mente nte meses o
nte meses) ~
meses) anos)
si  (formas

si (formas | quiescente | si (formas
i quiescentes | s en el | quiescentes

Recaidas | no ; ] no
en el higado, | higado, en el

hipnozoitos) | hipnozoitos | eritrocito)

)

Resistencia
ala Si Si No Rara no

Cloroquina

Parasitemia
1 000 a 50 000 | 2 000 1 6 000 1

(rango mm?®)

1.1.1 Transmisién
e Vectorial: EI Anopheles infectado al picar inocula los esporozoitos, que son la
forma infectante del parasito.

e Transmision vertical: De una madre embarazada infectada al feto.

¢ Inoculacion directa: Con glébulos rojos infectados por via transfusional o casual

por pinchazos con jeringas contaminadas.

1.1.2 Caracteristicas clinicas

Los signos y sintomas que se presentan varian segun la especie de Plasmodium.
De manera general se presenta fiebre, escalofrios, sudoracion y dolor de cabeza,
ademas se puede presentar nauseas, vomitos, tos, heces con sangre, dolores
musculares, ictericia, defectos de la coagulacion sanguinea, shock, insuficiencia

renal o hepatica, trastornos del sistema nervioso central y coma (2).
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Plasmodium vivax se caracteriza por la produccion de la fiebre terciaria, infecta
exclusivamente a los reticulocitos y suele causar recaidas en el paciente, debido a
la reactivacion de los hipnozoitos, que son las formas latentes que se ubican en el
higado (2). Plasmodium malariae produce la forma de paludismo mas leve, por lo
cual es conocida como malaria benigna y produce fiebres cuartanas. Plasmodium
falciparum es el causante de la mayoria de las muertes por malaria, en la
patogénesis tiene una caracteristica importante que es la habilidad para
secuestrarse en la micro-vasculatura venosa profunda y producir manifestaciones
severas que incluyen: malaria cerebral, anemia profunda, insuficiencia respiratoria,
insuficiencia renal y malaria severa del embarazo; ademas infecta a todos los
estadios de maduracién del glébulo rojo llevando con mayor facilidad a posibles

complicaciones (5).
1.2 MALARIA EN EL MUNDO

La malaria ha afectado a la humanidad desde tiempos remotos, se ha encontrado
informacion en papiros antiguos en la época a.C, que hacian referencia a las
caracteristicas fiebres intermitentes u ondulantes como lo describe Hipdcrates en
su libro, el primero en las epidemias (400 a.C) y en el libro Medicina de Celso (25-
54 a.C) (11). Aunque en la actualidad se cuenta con variada y consistente
informacion sobre como tratar y a la vez prevenir esta enfermedad, aun se
presentan numerosos casos en diferentes puntos geograficos, por lo cual es

catalogada como un problema de salud publica a nivel mundial.

Segun el ultimo reporte de la OMS, estima que el numero de casos de paludismo
en el 2016, fue de 216 millones en todo el mundo, en comparacion con los 211
millones de casos en 2015. El 90% de los casos de paludismo en el 2016 se
registraron en la region de Africa, seguidos por la regién de Asia Sudoriental con
un 7% y la regidn del Mediterraneo Oriental con 2%. P. falciparum produce el
paludismo mas prevalente en el Africa subsahariana, representando el 99% de los

casos estimados de paludismo en 2016 y P.vivax predominante en las Américas,
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representando el 64% de los casos, cabe resaltar que esta por encima con el 58%

en las regiones del Asia Suroriental y el 40% en el Mediterraneo Oriental (1).

1.2.1 Distribucion mundial de la malaria

La enfermedad a nivel mundial ha presentado una disminucion segun el ultimo
informe de paludismo de la OMS del afio 2017, se evidencié que a lo largo de 16
afnos, pasaron de ser 106 paises y/o territorios con trasmision activa de la
enfermedad a 93 paises, ya que Kirguistan y Sri Lanka fueron certificados por la

OMS como libres de paludismo en este ano (Figura 1) (1).

21 cases Certified malaria free since year 2000

Zero cases in 2016 No malaria

Zero cases (23 years) Not applicable
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Figura 1. Distribucién de malaria a nivel mundial para afio 2017. Tomado de (2).

En 2016, hubo un estimado de 445.000 muertes por paludismo a nivel mundial, en
comparacion con 446.000 muertes estimadas en 2015, siendo el 91% de las
muertes por paludismo en la region Africana en 2016, seguida por el 6% en la

region de Asia Suroriental (Tabla 2) (1).

Warlg 59: 000 529000 487000 465000 458000 446000 445000

Tabla 2. Estimado de casos y muertes por paludismo, por region de la OMS, 2010-2016. Tomado
de. (2)

Nigeria, Republica Democratica del Congo, Burkina Faso y la India representé el
58% de todas las muertes por malaria a nivel mundial, haciendo parte de los 15
paises que presentaron el 80% de las muertes en el aino 2016. Todas las regiones
registraron reducciones en la mortalidad en 2016 en comparacion con 2010, a

excepcion de la region del Mediterraneo Oriental, donde las tasas de mortalidad se
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mantuvieron practicamente sin cambios. EI mayor descenso se produjo en las

regiones de Asia Sudoriental (44%), Africa (37%) y en las Américas (27%).

Estos datos han evidenciado que aunque en las poblaciones mas necesitadas y/o
vulnerables, se puede ver un numero elevado en los casos con relacién a otras
regiones. También demuestra que los planes de accién han sido efectivos
presentando tendencias positivas en diagnostico oportuno, mortalidad e
incidencia. Es importante resaltar los esfuerzos que se estan siguiendo en el
diagnostico, ya que dos tercios de las muertes por paludismo a nivel mundial se
presentan en nifios menores de 5 anos. En 22 paises africanos, todo nifio que
presente sintomas caracteristicos y se encuentre en un centro de salud, se le
debe realizar un diagnéstico para malaria; por lo cual hubo un incremento del 77%

en el diagndstico oportuno durante los ultimos 6 afos (1).

En el ultimo reporte de la OMS se estima que la incidencia por paludismo,
teniendo en cuenta el crecimiento demografico, ha disminuido en un 37% a nivel
mundial entre los afios 2000 a 2015 (Fig. 2). Y las tasas de mortalidad por
paludismo también disminuyeron en un 60%. Por lo tanto, se ha alcanzado la meta
6C del componente del paludismo de los ODM (Objetivos de Desarrollo del
Milenio). Ademas, se ha realizado un progreso importante de la Asamblea Mundial
de la Salud, en el objetivo de reducir la carga del paludismo en un 75% para 2015
y la meta de la iniciativa Hacer Retroceder la Malaria (RBM por sus siglas en

inglés Roll Back Malaria) de reducir las muertes a casi cero (12).

Figura 2. Estimado de la tasa de incidencia y mortalidad por paludismo a nivel mundial, 2000-
2015.Tomado de (12)
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Como lo muestra el reporte de la OMS, se presentaron reducciones importantes
en las tasas de incidencia y mortalidad por paludismo en todo el mundo, 57 paises
y territorios disminuyeron la incidencia de los casos en mas del 75% (Figura 3)
(3,12). La prevalencia de infeccion entre los nifios de 2-10 afios ha disminuido, del
33% en el afio 2000 al 16% en el 2015.

Figura 3. Cambio estimado en la incidencia a nivel mundial de paludismo entre 2000-
2015.Tomado de (12)

AFR AMR mm EMR EUR SEAR mm WPR

Numero de paises
=

I
10
I
0
mposible de evaluar Aumento <20% 20%=72% >75%
L
T
Disminucién en la incidencia de paludisma

AFR, Region Africana; AMR, Region de las Américas; EMR, Regidn del Mediterrdneo Criental;

EUR, Region Europea; SEAR, Regidn de Asia Sudoriental; WPR, Region del Pacifico Occidental.

1.3 MALARIA EN COLOMBIA

Colombia se ha visto afectada significativamente, por sus caracteristicas georafias
climaticas, etre otras, debido a que predisponen positivamente la reproduccion del
vector y por ende la transmision de la enfermedad, volviéndose asi un problema
de salud publica. Se estima que en la actualidad aproximadamente 25 millones de

personas se encuentran en riesgo de enfermar o morir por esta causa (2).

En las ultimas tres décadas la morbilidad por malaria en Colombia, ha mantenido
una tendencia ascendente, ya que se ha registrado un comportamiento con

promedios anuales de 120.000 a 140.000 casos. Desde 1974, los casos de
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malaria producidos por P. vivax predominan en el pais (60 a 65%), aun cuando en
regiones como la costa Pacifica la relacion favorece a P. falciparum. El
comportamiento que se registra en Colombia, se caracteriza por la presencia de
ciclos epidémicos que ocurren cada 2 a 7 afos, relacionados con la

ocurrencia del fendmeno del Nifio-Oscilacion Sur (2).

Segun el reporte del 2017 de La Organizacion Panamericana de la Salud y
Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS), en el 2015 se registré un total de

451.242 casos de malaria en la Region de las Américas, lo que significé una
reduccion de 62% con respecto al ano 2000, pero un aumento de 16% con
respecto a lo observado en 2014 cuando se registré el menor numero de casos de
malaria en las ultimas cuatro décadas. En 2016, la tendencia al aumento se
mantuvo en paises como Colombia, Ecuador y la Republica Bolivariana de

Venezuela.

En Colombia entre las Semanas epidemiolégicas (SE) 1 a 52 de 2016, se
notificaron 83.356 casos de malaria de los cuales 47.4979 casos correspondieron
a P. falciparum (57%), 33.055 a P. vivax (39,7%) y 2.804 a infeccidén mixta (3,3%).
Si bien hasta 2013 la mayoria de los casos eran causados por P. vivax a partir de
2014 esta proporcion cambié y actualmente la mayor proporcion de casos
corresponde a P. falciparum. El numero de casos de malaria por P. falciparum e
infecciones mixtas notificado en 2016 fue superior al numero notificado en los
ultimos 5 afios (Figura 4). El 94% de los casos de malaria por P. falciparum e
infecciones mixtas notificados en 2016 proceden de cinco entidades territoriales:
Choco (62%), Narino (21%), Antioquia (5%), Buenaventura (3%) y Cauca (3%)
(3,13).
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Figura 4. Casos en malaria en Colombia, 2000-2016.Tomado de (2)
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Segun el Instituto Nacional de Salud (INS) para la ultima semana epidemioldgica
del afo 2017, se reportaron 29.404 casos por P. falciparum (55,5%), seguido por
P. vivax con 22.405 casos (42,3%) y 1.148 casos de infeccion mixta por P.
falciparumy P. vivax (2,2%) (Figura 5) (13).

Figura 5. Casos notificados de malaria por especie, semanas epidemiolégicas 0152,2017. Tomado
de (13)
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1.4 CICLO BIOLOGICO DE LA MALARIA CAUSADA POR P. vivax

El parasito cumple su ciclo en dos huéspedes, uno invertebrado (fase sexual) y
otro vertebrado (fase asexual), ademas presenta varios estadios. El vector
infectado es capaz de inyectar aproximadamente 1,000 esporozoitos, los cuales

viajan por el torrente sanguineo y pueden llegar al higado (14).

1.4.1 Fase asexual

La reproduccion asexual presenta dos fases: exoeritrocitaria (hepatica) que
comprende el esquizonte tisular y el criptozoito y la fase eritrocitaria (sanguinea)

que comprende trofozoito, esquizonte, merozoitos y gametocitos (14).

1.4.1.1 Fase exoeritrocitaria (hepatica)

El ciclo comienza cuando los esporozoitos son inyectados a través de la dermis al
hospedero humano, durante la alimentacién sanguinea del mosquito hematéfago.
Se cree que estos tardan de 1 a 3 horas en salir de este sitio por deslizamiento,
permitiendo que cierta proporcién entre a un vaso sanguineo y posteriormente
pase al torrente sanguineo; Aquellos que permanecen en la piel son destruidos y
drenados por via linfatica, donde se inicia la generaciéon de la respuesta inmune
(Figura 6).
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Figura 6. CICLO DE VIDA DE PLASMODIUM. (A) La infeccién tiene lugar cuando el mosquito pica
al huésped humano, inyectando esporozoitos. (B) Los esporozoitos infectan las células del higado,
donde proliferan y se convierten en merozoitos, que a su vez infectan los glébulos rojos. (C) En los
glébulos rojos, los merozoitos proliferan, reventando la célula y permitiendo la infeccion de nuevas
células. (D) Los gametocitos se producen a partir de los merozoitos y pueden transmitirse a los

mosquitos que muerden al huésped humano. Tomado de (15)
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La proteina similar a Trap (TLP) juega un papel importante en la salida de la

dermis, por ende los mutantes de esporozoitos que carecen de un desplazamiento
funcional por alteracion de esta proteina no entran en circulaciéon (16). Se ha
identificado que P.vivax posee la proteina PvMSP3 ortéloga de la proteina de
superficie PIMSP3 de P. falciparum (17).

Los esporozoitos que llegan al torrente sanguineo acceden al higado rapidamente
por un proceso conocido como recorrido. Este consiste en atravesar la barrera
sinusoidal, comprometiendo las células endoteliales fenestradas y células de
Kupffer. En este proceso son esenciales proteinas como SPECT, SPECT2,
CelTOS y GEST. Los esporozoitos atraviesan las células formando una vacuola
transitoria con ayuda de SPECT, que luego gracias a SPECT2 y cambios de pH,

generan la salida de esta estructura (16).
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El esporozoito invade los hepatocitos donde pasaran de un “modo migratorio” a un
‘modo invasivo”. Una sefial para este cambio, es el reconocimiento de los
hepatocitos mediante uniones a formas hiper sulfatadas de proteoglicanos
heparan sulfato (HSGPs) activando la proteina 6 quinasa dependiente de calcio
(CDPK®6). Una vez el parasito se ha establecido en el hepatocito, se desarrollara
dentro de los 2 a 10 dias siguientes y generara alrededor de 40.000 merozoitos
por hepatocito este proceso se denomina esquizogonia tisular primaria (18,19).
Los merozoitos formados de esta manera pueden infectar otros hepatocitos o ser
fagocitados por macréfagos y se liberaran a través de la brotacion de los
merosomas (16) (Figura 7). En el caso de P. vivax y P. ovale, tiene la capacidad
de retiener algunos elementos en el hepatocito, denominados hipnozoitos que
continuan con el ciclo esquizogdnico tisular en forma muy lenta, siendo los

responsables de recidivas (19,20)

FIGURA 7. FASE EXOERITROCITARIA O HEPATICA. La maduracién del Plasmodium (en forma
de esporozoito) en el higado de una persona alcanza cuando, desde las células hepaticas y por
disgregacion (esquizogénesis), el Plasmodium se transforma en esquizonte o esquizonte hepatico.
En el hepatocito, el esquizonte lleva a cabo una replicacion asexual que le permite alcanzar la
forma de merozoito. En cada célula hepatica infectada puede producir entre diez mil y treinta mil
merozoitos en un plazo de entre dos semanas y un mes desde la picadura. Al transformarse en
merozoito, Plasmodium rompe la célula hepatica en la que se ha producido la reproduccion

asexual, liberandose de nuevo en el torrente sanguineo. Tomado de (19).
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1.4.1.2 Fase eritrocitaria

Esta fase se realiza a partir de la penetracién en los reticulocitos por parte del
estadio parasitante del merozoito. Previamente al reconocimiento de reticulocitos,
los merozoitos son atraidos a estos ya que presentan en su superficie receptores
de transferrina CD71+, a pesar que aun se desconoce su ligando e interaccién
(21). Una vez son liberados a la circulacion hepatica, los merozoitos libres entran
en una transformacién rapida, dinamica y multifacética incluyendo procesos que
se realizan en un tiempo aproximado de 2 minutos como los son: la pre- invasion,

invasion activa y equinocitosis.

La pre-invasién involucra una fuerte interaccion entre el merozoito y el eritrocito
generando una deformacion en el motor de actina-miosina de la célula hospedera.
En el caso de P. vivax, su ligando para el reconocimiento de reticulocitos son la
Proteina de Union a Duffy PvDBP (Duffy Binding Protein) y la familia de Proteinas
de Union a Reticulocitos PvRBP (Reticulocytes Binding Proteins). DBP se une
especificamente al receptores DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines),
aunque aun se desconoce el receptor de la PvRBP (22,23,24). La familia de la
proteinas PvRBP esta constituida por 11 miembros y sus roles estas relacionados
con el reconocimiento a la célula diana, ademas son de gran importancia porque

es necesaria su integridad para la supervivencia del parasito (23).

Después de la unién irreversible del merozoito con el eritrocito, que se da gracias
a los complejos AMA1 y RON, se anclan a la superficie del merozoito, luego entra
por accion del motor de actina-miosina. Cuando esta fase de invasidon activa
termina por la fusibn de membranas y la posterior salida del merozoito de la
vacuola parasitofora, generando que el eritrocito se encoja y forme protuberancias
puntiagudas que estan relacionadas con la entrada de Ca+2 (16).En la figura 8 se
puede observar los mecanismos de interaccion con la célula blanco de P.

falciparumy P. vivax.
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Figura 8. Mecanismos de reconocimiento e invasion de P. falciparum (A) y P. vivax (B). Tomado de

(22)

Una vez establecida la invasién inicia la division celular (esquizogonia), los
merozoitos comienzan a alimentarse de la parte proteica de la hemoglobina
contenida en los glébulos rojos, apareciendo entonces el trofozoito. Nuevamente

por esquizogénesis se multiplica en el interior de dichas células, formandose el
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esquizonte hematico, se rompe la célula destruyendo la membrana del eritrocito,
llevando asi a la liberacion de merozoitos ya desarrollados. La coordinacién de los
procesos de salida de los merozoitos es dirigida por proteinas quinasas (16) en
este caso se liberan nuevos merozoitos; la mayoria de los merozoitos continuan

con este ciclo replicativo infectando nuevos eritrocitos.

Durante la esquizogonia continua el desarrollo del parasito y conlleva a una
diferenciacion sexual, generando formas sexuales femeninas y masculinas tales
como macrogametos y microgametos, respectivamente. Estos estadios sexuales
son fundamentales para la transmision al humano, por lo cual también son
reconocidos como blancos para vacunas y medicamentos antiparasitarios (16) (fig
9).

Figura 9. FASE ERITROCITARIA. Los merozoitos se liberan a sangre después de la ruptura
celular, teniendo la capacidad de invadir mas globulos rojos, donde replicarse asexualmente
hasta 5 veces en 48-72 horas produciendo alrededor de 32 merozoitos; el glébulo rojo se degrada
y liberando los nuevos merozoitos que pueden infectar otros glébulos rojos vecinos. EI merozoito
entra en el globulo rojo se forma un trofozoito, este madura (24-72 horas) perdiendo su morfologia
de anillo y mediante un fenémeno de divisibn nuclear, comienza a formarse el estado de
Esquizogonia eritrociticaAlgunos de los trofozoitos intraeritrocitarios maduran en formas sexuadas.
Son los denominados gametocitos (macho y hembra) que seras absorbidos por el

mosquito. Tomado de (25)
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1.4.2 Fase sexual

Esta fase se realiza en el mosquito y dura siete a catorce dias. Esta reproduccion
es esporogonica porque en el mosquito da lugar a la formacién de esporozoitos.
Se inicia con la ingesta de sangre de una persona infectada que contenga las

formas sexuales del parasito, los gametocitos (19).

El mosquito Anopheles hembra succiona la sangre de un humano infectado,
donde se encuentran los gametocitos maduros, que llegaran al estomago del
mosquito. En este punto los gametocitos reciben sefiales ambientales, para iniciar
la diferenciacion a gametos; en sélo 10 minutos ambos gametocitos, masculino y
femenino, disgregan la membrana eritrocitica quedando libres en el estdmago. En
este periodo, el macrogametocito se forma en un gameto haploide no mouvil,
mientras que el microgametocito replica su genoma 3 veces y produciendo 8

flagelos, proceso llamado exflagelacion.

Estos microgametos exflagelados se adhieren normalmente a eritrocitos vecinos
que se encuentran en el lumen del estbmago del vector, y son ocultos dentro de
rosetas, formando lo que se denominan centros de exflagelacion .La fusion de los
gametos es seguida por la meiosis, y el cigoto se convierte en tetraploide. Durante
las siguientes 24 horas, el cigoto se transforma en ooquineto, marcando asi el final

de la fase sexual del Plasmodium (18,19).

El ooquineto que sale de la célula epitelial, se enfrenta al medio ambiente del
hemocele donde hay reconocimiento por los receptores inmunes dando lugar al
proceso de enquistamiento, rapido y efectivo en la superficie de los parasitos que
estan expuestos, los parasitos que no murieron por este continuaran hasta llegar a

la lamina basal, donde la interaccién con dicha lamina parece inhibir la motilidad
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“gliding” (migracion). El ooquineto inicia la transformacion a una forma replicativa y

trofica, llamado ooquiste (26,27).

El ooquiste realiza diferenciacion celular y en el reticulo endoplasmatico (ER) y
aparato de Golgi se expanden significativamente (28); el desarrollo dura
aproximadamente de 10 a 12 dias. El ooquiste es la unica etapa de desarrollo del

parasito que es extracelular del ciclo de vida del parasito (29).

Luego de la divisidon nuclear, el citoplasma de la célula comienza a subdividirse por
la expansion del espacio cisternal del Reticulo Endoplasmatico, y las células hijas
(los esporozoitos) se desarrollan en la superficie de la célula, Los esporozoitos en
desarrollo salen del esporoblasto .Luego de que la maduracion de los
esporozoitos se completa, millones de estos seran liberados del ooquiste cuando
este estalle, en la hemolinfa del mosquito. Aun no se sabe si el estallido del
ooquiste ocurre debido a la ruptura pasiva de la pared celular o por la activa

degradativa mediada por el esporozoito (30) (fig.10).

Figura 10. FASE SEXUAL PLASMODIUM. Desarrollo del parasito en el mosquito, mostrando las

proteinas que intervienen en cada estadio parasitario. Tomado de (14)
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1.5 PATOGENESIS

La malaria causada por P. vivax ha sido descrita como terciaria, ya que era poco
probable que sus episodios clinicos llegaran a causar una malaria severa como en
el caso de P. falciparum. Sin embargo, P. vivax conlleva a muchos casos de
morbilidad; es una infeccion simple que generalmente se desarrolla como una
enfermedad febril, en algunos casos en presencia de co-morbilidades. Puede
desencadenar una enfermedad severa con resultados fatales, ademas de
infecciones recurrentes dadas en zonas endémicas provocando anemia y

malnutricién, afectando en su mayoria a nifios de la primera infancia (31).

Otras presentaciones poco frecuentes son lesiones pulmonares, lesion aguda de
riidén y muy rara vez coma; la falla multisistémica se relaciona con infecciones
concomitantes. En mujeres embarazadas puede producir anemia maternal, aborto
espontaneo, bajo peso de nacimiento al bebe y malaria congénita. Aunque se
sabe que P. vivax genera una mayor respuesta inflamatoria, contiene una
citoadherencia menor a células endoteliales. Su predileccion por células rojas
inmaduras no conlleva a altas biomasas causantes de malaria severa como en la
infeccion con P. falciparum. A pesar que aun se desconoce la patogenia de la

malaria severa por P. vivax (31).

Hay diferentes factores claves que definen la patogenia de la malaria severa que
se presenta en su mayoria por P. falciparum en nifios. El primero, es debido al
incremento del reconocimiento del parasito, que desemboca en un desorden
inmune pro-inflamatorio generando lesiones en tejidos y 6rganos. La principal
caracteristica fisiopatolégica es una acidosis metabdlica, con la que atraviesa la
clinica clasica de la malaria anémica severa y cerebral. Otro factor determinante
es el desencadenamiento de una acidosis lactica por el sindrome de agotamiento
respiratorio, el cual es la principal causa de acidosis metabdlica en nifios. Cursa
con malaria severa, con el incremento en la produccién de acido lactico por parte

de los parasitos debido a la estimulacion de las citoquinas. Es acompafado de
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una filtracion fallida por el riidon, ademas de los demas factores de la malaria

severa que reducen el oxigeno delegado a los tejidos (32).

En infecciones por P. vivax, se ha visto que uno de los factores relacionados a la
hipoxia isquémica durante la malaria es el 6xido nitrico (ON); es generado por los
monocitos a partir de la arginina e inducido por la 6xido nitrico sintasa (ONS).
Gracias a sus roles en el sistema renal, respiratorio y metabolismo de la glucosa
puede ocasionar insuficiencia renal, edema pulmonar y aumento de la glucolisis,
respectivamente. Durante la hipoxia se producen citoquinas inflamatorias como el
interferon gamma (IFN-y), esto genera una induccion de ONS lo que crea un
marco de referencia que ayuda a explicar la diferencia a nivel molecular entre la
patogénesis debido a la respuesta inflamatoria de P. vivax respecto a P.

falciparum (33).

Aunque, no se ha mostrado aun datos que esta consecuencia conlleve a la
malaria cerebral y a la supresion de la medula 6sea (31). Se habia sugerido que la
patogenia de la malaria cerebral es debida al ON que se produce, sin embargo, la
concentracion de ON es mas elevada a nivel sistémico que cerebral. No obstante,
se cree que la causa del coma por malaria es debido a la activacidén de astrocitos y
microglias con su consecuente toxicidad. Ademas, se relaciona con
concentraciones de ON cerebral produciendo una presidon craneal acompafada de
convulsiones, edemas y dafo cerebral permanente. Esta neurotoxicidad es
generalmente regulada por N-metil D- aspartato (NMDA), por medio de entrada de

Ca+ al medio citoplasmatico lo que retrasa la desintegracion neuronal (34,35).

P. vivax actualmente es reconocido por ser causante de casos de malaria severa y
fatal, ademas de su alta tasa de morbilidad. Ha sido estudiado y reconocido por su
incremento en la habilidad de deformacion de las células rojas infectadas, ademas
de una escasa retencion de células parasitadas. La anemia severa, se ha
asociado a las crisis hemoliticas predominantemente por eritrocitos no infectados,

pero que presentan un incremento en su fragilidad; acompafada por lesiones
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pulmonares con inflamacién que provoca un aumento en la permeabilidad de la
membrana de los capilares alveolares. Aunque rara vez se ha asociado con los
casos de coma, se sabe que todos estos hallazgos son dependientes de las
condiciones y caracteristicas del hospedero, que pueden o no contribuir a la

morbilidad que pueda causar (35).

1.6 RESPUESTA INMUNE EN MALARIA

En la literatura, existen diversas variables del parasito y del agente hospedero, las
cuales pueden generar diversos tipos de respuestas inmunes. Sin embargo, es
posible describir una respuesta inmune general a la infeccion: Desde la entrada en
la dermis los esporozoitos son captados por los macrofagos epiteliales y por las
células dendriticas (CDs), las cuales presentaran tanto a linfocitos T CD4+ como a
CD8+, de la misma manera las células presentadoras de antigenos (CPA) en los
nddulos linfaticos capturan y presentan a los esporozoitos que migraron por los

vasos linfaticos (10).

Una vez en los vasos sanguineos, anticuerpos IgG son capaces de bloquear la
migracion e invasion a los hepatocitos. En el estadio hepatico los hepatocitos
infectados se convierten en blancos de las células T CD8+, CD4+ y células T
gammaldelta. Los CD8+ generan IFN-y que activaran macrofagos para la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-18, IL-12 (que activa a las
NK para la produccion de mas IFN-y desencadenando la diferenciacion hacia
TH1), TNF-a e IL10. El esporozoito al lisar a los hepatocitos inducen inflamacion,
lo cual no es conveniente para los parasitos por lo que inhiben el gen MyD88,
encargado de activar el factor NF-KB que induce inflamacion, mediante unién con
los TLR de los hepatocitos (36,37).

Una vez liberados los merozoitos de los hepatocitos, pueden ser atacados por
anticuerpos opsonizantes que pueden interferir con las proteinas de superficie en

el proceso de reconocimiento e invasion. Luego durante el estadio intraeritrocitico
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se llevara a cabo una respuesta principalmente mediada por anticuerpos, esto
debido a que los eritrocitos no cuentan con MHCI ni Il, por lo cual no pueden
presentar antigenos a linfocitos CD8+ por lo que la respuesta se mediara por los
linfocitos B previamente estimulados. Estos linfocitos son capaces de interrumpir
algunas rupturas de los eritrocitos dada en la liberacion de los merozoitos, por
ende se tiende a pensar que la respuesta celular cobra mas importancia para los
estadios hepaticos y la humoral para los eritrociticos, ya que esta ultima
dependera de los linfocitos B (LB) que fueron previamente estimulados por
linfocitos CD8+ (36,37).

1.7 PROTEINA Pv12

Gracias a la secuenciacion completa de P. vivax, durante el desarrollo
intraeritrocitario, se dio la oportunidad de perfilar la respuesta inmune que se
genera por las diferentes proteinas. Tras la secuenciacion, clonacion y expresion
de proteinas de 94 ORFs, se obtuvieron patrones de inmunorreactividad para el
19.1% de las proteinas, dentro de las que se encontraba la proteina Pv12.
Evidenciando su similitud ortéloga con la proteina Pf12 de P. falciparum, cuya

antigenicidad ya se ha demostrado anteriormente (38).

Esta proteina junto con la Pv38 revelo tener una baja variabilidad genética entre
parasitos obtenidos de diferentes zonas endémicas de Colombia. Mediante
analisis bioinformaticos de secuencias referenciadas de GenBank entre 2007 a
2010, las cudles arrojaron resultados de la presencia de los diferentes haplotipos
entre regiones conservadas codificantes de funcionalidad en el caso de Pv12 o de
caracteristica estructural del parasito, aunque encontraron una frecuencia

relativamente baja para los diferentes haplotipos (39).

El estudio de localizacion de la proteina ortéloga Pf12 la ubica en la superficie del
merozoito, al igual que Pv12 (29). No obstante, por medio de ensayos de

inmunofluorescencia se sugiri6 que el patron de localizacion de Pv12 en
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merozoitos maduros, se encuentra en el polo apical en las roptrias (ya sea en el

cuello o en el cuerpo (11).

La caracterizacion de la proteina Pv12 realizada por medio de ensayos de
inmunoquimica y biologia molecular, determina que esta constituida por 362
aminoacidos con un peso molecular de 41kDa. Es codificada por un solo exén del
gen pvx_113775, contiene 2 dominios de 6-Cys limitados por enlaces de disulfuro,
también contiene un dominio transmembranal de anclaje tipo GPI en la regién C

terminal (11).

1.8 ANTIGENICIDAD

Es la capacidad que tiene un antigeno para producir una reaccidon inmune
especifica con los productos finales de la respuesta inmune, anticuerpos y/o con
receptores de células T (TCR), en la actualidad se define como toda sustancia
propia o ajena, que pueda ser reconocida por el sistema inmune (40). El antigeno
es reconocido por el anticuerpo gracias a la region determinante de
complementariedad ubicada en la fraccion Fab del mismo (30). Los Epitopes o
determinantes antigénicos son las unidades expuestas de un antigeno que es
reconocido individualmente por el anticuerpo especifico o TCR, es decir, los
epitopes son las regiones inmunolégicamente activas de un antigeno. Pueden ser

lineales (continuos) o conformacionales (discontinuos) (40,41).
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Evaluar la antigenicidad de péptidos derivados de la proteina Pvi2 de

Plasmodium vivax a partir de muestras obtenidas de individuos de zonas

endémicas en Colombia.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar la capacidad de linfoproliferacion de epitopes T de la proteina Pv12
en muestras de individuos de zonas endémicas.

Establecer la produccion de citoquinas en los sobrenadantes de
linfoproliferacion a partir de las muestras de los individuos del estudio.

Evaluar la respuesta inmune humoral de epitopes B en las muestras de los

mismos individuos.
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3. ANTECEDENTES

Las cuatro especies de este parasito que afectan al hombre se habian
diferenciado en la era del pleistoceno medio y se cree luego del conceso de cierto
debate, que la dispersién de la enfermedad entre Africa, Asia y Europa hacia el
nuevo mundo se dio a través de viajes europeos de exploracion durante el siglo
XV (6).

Aunque en la época medieval se supo poco sobre malaria, ya se reportaban
signos de fiebres intermitentes en ltalia en el siglo XVII. Luego en la expansion
colonial de Europa hacia los tropicos siglo XIX, llevo consigo el contacto con
muchas enfermedades nuevas y diseminacion de las ya conocidas (6). En 1880,
se dieron los primeros indicios del agente etiolégico de la malaria por Charles
Louis Alphons. Sin embargo, solo hasta 1884 se determin6 que era un organismo
parasitante, al cual Ettore Marchiafava y Angelo Celli denominaron como
P.malariae; luego en 1886 Camilo Golgi, expone a P.vivax como uno de los

agentes causales de la malaria y sugiere una tercera especie (6).

En 1989 durante estudios de variantes electroforéticas de la enzima glucosa
fosfato isomerasa de muestras aisladas en Tailandia de P.malariae, P.vivax y P.
falciparum, encontraron que estas especies demostraban amplia diversidad
genética a través de un tiempo relativamente corto (7). Posteriormente, en 1992 se
reportan estudios de caracterizacion serolégica y molecular de los antigenos de

Plasmodium.

Gracias al reporte del genoma de P. vivax, el departamento de biotecnologia del
instituto médico de la India aislé un nuevo antigeno recombinante llamado “Pv12”.
A través de técnicas inmunologicas de tamizaje mostré una secuencia homologa a
la apolipoproteina B-100 humana. Esta demostré ser de interés debido a que
podria estar jugando un papel dual en la supervivencia del parasito y en la

activaciéon de una respuesta humoral, ademas arrojo resultados concomitantes de
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la alta cantidad del contenido de las bases nitrogenadas G-C en el genoma de P.

vivax (8).

En 1998 otro estudio de caracterizacidon molecular llevado a cabo por el mismo
instituto, indicd que el antigeno Pv12 contenia elementos Alu y que se expresaba
durante la fase eritrocitaria del parasito. El gen Pv12 codifica para mas de 200
aminoacidos, es altamente hidrofobico, rico en leucina (19.4%), serina (15.9%),
prolina (15.4%) y fenilalanina (15.4%). La regién 5 no traducida y parte de la 3’
codificante mostré6 una homologia significante a diferentes familias Alu,
concluyendo que la existencia de elementos Alu en la region codificante del

parasito es importante desde el punto de vista funcional y evolutivo del antigeno

(9).

A finales de 2012 se tenia caracterizada la proteina Pf2 de P. falciparum, la cual
se identific6 como una proteina de superficie del merozoito y que se transcribia
durante el estadio del esquizonte. Pv12 se catalogé como un gen ortélogo dentro
del genoma de P. vivax, esta proteina contiene 2 dominios (6-Cys) unidos por
enlaces disulfuro, un dominio de anclaje a membrana tipo GPI; la proteina
recombinante Pv12 es reconocida por los anticuerpos en sueros de pacientes
expuestos naturalmente a P. vivax. Inicialmente se localizé6 en las roptrias (a

diferencia de Pf12), y tiene una funcion importante en la invasion eritrocitaria (10).

En el mismo afo, se llevé a cabo una nueva caracterizacién de la misma proteina
la cual fue realizada por la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC), donde se determind la localizacion de esta en la superficie del parasito,
ademas que esta presente en los microdominios resistentes a detergentes (DRM)
y se propuso como un posible candidato para el desarrollo de una vacuna contra
P. vivax (11).
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4. METODOLOGIA

4. 1Tipo de estudio
Este estudio fue de caracter experimental con un enfoque cuantitativo.

4.2 Poblacion de estudio

Individuos provenientes de zonas endémicas para la infeccion causada por P.

vivax de los departamentos de Cérdoba y Choco en Colombia.
4.3 Muestra

Veintinueve individuos provenientes de zonas endémicas para la infeccion
causada por P. vivax de los departamentos de Cordoba y Choco en Colombia y 8

de zona no endémica como grupo control.
5. PROCEDIMIENTOS
5.1 Obtencion de las muestras

Se tomaron muestras de sangre periférica obtenidas por venopuncion, en tubos
con citrato-fosfato-dextrosa (CPD) y en tubos sin anticoagulante, las cuales fueron
utilizadas posteriormente para los ensayos de linfoproliferacion y ELISA,

respectivamente.

Para la toma de muestra de sangre periférica de los individuos del estudio, el
grupo funcional de Inmunologia de la FIDIC, tuvo en cuenta los siguientes criterios
de inclusion: Ser mayor de edad, residir en zonas endémicas de malaria causada
por P. vivax, haber presentado uno o mas episodios de malaria causada por P.
vivax (no infecciones mixtas con Plasmodium spp) con al menos 6 meses de

anterioridad y haber recibido tratamiento idéneo para la enfermedad.
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Las muestras de los individuos fueron previamente tipificadas para los alelos HLA-
DRB1*04, *07, *11 y *13 (Tabla 3) por Histogenetics LLC (USA), empleando la
tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS) llumina Miseq. Todos los
individuos que hicieron parte del estudio firmaron un consentimiento informado
para la toma de muestras y todos los procedimientos fueron evaluados y
aprobados por el comité de ética de la FIDIC. Los alelos seleccionados son los
que presentan mayor distribucion en zonas donde predomina la malaria por

P.vivax, por lo cual fueron seleccionados para el presente estudio (42).

Tabla 3. Numero de pacientes tipificados por DRB1*

Alelo DRB1* NUMERO
*04 8
*07 8
*11 7
*13 6

5.2 Seleccion de Péptidos

Los péptidos evaluados de la proteina Pv12 fueron previamente seleccionados por
la FIDIC de acuerdo a su capacidad de uniéon a moléculas HLA-DRB1 para los
epitopes T y por medio de herramientas bioinformaticas para los epitopes B; estos
péptidos fueron sintetizados por el grupo funcional de Sintesis Quimica de la
FIDIC. Los péptidos para epitopes T evaluados se denominaron con los cédigos
39113 (péptido comun DR*4-DR*11), 39117 (péptido comun DR*7-DR*13), 39114
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(péptido universal, por demostrar alta capacidad de unién a los 4 alelos de interés)

y 39115 (péptido de baja capacidad de unién a los 4 alelos de interés).
5.3 Obtencion de células mononucleares

A cada individuo del estudio se le tomaron 40 mL de sangre periférica en tubos
con CPD. Las muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm por 5 min (se guardé el
plasma a -20°C), se extrajo el buffy coat, el cual fue resuspendido en 8 ml de
medio RPMI para su posterior separacion con Ficoll Hyaque en una proporcion 1:2
(Ficoll: Muestra) (Figura 11). Las muestras con Ficoll hypaque se centrifugaron a
2000 rpm por 30 minutos, se recuperd la capa de células mononucleares
(PBMCs), se procedio a hacer 2 lavados con RPMI y suero fetal bovino (SFB) al
10%, centrifugando a 1800 rpm por 5 minuto cada uno. Los PBMCs se
resuspendieron en medio RPMI, posterior a ello se realizé el recuento y la

viabilidad celular con azul de tripan en camara de Neubauer.
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Figura 11. FICOLL HYPAQUE. Procedimiento para la obtecion de PBMCs, a partir de gradientes
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Los PBMCs fueron cultivados en 200 yL de RPMI suplementado con plasma

autologo al 10%. El ensayo se realizo en una caja de 96 pozos fondo redondo. Se

utilizo pozos individuales con PHA vy lisado del parasito P. vivax (como controles

positivos) y como control negativo se utilizaron células sin estimular.

Se le adiciono 2 x 10° de PBMCs con el marcador Carboxyfluorescein diacetate N-

succinimidyl ester (CFSE) para evaluar la linfoproliferacion junto con el estimulo

correspondiente segun el disefio experimental (Tabla 4),

Tabla 4. Diserio experimental para el ensayo de linfoproliferacion.

COMPONENTES EVALUADOS CONCENTRACION FINAL

1. PHA 2%

2. Lisado de parasito 5 ug/ml
4. Péptido de baja unién 39115 10 ug/ml
5. Péptido 39117 DRB1*07 y *13 10 ug/ml
5. Péptido 39113 DRB1*04y *11 10 ug/ml
6. Péptido universal 39114 10 ug/ml
7.Control sin estimular | eeeememeeees




Se procedio a incubar la caja a 37°C en una atmosfera con 5% de CO; durante 5
dias; a las 72 horas, se recolecto 125 pL de sobrenadante por pozo y se almaceno
a -80° centigrados, para la posterior cuantificacion de citoquinas con el kit
comercial CBA. Al término de la incubacién, se marcaron las células con el
anticuerpo anti-CD4 incubando a 4°C durante 30 minutos en oscuridad, se realizo
un lavado con PBS 1X por centrifugacion y finalmente, las células se
resuspendieron en PBS 1X, para su lectura en el citometro de flujo FACS Canto
Il.

5.5 Evaluacion del perfil de citoquinas por Cytometric Bead Array (CBA)

Para la cuantificacion de las citoquinas presentes en el sobrenadante de los
cultivos de las células previamente estimuladas en los ensayos de
linfoproliferacion, se utilizé el kit Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2
Cytokine Kit I, de la casa comercial Becton Dickinson™, para evaluar el perfil
Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y); segun las indicaciones del fabricante.

Las muestras control eran las de individuos de zonas no endémicas.

Para la lectura del ensayo primero se relizé la validacion de la curva de calibracién
y posteriormente las lecturas del ensayo en el citometro de flujo FACS Canto I,

para finalmente analizar los resultados con el software FCAP Array.
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5.6 ELISA para determinacion de Reactividad de epitopes B

Se realizé la técnica de ELISA en sandwich, utilizando el suero de los individuos
del estudio y de los controles negativos (muestras de pacientes de zonas no
endémicas). Se evaluod la presencia de anticuerpos reactivos frente a los péptidos
de epitopes B de Ila proteina Pv12 seleccionados por herramientas

bioinformaticas.

Se incubaron los péptidos con una concentracion final de 10ug/ml toda la noche a
4°C en inmunomodulos. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados a las placas de
ELISA con PBS 1X-Tween 20 al 0.05%. Se realizo el bloqueo de los sitios
inespecificos, adicionando 100 pL de la solucién de bloqueo (leche descremada al
2,5% en PBS 1X ) a temperatura ambiente durante 1 hora, luego se realizaron 3
lavados a las placas con PBS-Tween 20 al 0.05% para eliminar el material no

unido.

Después se adiciond 100 uL de los sueros de los pacientes en diluciéon 1:100 en
solucién de bloqueo, incubando a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
realizaron 3 lavados a las placas con PBS-Tween 20 al 0.05%. Se incubo durante
1 hora con el anticuerpo secundario Anti-lgG humana acoplado a peroxidasa en
dilucion 1:10.000. Se realizaron 3 lavados a las placas con PBS-Tween 20 al
0.05%. Por ultimo se adicion¢ el sustrato o-fenilendiamina dihidrocloruro-H,O. que
se reducira y formara el cromégeno, cuya reaccion se determinara por
espectofotometria a una longitud de 450 nm, utilizando el espectofotometro

Multiskan GoThermo scientific.
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5.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados de los ensayos de linfoproliferacion,
se utilizaron las medias de los controles negativos; por otro lado para el anadlisis de
la reactividad de epitopes B y cuantificacion de citoquinas por CBA, se utilizo como

punto de corte dos desviaciones estandar.

Se realizo el test de Shapiro—Wilk, para contrastar la normalidad del conjunto de
datos obtenidos, apartir de los resultados, se procedio a aplicar el test
correspondiente para la determinacion de diferencias significativas entre las

muestras de los ensayos.

En el ensayo de reactividad de epitopes B, se identifico las diferencias
significativas, apartir de las absorbancias obtenidas en cada una las muestras,
previa a la estimulacion generada con los respectivos estimulos, frente al control.
Para el ensayo de cuantificacion de CBA se evaluaron cada una de las
concentraciones de citoquinas generadas por las muestras post estimulacion con
cada péptido, frente a su respectivo control. Cabe resaltar que, se evaluo las
concentraciones generadas de IL-6 y control frente a la estimulacion con el lisado
de parasito y la IL-10 frente a la estimulacién con el péptido especifico 39113 con
el test UnpairedT, para datos parametricos, mientras que las demas citoquinas se
analizaron con el test de Mann Whitney para datos no paramétricos. Por ultimo

los analisis y graficos se realizaron utilizando el sofware GraphPad Prism 5.0 (15).
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6. RESULTADOS

6.1 MUESTRAS EVALUADAS EN EL ESTUDIO

Las muestras obtenidas para el estudio, pertenecian a zonas endémicas en
Colombia (Choco y Coérdoba), en la tabla 5 se describe la procedencia de la

muestras y el codigo interno asignado para cada una.

Tabla 5. Codigos y nimero de muestras evaluadas en el estudio.

MUESTRA EVALUADAS
CHOCO CORDOBA
BS019 BS022 BS010 COR029 CORO10 CORO15
BS014 BS013 P4BS003 COR004 COR046 CORO18
BS005 BS008 BS025 P4COR0O30 P4COR038 P4COR039
BS026 BS028 P4BS009 COR025 CORO033 CORO11
P4BS004 COR047 COR040 COR044
COR021 COR043
Total 13 Total 17
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6.2 SELECCION DE PEPTIDOS

En la tabla 6 se muestran los péptidos evaluados segun la seleccion de los alelos
HLA-DRB1*, péptidos 39113 y 39117 para DRB1*04 y *11, péptido universal
39114 y péptido de baja union 39115. También se puede observar la secuencia de
aminoacidos identificada con un color para cada péptido, para los péptidos
especificos 39113 (Rojo) y 39117 (amarillo), péptido universal (verde) y finalmente
el péptido de baja union (azul). Posteriormente estos péptidos fueron evaluados en

los ensayos de linfoproliferacién y cuantificacion de citoquinas.

Tabla 6. Péptidos seleccionados como epitopes T para los ensayos de linfoproliferacién y
cuantificacion de citoquinas. Se muestra el cdigo, la secuencia y la ubicacion de los péptidos en la

secuencia de la proteina Pv12, sentido N a C terminal.

= PEPTIDO PEPTIDO | PEPTIDO DE UBICACION
ESPECIFICO | UNNERSAL | BAJAUNION ENPROTEINA3 a5’
NRIAKAALC GQLLIWWLSAPAEGF THTCDFNDELSLEF
DR*04 39113 DERQMTNGEQICTLKPDVLDKWIKCGAERKNYELLPN
EECFLQGFNLSG NCFEQVFTSKSIEDAKNAHNAHNVHNVQNAQQLVEYLH
LGIEVLIPSLPKK
YNK'FY¢§WQR' KKSYDPDNVLSFRVP DGCDFTKNTSPLFTKGYDANFYKTIENKDDVICKVKATE
DR¥07 e GKLIGFKCPADYAEPEECFLQGFNLSGKKEQLRTKIELT
DLVMDHYNKIFYARVPQRIYONMHFFCACVLEEKRLVAH
DR™3 2 FEFATTPDDQNSVSEPRAANVLQGRSAGSAAF GPGPFL
L SGV EEIM

En la tabla 7, se pueden observar los epitopes B evaluados con sus respectivos
codigos 39038 (EB1), 39039 (EB2), 39040 (EB3) y 39165 (EB4), con codigo de
colores: EB1 (azul), EB2 (amarillo), EB3 (verde) Y EB4 (rojo), ubicados en la
secuencia proteica. Los cuales fueron evaluados posteriormente en el ensayo de

reactividad de epitopes B.
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Tabla 7. Péptidos seleccionados como epitopes B para los ensayos de ELISA. En la tabla se
muestra el codigo del epitope, la secuencia con un color especifico y Su ubicacion en la secuencia

de la proteina Pv12.

EPITOPE |CODIGO|SECUENCIA PEPTIDO Ubicacion 3" a5’
AKIRVRKRSGEEYDK | MRIAKAALCGQLLIWWLSAPAEGFTHTCDFNDELSLEFDE
EB1 20036 EFNL RQMTNGEQICTLKPDVLDKWIKCGAERKNYELLPNNCFF
QVFTSKSIEDAKNAHNAHNVHNVQNAQQLVEYLHGAAAVK
RKQKETNADEKKSYDDVSFRVPPNLEKEQKALYCVCQNK
EB2 39039 AKIRVRKRSGEEYDKEIFNLGIEVLIPSLPKKIDGCDFTKNT
FNLSGKKEQLRTKIEL |SPLFTKGYDANFYKTIENKDDVICKVKATEGKLIGFKCPADY
EB3 39040 TDLV AIEPEECFLQGFNLSGKKEQLRTKIELTDLVMDHYNKIFYA
VKRKQKETNADEKKS |RVPQRIYQNMHFFCACVLEEKRLY
EB4 39165 YDDVS ANVLQGRSAGSAAFGPGPFLLLLLSGVLFFIM

7.3 ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION

El porcentaje de proliferaciéon de células T CD4+, se midié mediante la dilucion del
marcador CFSE, es decir que el indice de estimulacion (Sl), se determin6 por la

pérdida relativa de intensidad de fluorescencia, utilizando la siguiente formula:

IF= (% de intensidad de fluorescencia de células con CFSE co-cultivadas con
antigeno) / (% de intensidad de fluorescencia de células con CFSE co-

cultivadas sin antigeno).

La proliferacion de linfocitos, se analizé en 7 picos o generaciones de células. G =
generacion. Se determino un IS positivo igual o mayor a 2.0 (43). Para obtener el

porcentaje de intensidad de fluorescencia de las células se calculo como:

IS=(Células diluidas (Generacién1-Generacion7)) / (Recuento de células
totales (G0-G7)) * 100

50



Las muestras que fueron estimuladas con los péptidos 39117, 39113 y 39114,
presentaron un 1S=2.0, a diferencia de aquellas que fueron estimuladas con el
péptido de baja unién 39115 que presento un 1S<2.0. Cabe mencionar que como
era de esperarse todos los controles presentaron un IS negativo. El péptido
especifico 39113 fue el que presento mayor linfoproliferacion a nivel grupal (Figura
12).

Figura 12. Linfoproliferacion de los linfocitos CD4+. Se muestra el indice de estimulacién de las
muestras y los controles con cada péptido: 39115 péptido baja unién, 39114 péptido universal,
péptido 39113 (DR1*4*11) y péptido 39117 (DR1*7*13).

Fap. 38113 Pap. 38117

Pap unhrarsal
Psp. Bala Unlan

c ontrol Pap. 381 fenirel Pep 38117

Corrtrol Pep unhyarsal
Cornirol Pep. BEala Unlon

Al evaluar el IS por cada DR se encontré6 que el péptido universal indujo
estimulacion positiva en tres de los cuatro DRs correspondientes a las muestras
tipificadas como HLA-DRB-1*07, *11 y *13. Por otro lado el péptido 39113 (HLA-
DRB-1*04 y *11) solo presento estimulacién positiva en las muestras HLA-
DRB1*11, para el péptido 39117 (HLA-DRB1*07 y *13) se evidencio estimulacion

positiva en todas las muestras correspondientes a estos alelos, cabe resalta que
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este péptido presento un indice de estimulacion mayor en contraste con las

muestras estimuladas con el péptido 39113. Se observo que todas las muestras

evaluadas presentaron un IS positivo frente al lisado del parasito; incluyendo al

péptido de baja unién que arrojo un IS positivo en las muestras tipificadas como

HLA-DRB1*04*13 (Figura 13).

Figura 13.INDICE DE ESTIMULACION PARA CADA DR, teniendo en cuenta los péptidos
seleccionados por DR, universal, control y lisado de parasito: a) Media DR1*04, b) Media DR1*11,

¢) Media DR1*07 y d) Media DR1*13.
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En la Tabla 8 se observa que por medio del valor de SIG (Promedio del indice de

estimulacién para cada grupo de exposicidon), se determino que el péptido 39113

fue el que genero mayor estimulacion a nivel grupal para los alelos DRB1*04-*11,
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ya que, 7/15 muestras mostraron un 1S=2.0. Por otra parte, todos los péptidos
mostraron un promedio de estimulacion en las muestras 2.0, con excepcion del

péptido de baja union.

Tabla 8. REACTIVIDAD DEL PEPTIDO UNIVERSAL Y LOS PEPTIDOS ESPECIFICOS. R:
numero de muestras evaluadas que presentaron un indice de estimulacion positivo (igual o mayor
2.0); SIG: Promedio del indice de estimulacion para cada grupo de exposicion. SD Sl: Desviacién

estandar del Sl para cada grupo de exposicion.

PEPTIDO UNIVERSAL 39114 PEPTIDO 39113 PEPTIDO 39117 PEPTIDO BAJA UNION

R SIG DSl R SIG DSl R SIG SDSI R SIG SDSI
14/29 233 1,64 715 2,65 2,06 6/14 231 185 429 133 123

6.4 CUANTIFICACION DE CITOQUINAS POR CBA

En el ensayo de cuantificacion de citoquinas, se evaluo los produccion de tres
citoquinas del perfil Th1 (IL-2, IFN-g y TNF-a) y tres citoquinas del perfil Th2 (IL-4,
IL-6 e IL-10), producidas tras la estimulacion con lisado de P. vivax y con los
péptidos 39113, 39114, 39115 y 39117. Los valores considerados como positivos,
fueron aquellos mayores a la media mas 3 SD del grupo control (individuos no

expuestos).

Se evidenciaron diferencias significativas en las muestras de individuos de zonas
endémicas y las muestras control para la IL-6 con los péptidos 39114, 39113 y
39117, al igual que para la IL-10 con los péptidos 39114 y 39117, siendo las
Unicas citoquinas que presentaron diferencias significativas. En la Tabla 9, se
observan diferencias significativas entre las muestras evaluadas y sus controles,

teniendo en cuenta un valor de p< 0.05.
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Tabla 9. Diferencias significativas en las produccién de citoquinas. Se observa la reactividad
(numero de muestras positivas en el total de muestras estimuladas), estimuladas con los péptidos

y el lisado del parasito.

Tabla de diferencias signiftatiias de concentraciones de citoquinas de muestras vs controles
IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF IFNg

2de28 | 1de28 0de 28 0de 28 0de 28 0de28 |Reactvidad

Lisado de
parasito

08804 | 02936 0,0313 0,0327 0,1564 0,0106 [ valordeP

Péptdo | 5de28 | 1de28 0de 28 3de 28 0de 28 0de28 |Reactvidad
universal
39114 0,644 05338 0,001 0,1459 0,7438 00279 |valordeF

Péptdode | 1de28 | 2de28 1de 28 3de 28 1de 28 1de28 |Reactiidad
bajaunion
39115 0,5139 0,7471 0,0014 0,0157 0,143 0,4429 | valordeF

Péptdo | 2del4 | 1deld 0de14 3del4 0del4 0de14 |Reactvidad
especifto
39113 0,6848 0,0908 0,0492 0,125 0,182 0,2442 | valordeP

Péptdo | Odeld | 1deld 1del14 5del4 1del14 0del4 [Reactvidad
especifco
39117 | >0,9999 | 10,7997 0,0022 0,0499 0,0908 04876 | valorde P

En la figura 14 se evidencia que frente a la estimulacién con el Lisado del parasito
todos los controles superaron las concentraciones de las muestras evaluadas a
excepcion de la IL-2 e IL-4 con sus respectivos controles, debido a que se
detectaron concentraciones inferiores a 1pg/mL, se observo tambien altas

concentraciones por parte de IL-6 junto con su respectivo control.
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Figura 14. CBA PARA LISADO DE PARASITO.Distribucién de las medias de concentraciones en

pg/ml de las muestras y controles producidas por estimulacion con el lisado del parasito.
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En la figura 15 se observa estimulacién de las muestras frente al péptido 39115
de baja union, se obtuvieron concentraciones por debajo de 1pg/mL de IL-2 e IL-4
al igual que sus respectivos controles, también se evidenciaron concentraciones

bajas de IL-10 y su control, mientras que la IL-6 y su control presento altas

concetraciones frente a la estimulacion.
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Figura 15. CBA PARA PEPTIDO 39115 DE BAJA UNION. Distribucién de las medias de
concentraciones en pg/ml de las muestras y controles producidas por estimulaciéon con el Péptido

de Baja unién.

3000,

Frente a la estimulacién con el péptido universal, se encontraron en las muestras
concentraciones de IL-2 e IL-4 muy bajas, por debajo de 1pg/mL, con respecto a
sus controles, al igual que valores inferiores a 5 pg/mL de IL-10 respecto a su

control e IFN-y. La IL-6 siguio presentando altas concentraciones.(Figura 16).

Figura 16. CBA PARA EL PEPTIDO UNIVERSAL 39114. Distribuciéon de las medias de

concentraciones de las muestras y controles producidas por estimulacion con el Péptido Universal.
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En la figura 17 se observa que la estimulacion frente al péptido especifico 39113
(con el cual se estimularon las muestras tipificadas como DR1*04 y *11) produjo
concentraciones de citoquinas por debajo de 1pg/ml para IL-2 e IL-4, con sus
respectivos controles y nuevamente se presentd concentraciones de IL-6 y su

control.
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Figura 17. CBA PARA EL PEPTIDO ESPECIFICO 39117. Distribucién de las medias de
concentraciones en pg/mL de citoquinas y controles, producidas por estimulacion con el péptido

especifico 39117 correspondientes del DR4 y DR11.
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En la figura 18 se observa que la estimulacion frente al péptido 39117 (con el cual
se estimularon las muestras previamente tipificadas como DR7 y DR13) genero
concentraciones por debajo de 1pg/mL para IL-4 y el control de esta y no se
detectaron concentraciones de IL-2 ni de su control. Asi mismo, el control de IFNg
fue mayor que la concentracion de la citoquina y adicionalmente tambien se

presentd concentraciones altas de IL-6 junto con su control.
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Figura 18. CBA PARA PEPTIDO ESPECIFICO 39113. Distribucion de las medias de
concentraciones en pg/mL de citoquinas y controles, producidas por estimulacion con el péptido

especifico 39113 correspondientes del DR7 y DR13.
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6.5 REACTIVIDAD DE LOS EPITOPES B

Se definio reactividad positiva con un punto de corte de la media mas 2
desviaciones estandar de las absorbancias (Abs) obtenidas de las muestras

control (muestras de individuos de zona no endémica).

Al determinar la reactividad del péptido 39038 (EB1), teniendo en cuenta que el
punto de corte determinado fue de 0,21, se evidencio que 7 de las 29 muestras,
presentaron reactividad positiva (COR040, BS005, BS026, COR004, CORO033,
BS004 y BS009), siendo 4 de ellas provenientes de Choco y 3 de Cérdoba. La
mayor absorbancia presentada fue de 0,91 (BS005) (Figura 19).

Figura 19. Reactividad epitope B1. Distribuciéon de las Absorbancias (Abs) de las muestras

estimuladas con el epitope B1 y controles, se observa positividad con referente al punto de corte.
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Para el péptido 39039 (EB2), se manejé un punto de corte de 0,10 lo que
evidencio reactividad en 6 de 29 muestras (BS005, BS008, BS025, BS026, BS004
y CORO039), siendo 5 de Chocé y 1 de Cdérdoba. La mayor Abs en las muestras
fue 0,2344 (BS005) y la menor 0,1095 (CORO039) (Figura 20).
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Figura 20. Reactividad epitope B2. Distribucién de las Absorbancias (Abs) del cromégeno o-
fenilendiamina dihidrocloruro-H202 de las muestras y controles generadas por el EB2, en donde

se observa positividad referente al punto de corte.
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De otro lado, se obtuvo reactividad frente al péptido EB3, en 5 de 30 muestras
evaluadas (BS005, BS008, BS025, BS004 y BS003) todas provenientes de Choco,
para este péptido se manejo 0,10 como punto de corte. La mayor Absorbancia fue
de 0,2255 (BS004) y la menor de 0,11 (BS025) (Figura 21).

Figura 21. Reactividad epitope B3. Distribucién de las Absorbancias (Abs) del cromégeno o-
fenilendiamina dihidrocloruro-H202 de las muestras y controles generadas por el EB3, en donde

se observa positividad referente al punto de corte.
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A diferencia de los péptidos anteriores, para el péptido EB4 se manejo como punto
de corte un valor de 0,14, presentando reactividad solo en 5 de las 29 muestras,
(BS010, BS005, BS008, BS025 y BS004) todas provenientes de Choco. La mayor
Absorbancia fue de 0,27 (BS005) y la menor 0,14 (BS025) (Figura 22).

Figura 22. Reactividad epitope B4. Distribucién de las Absorbancias (Abs) del crombégeno o-
fenilendiamina dihidrocloruro-H202 de las muestras y controles generadas por el EB4, en donde

se observa positividad referente al punto de corte.
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En la evaluacion de la reactividad de los cuatro epitopes B con los plasmas de las
muestras de los individuos de zonas endémicas, se evidencio mayor
reconocimiento por parte de las muestras en torno al péptido 39038, seguido de
los péptidos 39039, 39040 y 39165. Cabe mencionar que todos los péptidos de los
epitopes B de Pv12 presentaron reactividad, pero no se encontré una diferencia
significativa segun el test de Mann Whitney entre cada epitope y sus controles,
para los péptidos 39038, 39039, 39040 y 39165 se obtuvo un valor p=0,9857,
0,7883 0,7883 y 0,3804 respectivamente (p=<0.05).
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7. DISCUSION

Los avances en investigaciéon acerca de la malaria producida por Plasmodium
vivax se encuentran aun en fase de desarrollo debido a su dificil cultivo in vitro,
entre otras causas, por ende los estudios para la proteina Pv12 tambien son
escasos. En este estudio se evaluo la antigenicidad de los péptidos 39113 (de alta
unién a los alelos DRB1*04 y *11), 39117 (de alta unién a los alelos DRB1*07 y
*13), péptido universal 39114 y péptido de baja unién 39115, lo anterior por medio
de ensayos de linfoproliferacion y produccion de citoquinas por parte de los
PBMCs aislados de individuos provenientes de regidnes endémicas para malaria

causada por P. vivax que presentaban diferentes alelos HLA-DR.

En primera instancia, se identifico que los péptidos que presentaron mayor indice
de estimulacién estaban ubicados cerca a la fraccién C terminal (Tabla 6). En los
resultados obtenidos en los ensayos de linfoproliferacion, se identifico que los
péptidos presentaron un IS positiva (>2.0), cabe mencionar que el péptido que
presento mejor estimulaciéon fue el 39113 (tabla 8), este péptido presento
diferencias significativas en la produccién de IL-6, a diferencia del péptido 39117

que evidencio diferencia significativa en la produccion de IL-6 e IL-10.

Estos resultados de produccidén de citoquinas coinciden con lo reportado por Ismail
Sebina y col, (44) donde evidenciaron la presencia de IL-6 por citometria de flujo
en muestras de ratones infectados con el parasito P.vivax; ellos evidenciaron el
papel protector de la IL-6 en malaria aguda ya que esta interleuquina apoyo la
produccion de IgM e IgG especificas, control de la parasitema, el desarrollo de
células B y la expresion de ICOS por células Tfh. Por otro lado esta citoquina
presenta alta vida media y persistencia en el plasma (45) y altos niveles podrian
estar asociados con el aumento en la incidencia de episodios febriles, como se ha
informado para Plasmodium falciparum (5). Seria importante realizar estudios
adicionales, donde se analice el numero de episodios febriles para corroborar

dicha hipétesis en P.vivax.
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En la evaluacién de citoquinas se obtuvieron concentraciones bajas o nulas de IL-
2 e IL-4 frente a todos los estimulos (lisado de parasito y péptidos evaluados)
(graficas 14-18), estos resultados coinciden con el estudio de Martinez y col (43),
donde se evaluaron los péptidos de la proteina DBP-Il del merozoito, donde se
obtuvieron concentraciones bajas de IL-2 en pacientes con 3 o mas episodos,

cabe resaltar que evidenciaron concentraciones altas de IL-6, IL-10 e INF-g.

La ausencia de IL-2 también que se evidencio en la presente investigacion,
coincide con los resultados del estudio de M Troye-Blomberg y col. (46), donde la
respuesta que se genera in vitro en pacientes por antigenos eritrocitarios de P.
falciparum, muestra una cuantificacién escasa de IL-2; esto se correlaciona en
primera instancia a su corta vida media (45); asi mismo como lo demostraron,
Dorothy K at col (47), en un modelo animal donde la produccién de IL-2 termina
rapidamente de manera in vivo y que a su vez la secrecion de la misma fue
indetectable dentro un periodo de 20 a 24 horas después del estimulo, sugiriendo
que esta corta duracion en la secrecion puede estar influenciada por la

competencia celular entre las células T CD4 especificas de Ag.

Es importante tener en cuenta que se obtuvieron niveles significativos de IL-10,
que cumple un papel como citoquina inmunosupresora de la IL-2 e IFN-y (48). Los
niveles significativos de IL-6 e IL-10, encamina la respuesta de la malaria causada

por P.vivax al perfil inmunolégico Th2.

Por otro lado, los péptidos 39113 y 39117 demostraron ser capaces de inducir
proliferacion, mayormente en DR*11 y *17 respectivamente, y a su vez generaron
diferencias significativas de citoquinas, sin embargo, harian falta mas estudios
para determinar, si en todos los DRs estos péptidos son capaces de inducir tanto
linfoproliferacion como diferencias significativas de citoquinas. Adicionalmente, el
péptido de baja unién 39115 indujo proliferacion en un numero poco relevante de
muestras estimuladas (Tabla 8), cabe resaltar que presento diferencias

significativas en las concentraciones de IL-6 e IL-10. Por otra parte, el péptido
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universal 39114 presento linfoproliferaciéon positiva a nivel grupal, pero no se

evidencio una diferencia significativa en la produccion de citoquinas.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la determinacién de la reactividad para
los péptidos de Epitopes B, no se evidencio diferencias significativas entre los
controles y las muestra, por lo que se podria especular, que a pesar de presentar
algunos resultados por encima del punto de corte, no genero una respuesta
efectiva del reconocimiento por parte de anticuerpos de memoria producidos por
los linfocitos B; no se encuentran otros estudios sobre la determinacion de
epitopes B de la proteina Pv12 ni de su proteina ortdloga Pf12, evidenciando asi,

el poco estudio que tiene esta proteina.

Los resultados de este estudio, tienen concordancia con el estudio de John H.
Adams y col (49), ya que ellos evaluaron muestras de individuos de zonas
endémicas, donde determinaron la presencia de anticuerpos de reconocimiento
de DBP capaces de inhibir la invasion al reticulocito; por lo que es necesario
realizar estudios de inmunogenicidad, con el fin de determinar la capacidad
protectora que puedan generar los anticuerpos capaces de reconocer epitopes B

frente a la invasion del reticulocito.

Por otra parte, gracias a varios estudios en otras proteinas de superficie, Leidiane
Amorim Soares y col (50) junto con el estudio de Jairo Andres Fonseca y col (51),
donde se evidenciao reactividad con epitopes T de la proteina de superficie
PvMSP-1 de P. vivax, involucrada en la interaccion con el reticulocito. En otro
estudio, se obtuvo alta reactividad a epitopes T y B, donde evaluaron las proteinas
de superficie MSP1 y 8 de P. falciparum y P. yoelii (52); por estas razones se
esperaba que los péptidos evaluados en el estudio presentaran caracteristicas
antigénicas por ser derivados de la proteina de superficie Pv12, cabe mencionar
que se desconoce, si la caracteristica antigénica, dependa de su papel como

proteinas de superficie o simplemente sea particular y especifico en cada especie.
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Los resultados obtenidos generan nueva informacién para el avance en el
desarrollo del conocimiento para la busqueda de blancos antigénicos e

inmunogenicos en malaria causada por P. vivax .
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8. CONCLUSIONES

¢ Los péptidos estimulantes 39113, 39114 y 39117 fueron capaces de
presentar linfoproliferacion, obteniendo cada uno de ellos un indice de
estimulacién positiva.

e Se evidencio produccion con diferencias significativas de IL-6 Y IL-10 en
muestras estimuladas con el péptido especifico 39117 y péptido de baja
unién 39115, a su vez se obtuvo produccion significativa de IL-6 en
muestras estimuladas con el péptido especifico 39113.

e Se evidencio que todos los epitopes B mostraron reactividad, sin embargo,
el epitopé B1 fue el que presento mayor reactividad con un porcentaje de
24.13%, lo que equivale a 7 de 29 muestras estimuladas, pero no se obtuvo
diferencia significativa entre las muestras y los controles.
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