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Resumen

La malaria es una de las enfermedades parasitarias mas relevantes a nivel mundial
ya que provoca una alta mortalidad y morbilidad. Es causada mayoritariamente por dos
especies, Plasmodium vivax y P. falciparum, siendo este Gltimo responsable de la mayoria
de las muertes por malaria grave. Para el 2021 se registro 247 millones de casos y 619000
muertes por malaria en el mundo, mientras que en Panama se dieron 3660 casos para el
mismo afio, en regiones endémicas y comarcales. A nivel mundial no existe una vacuna
preventiva contra las especies de Plasmodium. Considerando esto, de importancia conocer
el comportamiento de los biomarcadores del sistema inmunitario a fin de determinar como
el huésped responde ante la infeccion por este parasito, informacion crucial para el
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas preventivas como drogas o vacunas. Con el fin de
estudiar el perfil de biomarcadores de inflamacion (citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento) frente a episodios controlados de malaria, se utilizaron 26 primates de la
especie Aotus I. lemurinus infectados (in vivo) o previamente infectados (ex vivo) con P.
falciparum-FVO. Para evaluar los biomarcadores durante la infeccion se disefiaron ensayos
in vivo de infeccion inducida en cinco (5) especimenes Aotus a los cuales se les monitorizd
la parasitemia durante todo el periodo de infeccion hasta ser tratados. En momentos
puntuales (pre-infeccidn, fase temprana, media y tardia) se analizé el plasma para observar
los biomarcadores por medio de inmunoensayos Luminex, ademas, de evaluar el
reconocimiento antigénico de eritrocitos infectados. Para la respuesta post-infeccion se
disefiaron ensayos ex vivo en muestras de células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) de 20 individuos divididos en seis (6) grupos y un (1) control de acuerdo con



historial previo de infeccion (1 - 2 veces infectados en 1 -15 afios previamente). En cultivo,
los PBMC fueron estimulados con antigeno crudo de Plasmodium falciparum solo o con
adicion de oligonucleotidos que contienen citosina-guanosina-dinucleétido (CpG ODN)
que son activadores de las células inmunes. Se tomo muestras de sobrenadante del cultivo
a las 24h, 48h y 72h para analizar los biomarcadores. Los resultados muestran que en la
infeccion in vivo hubo un incremento significativo en los niveles de las citocinas
proinflamatorias TNF-a, CD40L e IL-17 a partir de la fase temprana de la infeccién, y los
niveles de IFGg se incrementaron a partir de la fase media de la infeccion. También se
observo un incremento de IL-6 en la fase temprana y media de la infeccion que luego se
normalizaron en la fase tardia. Con relacion a las citocinas anti-inflamatorias se observé
incremento de IL-10 a partir de la fase media de la infeccion y la IL-4 e IL-5 mostro
aumento en la fase tardia. EI reconocimiento antigénico nos muestra que la respuesta de
anticuerpos 1gG se mantienen activa hasta por 170-200 dias post-tratamiento. La expresion
de citocinas en cultivos de PBMC se ve influenciada por el niUmero de veces en que un
individuo pudo estar previamente expuesto al parasito y la cantidad de afios luego de dicha
exposicion frente a un cuadro reciente de malaria (p < 0.05), asi como la utilizacion de
ODN solo aumenta la expresion de ciertas citocinas en individuos con menos de cinco afos

de exposicion a la malaria.



Sumary

Malaria is one of the most relevant parasitic diseases worldwide as it causes high
mortality and morbidity. It is mainly caused by two species, Plasmodium vivax and P.
falciparum, the latter being responsible for the majority of deaths from severe malaria. For
2021, 247 million cases and 619,000 deaths from malaria were registered in the world,
while in Panama there were 3,660 cases for the same year, in endemic and regional regions.
There is no preventive vaccine against Plasmodium species worldwide. Considering this,
it is important to know the behavior of the immune system biomarkers in order to determine
how the host responds to infection by this parasite, crucial information for the development
of new preventive therapeutic targets such as drugs or vaccines. In order to study the profile
of inflammation biomarkers (cytokines, chemokines and growth factors) against controlled
episodes of malaria, 26 primates of the Aotus I. lemurinus species were infected (in vivo)
or previously infected (ex vivo) with P. falciparum-FVO. To evaluate biomarkers during
infection, in vivo induced infection assays were designed in five (5) Aotus specimens in
which parasitemia was monitored throughout the infection period until treatment. At
specific times (pre-infection, early, middle and late phase) the plasma was analyzed to
observe the biomarkers using Luminex immunoassays, in addition to evaluating the
antigenic recognition of infected erythrocytes. For the post-infection response, ex vivo
assays are designed in samples of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 20
individuals divided into six (6) groups and one (1) control according to previous history of
infection (1 - 2 times infected in 1 -15 years previously). In culture, PBMCs were

stimulated with crude Plasmodium falciparum antigen alone or with the addition of



oligonucleotides containing cytosine-guanosine-dinucleotide (CpG ODN) that are
activators of immune cells. Culture supernatant samples were taken at 24h, 48h and 72h to
analyze the biomarkers. The results show that in the in vivo infection there was a significant
increase in the levels of the proinflammatory cytokines TNF-a, CD40L and IL-17 from the
early phase of infection, and the levels of IFGg increased from the middle phase of
infection. An increase in IL-6 will also be observed in the early and mid phase of infection
which will then normalize in the late phase. In relation to anti-inflammatory cytokines, an
increase in IL-10 was observed from the middle phase of the infection and IL-4 and IL-5
showed an increase in the late phase. Antigenic recognition shows us that the IgG antibody
response remains active for up to 170-200 days post-treatment. The expression of cytokines
in PBMC cultures is influenced by the number of times in which an individual could have
been previously exposed to the parasite and the number of years after said exposure
compared to a recent case of malaria (p < 0.05), as well as the use of ODN only increases
the expression of certain cytokines in individuals with less than five years of exposure to

malaria.
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CAPITULO I: FUNDAMENTO TEORICO



1.1. Introduccién general

La malaria continta siendo una de las enfermedades transmitidas por vectores mas
importantes a nivel mundial, con una alta tasa de morbilidad y mortalidad; en 2019
globalmente se registraron 229 millones de casos y 409 000 defunciones mayoritariamente
en paises endémicos del continente africano (World Health Organization, 2020). Son siete
las especies de Plasmodium spp. que pueden infectar al hombre, transmitidos a través de
la picadura del mosquito Anopheles, de los cuales Plasmodium falciparum y P. vivax son
las especies mas distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales, siendo P.
falciparum la mas letal (Buery et al., 2021; Ramasamy, 2014; Sato, 2021).

Se han realizado numerosos estudios que investigan el comportamiento de
Plasmodium sp. y la respuesta inmune que desarrolla un hospedero humano durante las
diferentes etapas de la malaria; dentro de estos ensayos se suele utilizar modelos animales,
principalmente de primates no humanos, siendo Aotus sp. el mas empleado y que ha
aportado significativamente al avance en el entendimiento de la malaria (Navarro et al.,
2005). Estas investigaciones han revelado similitudes y diferencias importantes entre el ser
humano y el modelo Aotus sp., 1o que las hace comparables al momento de inferir y
extrapolar resultados (Craig et al., 2012; Egan et al., 2002; Nguee et al., 2022; Sharma et
al., 2022; Voinson et al., 2022).

Al ser los primates Aotus susceptibles a la infeccion por las dos especies de
Plasmodium que infectan al hombre, son un modelo adecuado para el estudio de la biologia
de los parasitos, asi como para el estudio de nuevos farmacos o vacunas (Collins, 2002;

Duque et al., 1998; Kaneko et al., 1999).



En cuanto a la respuesta inmunitaria frente a Plasmodium, varios estudios han
proporcionado informacion sobre las respuestas de anticuerpos contra los antigenos de
Plasmodium, incluyendo la proteina circumsporozoito (CSP) (Karen et al., 2015; Yadava
et al., 2014), la proteina de superficie del merozoito-1 (MSP-1) (Burns et al., 2016; N.
Obaldia et al., 2017) y el antigeno de la etapa hepatica (LSA) (Perlaza et al., 2003, 2008).
Estos anticuerpos tienen gran importancia en la prevencion de la infeccién del paréasito y
el control de su replicacion.

Por otro lado, para la respuesta celular, se ha reportado que tanto los monos Aotus
como los humanos desarrollan respuestas inmunes T contra los antigenos de Plasmodium
(Guerrero et al., 2003; M. A. Herrera et al., 1992; Langermans et al., 2000). Ademas, se ha
demostrado que las células T juegan un papel critico en la eliminacion de células infectadas
y en la promocién de la memoria inmunolégica. Sin embargo, a pesar de los valiosos
conocimientos obtenidos de estudios previos, todavia existen varias brechas en nuestra
comprension de la inmunidad a la malaria en monos Aotus y su relevancia en la inmunidad

humana.

1.2. Marco de referencia

1.2.1. Breve reseia historica

Para el afio 1880 el Dr. Charles Louis Alphonse Laveran, detecto por primera vez
un eritrocito infectado por Plasmodium por microscopia en pacientes que presentaban
malaria o antiguamente conocida como fiebre del pantano (Arias & Soto Bigot, 2009). Sin

embargo, la llegada de la malaria a América ha sido controversial, debido a que se



considera la posible existencia de un paludismo americano, otras investigaciones afirman
que la patologia llego junto a la conquista (P. vivax y P. malariae) desde el sudeste asiatico
0 por la introduccion de africanos al nuevo continente (P. falciparum) (Boyd, 1949;
Coatney, 1971; Flores, 1886; Penna & Barbieri, 1925). En cuanto a los vectores, la
evidencia muestra que, debido a que los parasitos se encuentran en un amplio grupo de
vertebrados, pero los hospederos siempre resultan ser dipteros, esto ha generado dos lineas
del origen de la relacion parasito-vector para Plasmodium, ya que su antecesor (un
coccidio) pudo parasitar a un artropodo o el intestino de un vertebrado o ambas, sumado a
esto se sabe que los Haemosporidia son a patogénicos a los insectos en comparacion a los
vertebrados, por lo que se podria decir que Plasmodium ha estado asociado por mas tiempo
con los insectos que con los hospederos vertebrados, por lo que se deduce que los

Haemosporidia fueron originalmente parasitos de insectos (Huff, 1945).

Dado que el entendimiento sobre la relacién Plasmodium-hospedero vertebrado-
vector promulgo el desarrollo de estrategias para el control de vectores, ejemplo de ello el
trabajo desarrollado por William C. Gorgas para controlar la fiebre amarilla y el paludismo
en Cuba, replicando dichas estrategias durante la construccion del Canal de Panama a partir
de 1905, lo que sin duda contribuy6 a el éxito de esta obra, saneando a su vez muchas otras
areas de malaria en el tropico (Beauperthuy, 1854; Finlay, 1881; Gorgas & Hendrick,
1924). Luego de estos acontecimiento y pasada la segunda guerra mundial, la recién OMS
reconoce al paludismo como la enfermedad de mayor mortalidad en el mundo en ese
momento y que adicional, interferia con el desarrollo de la agricultura e industria, sin
embargo, la llegada del DDT interrumpio en cierta medida la propagacion de mosquitos

Anopheles, en conjunto con los programas de erradicacion de reservorios de Malaria y

4



desarrollo de politicas publicas en paises endémicos desde 1956, que también incluyeron

las iniciativas de erradicacion de los vectores de Chagas y Leishmania (OMS, 1957).

Al dia de hoy la lucha antipaltdica continua y en los Gltimos cincuenta afios se han
producido tres modificaciones importantes de las estrategias contra el paludismo, una en
1969 con la posibilidad de erradicacion del paludismo en la cintura tropical o la discusion
en Alma Ata sobre la atencion primaria de salud entorno a los programas de erradicacion,
0 en 1992 con la conferencia de Mundial de Ministros de Salud de la Haya con la nueva

vision sobre la contencidn y retroceso de la Malaria (OMS, 1969, 1978, 1992).

1.2.2. Taxonomia de Plasmodium sp.

El género Plasmodium, es un grupo de parasitos protozoarios pertenecientes a la
clase Aconoidasida dentro de la familia Plasmodiidae, del cual se conocen alrededor de
175 especies, de las cuales, P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. knowlesi

causan paludismo en el hombre (Chavatte et al., 2007a).

1.2.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Plasmodium alterna entre un hospedero vertebrado y un
hospedero invertebrado (mosquito), y en cada uno desarrolla diferentes formas parasitarias
(asexuales y sexuales) que se desarrollan en diferentes tipos de células (Cowman et al.,
2016). Una parte importante de este ciclo de vida corresponde a la etapa intra-eritrocitaria
que puede tener diferentes estadios con desarrollo asexual o sexual (Venugopal et al., 2020)
y en el humano, esta etapa es responsable de la sintomatologia clinica de la malaria (fiebre,

escalofrios, cefalea, dolor abdominal, diarrea, malestar general y dolor muscular).



Ademas, en la etapa intra-eritrocitaria, en el caso de P. falciparum, los estadios
asexuales maduros poseen capacidades adhesivas que le permiten acumularse en diversos

tejidos, lo que se considera un factor de virulencia para esta especie (Sherman et al., 2003).

(a) Proceso de invasion

La invasién ocurre principalmente en cuatro etapas, i) contacto inicial, ii)
reorientacion, iii) la union fuerte, e iv) invaginacién del parasito (Cowman & Crabb, 2006;
Pinder et al., 2000; Volz et al., 2016) en las cuales el parasito interacta con el eritrocito.
El contacto inicial es un proceso no muy comprendido aun; sin embargo, la interaccion del
parasito en forma de merozoito se da a través de las proteinas MSP1 (merozoite surface
protein 1) (Cowman et al., 2012, 2017).

Luego ocurre el paso intermedio de reorientacién y el subsecuente paso de unién
fuerte en la que se dan interacciones entre las proteinas de la familia EBA (erythrocyte
binding antigen), EBL (erythrocyte-binding-like) o PfRh (P. falciparum reticulocyte-
binding protein homologs) con los receptores glicoforina A, B o C o basigina (Galaway et
al., 2019). Y finalmente el paso de invaginacion del parasito donde este entra totalmente al
eritrocito y puede inducir cambios morfologicos en la estructura de la célula huésped
(Cowman et al., 2017).

Algunos estudios sefialan a las proteinas MSP-1 de Plasmodium vivax y P.
falciparum, como moléculas altamente inmunogénico con capacidad de modular la

respuesta inmunitaria (Moormann et al., 2013; Riccio et al., 2013).



(b) Estadios asexuales

La etapa intra-eitrocitaria involucra el desarrollo asexual que se divide en tres
estadios, anillos (trofozoitos inmaduros), trofozoitos maduros y esquizonte (Florens et al.,
2002). Luego de invadir el eritrocito, el parasito comienza a producir proteinas algunas de
estas seran exportadas a la membrana del eritrocito infectado (Boddey & Cowman, 2013).
Asi, en el estadio de anillo el eritrocito infectado mantiene casi la misma rigidez y
flexibilidad del eritrocito no infectado, a medida que el parasito madura hacia el estadio de
trofozoitos/esquizontes, el eritrocito infectado sufre cambios sustanciales en el esqueleto
que afectan la rigidez y flexibilidad de la célula infectada (Warncke & Beck, 2019).

En el estadio de trofozoito, el eritrocito infectado adquiere capacidades adhesivas,
una caracteristica especial de P. falciparum que lo hace diferente de las otras especies de
Plasmodium y que le otorga un factor de virulencia importante (May & White, 1999). Esta
capacidad adhesiva se la confiere las proteinas Ilamadas PfEMP1 (P. falciparum
erythrocyte membrane protein 1) (Kalantari & Ghaffari, 2013; Rug et al., 2006; Subramani
et al., 2015). Asi, mientras que las formas asexuales inmaduras se mantienen circulando
por la sangre periférica, las formas asexuales maduras (trofozoitos/esquizontes) de
P. falciparum le permiten acumularse en diferentes tejidos y érganos.

Evidencias indican que la interaccion de las proteinas asociadas al fendmeno de
adhesion del eritrocito infectado (PfEMP-1) también poseen implicaciones en la

modulacion de la respuesta inmunitaria (Sampaio et al., 2018).



(c) Estadios sexuales

Durante el desarrollo asexual intra-eritrocitario, una pequefia porcion de parasitos
continua la via de desarrollo sexual (Florens et al., 2002; Talman et al., 2004) que se divide
en cinco estadios (I-V). Los gametocitos I-1V son las formas sexuales inmaduras que se
mantienen acumuladas en diferentes 6rganos como la médula 6sea y el bazo (Tibarcio et
al., 2015) y una vez completan su maduracion pasan a gametocitos estadio V y son
liberadas a la circulacion periférica donde pueden ser captados por el mosquito para
completar su ciclo sexual, constituyéndose en los estadios transmisibles (Josling & Llinas,
2015; Tibdrcio et al., 2013).

El secuestro o acumulacion de las formas sexuales inmaduras ocurre por retencion
mecanica mientras que el secuestro de las formas asexuales se debe a fenémenos de
citoadhesividad (Silvestrini et al., 2012). Asi, la acumulacion de las formas sexuales
inmaduras en érganos como la médula 6sea pueden inducir estimulacion de células del

sistema inmunitario promoviendo secrecion de citocinas (Messina et al., 2018).

1.2.4. Aotus lemurinus lemurinus

El género Aotus sp. es un grupo de primates del neotrdpico, cuya etimologia de su
nombre deriva del latin “A” =sin y “otis” = orejas, lo que literalmente significa “Sin oreja”,
sin embargo, esto no quiere decir que este mono no posea orejas, ya que su abundante
pelaje las oculta de la vista, otros nombres con los que se le conoce son Mono nocturno,
Mono Buho o Jujuna (Vargas Madrid, 2013).

Aotus lemurinus lemurinus es un primate que se caracteriza por ser de pequefio
tamafio (24 a 47 cm), con un peso entre 700 y 1100 g, con cabeza redondeada, hocico corto
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pero prominente, orejas pequefas, ojos color café de gran tamafio, abundante pelaje y
desplazamiento a cuatro patas (Katsumura et al., 2016; N. Sanchez et al., 2006).

Su hébitat se caracteriza por bosques tropicales primarios, secundarios y
remanentes caducifolios con una distribucion en América en Colombia, Panama, Ecuador
y Brasil (Thomas et al., 2018).

En cuanto al aspecto inmunoldgico, este primate muestra homologia con el ser
humano, en cuanto a la expresion de citoquinas como IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10, IL- 120, IL-12p, IL-15, IFN-0, IFN-y y TNF-o en un 93 a 99% (Villinger et
al., 1995).

En Panam4, las investigaciones sobre la especie Aotus I. lemurinus, como modelo
de infeccidn, se emplean en pruebas para antimaléricos y moléculas candidatas a vacunas,
dentro del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) (N. I.
Obaldia, 2007).

Los estudios de Aotus sp. como modelo animal se enfoca principalmente en
encontrar posibles candidatos a vacunas contra Plasmodium, a través del establecimiento
de la relacion entre el perfil Thl (IFN-v y TNF-B) / Th2 (IL-4 e IL-10), utilizando los
mecanismos de inmunidad, la expresion de citoquinas y progreso de la patogenia

desarrollada durante la Malaria (Hernandez et al., 2002; Pico de Coafia et al., 2004).

1.3. Aspectos generales del problema de estudio
1.3.1. Planteamiento del problema
La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos que afecta a millones de
personas en todo el mundo, causando enfermedades graves y muertes. Esta enfermedad
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afecta principalmente a nifios menores de cinco afos y a mujeres embarazadas (CDC, 2023;
WHO, 2023b, 2023a). Es causada por parasitos del género Plasmodium, cuyo ciclo de vida
incluye estadios que invaden y se reproducen dentro de los globulos rojos (Galinski, 2022;
Volz et al., 2016).

Si bien existen tratamientos eficaces para la malaria, no siempre son accesibles.
Ademas, los parésitos han desarrollado resistencia a las drogas antimaléricas actuales
(Paloque et al., 2016).

Actualmente se esta trabajando en el desarrollo de algunas vacunas para prevenir la
infeccion por P. falciparum, considerada la especie mas letal. Sin embargo, estas vacunas
estan en fase experimental o no poseen la eficacia necesaria para recomendar su uso a nivel
clinico (Aderinto et al., 2024; Oduoye et al., 2024).

El desarrollo exitoso de una vacuna contra la malaria dependera en Gltima instancia
de la comprension completa de los mecanismos inmunitarios basicos de la resistencia
adquirida naturalmente durante la enfermedad, asi como también de la caracterizacion
integral de las respuestas a la inmunizacidon con antigenos candidatos para la vacuna
(Garcia et al., 2006).

Hasta la fecha, la ausencia de una vacuna efectiva puede atribuirse en parte a la
dificultad de identificar inductores y reguladores especificos de la funcién efectora. En
muchos casos, la evaluacion de antigenos candidatos para la vacuna en sujetos humanos
puede facilitarse y acelerarse mediante pruebas previas en modelos animales, como los
primates no humanos.

El modelo de mono Aotus se ha convertido en una herramienta importante en el

estudio de la malaria, en el desarrollo de drogas antimalaricas y en los ensayos de
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candidatos a vacunas contra la malaria, ya que sus caracteristicas comportamentales y
fisioldgicas se asemejan a la de los humanos (S. Herrera et al., 2002; N. I. Obaldia et al.,
2017; Sharma et al., 2022).

Los monos Aotus son susceptibles a las dos especies méas prevalentes de
Plasmodium, P. falciparum y P. vivax. Se ha determinado que las respuestas inmunitarias
en monos Aotus son comparables a la que exhiben los seres humanos, los que hace que sea
una especie Util para estudiar las reacciones del sistema inmunitario ante estos parasitos
(Collins, 2002; Collins et al., 1996; Jones et al., 1999; Ruebush et al., 1990). Por lo tanto,
el mono Aotus es una herramienta invaluable para comprender las respuestas inmunitarias
que se producen tras la inmunizacion e infeccion con especies de Plasmodium.

Al estudiar la respuesta inmune a antigenos especificos del parasito en monos
Aotus, se pueden evaluar diferentes formulaciones de vacunas y adyuvantes que induzcan
inmunidad protectora. Luego, estos estudios pueden dirigirse hacia la evaluacion de la
eficacia y seguridad de nuevos candidatos a vacunas. La informacion obtenida puede ser
utilizada para refinar el disefio de las vacunas y optimizar su capacidad de proteccion contra
la malaria (Barrero et al., 2005; Douglas et al., 2019; Langermans et al., 2000; Pinzon-
Charry et al., 2003; Taylor & Siddiqui, 1978).

Sin embargo, existen pocos sitios en el mundo que cuentan con la capacidad de
albergar un bioterio de primates no humanos para realizar infecciones experimentales.
Ademas, no se han aplicado las herramientas moleculares y técnicas inmunoldgicas en
primates, por lo que todavia no se conoce a profundidad la respuesta inmunologica ante la

malaria en estos animales.
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Se sabe que la respuesta inmune celular, juega un papel crucial en la defensa contra
la malaria. Frente a una infeccion por Plasmodium, se desencadena una robusta respuesta
inmune celular caracterizada por la activacion de células T, macréfagos y otras células del
sistema inmunitario, ademas de la subsecuente produccion de mediadores proinflamatorios
como las citocinas. Esta respuesta es esencial para eliminar los parasitos de la malaria y
prevenir el avance de la enfermedad (Langermans et al., 2000; Pinzon-Charry et al., 2003).

El andlisis de un perfil completo de la produccidn de citocinas podria proporcionar
una mejor comprension de la cinética y los pardmetros cualitativos de una respuesta
inmunitaria protectora versus una respuesta no protectora después de la inmunizacion
experimental (Duque et al., 1998; Popa & Popa, 2021).

En este estudio, pretendemos analizar la respuesta inmunitaria celular frente a la
infeccion por P. falciparum en infecciones in vivo inducidas en el mono Aotus y en ensayos
ex vitro utilizando células mononucleares de sangre periférica de primates. EIl uso de
inmunoensayos de alta tecnologia, como la técnica de Luminex, nos permitird obtener
resultados precisos en cuanto a la respuesta de citocinas hacia P. falciparum, lo que
permitira determinar el perfil de estos biomarcadores del sistema inmunolégico tanto en

infecciones in vivo como en respuesta celular posterior a la infeccion.

1.3.2. Justificacidn
Las investigaciones en primates no humanos, especificamente en monos
Aotus, radica en su potencial para el avance en la lucha contra la malaria. Gracias a
sus similitudes fisiologicas y filogenéticas con los seres humanos, los experimentos

realizados en estos primates pueden ser altamente reproducibles y validos,

12



proporcionando resultados confiables que pueden ser aplicados en la busqueda de una
vacuna efectiva contra la malaria.

Ademaés, estudiar la base molecular de la inmunidad en los monos Aotus puede
brindar valiosos conocimientos sobre los factores genéticos e inmunologicos que los hacen
maés resistentes a la malaria, 1o que a su vez podria ser aplicado en el desarrollo de
estrategias para mejorar la respuesta inmune en los seres humanos.

En este sentido, la investigacion con monos Aotus ha demostrado ser prometedora
en la identificacion de blancos terapéuticos y en la evaluacion de posibles vacunas contra
la malaria. Su inclusion en ensayos de seguridad también permite una mejor comprension
de los posibles efectos secundarios de las vacunas, lo que contribuye a asegurar su eficacia
y seguridad en humanos (S. Herrera et al., 2002; McCallum et al., 2020; Ye et al., 2013).
Sin embargo, aln se requiere de mas estudios para optimizar su uso y garantizar una
adecuada traslacion de los hallazgos a ensayos clinicos en humanos. Por ello, es necesario
seguir promoviendo la investigacion en monos Aotus y ampliar su utilizacién en el
desarrollo de vacunas contra la malaria, ya que esta linea de investigacion tiene un
potencial altamente prometedor para la lucha contra esta enfermedad.

La investigacion en monos Aotus es esencial para avanzar en el conocimiento sobre
la malaria y desarrollar estrategias mas efectivas en su prevencion y tratamiento. Su
utilizacion nos permite obtener datos precisos y relevantes, lo que resulta fundamental en
la lucha contra una enfermedad tan devastadora como la malaria. Por ello, es necesario
seguir apoyando y fomentando la investigacion en primates no humanos, en particular en

monos Aotus, como parte de nuestros esfuerzos para combatir esta enfermedad.
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1.3.3. Objetivos

i. General
Evaluar la respuesta inmune celular en primates A. I. lemurinus infectados con parasitos

Plasmodium.

ii. Especificos

e Evaluar in vivo el perfil de citocinas en primates A. l. lemurinus durante la infeccion
inducida por P. falciparum o P. vivax.

e Evaluar el reconocimiento antigénico (IgG de primates A. |. lemurinus) contra a eritrocitos
infectados por P. falciparum.

e Caracterizar in vitro el perfil de citocinas expresado por células mononucleares de sangre
periférica obtenidas de primates A. I. lemurinus previamente infectados por P. falciparum

o P. vivax.
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CAPITULO II: ASPECTOS METODOLOGICOS



2.1.

2.2.

Consideraciones éticas

Este estudio conllevd ensayos in vitro y ex vivo con manipulacion de animales
(PNH), por lo tanto, para garantizar el cumplimiento de las buenas practicas en todos los
procesos que conciernen a ensayos con animales vivos, el protocolo (solo metodologia) se
sometio a evaluacion por el Comité Institucional para el Buen Uso y Cuidado de los
Animales de Laboratorio (CIUCAL-ICGES) cuyo aval consta en los documentos 014-
CIUCAL-ICGES-02 y 001/2023/CIUCAL-ICGES. En el protocolo consta que los
procesos de manipulacién de animales se realizaron o supervisaron por el médico

veterinario del bioterio.

Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio de investigacion basica dentro del campo de las ciencias
de la salud. La propuesta consistio en procedimientos y actividades observacionales y
analiticas de caracter transversales. El estudio se extendié por un periodo de
aproximadamente 18 meses (junio 2022 — diciembre 2023), con una adicion de 3 meses
para la redacciéon de los resultados. Su objeto fue obtener datos cualitativos y cuantitativos
a través de experimentos que se realizaron en los laboratorios de malaria (109-114) y en el
Bioterio de Primates No Humanos (PNH) de la Estacion Biomédica Experimental del

Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud.

2.2.1. Sujetos de Estudio

Los sujetos de estudio contemplados fueron primates de la especie Aotus lemurinus

lemurinus, los cuales se utilizaron para el cultivo in vitro de P. falciparum., ensayos ex vivo
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de cultivo de células mononucleares periféricas (PBMC), y ensayos de induccion de
infeccion, segun el tiempo de exposicion a una infeccion previa por P. falciparum,
catalogados a su vez como: individuos que estuvieron infectados una vez o dos veces, en
periodos de tiempo de entre 1 a 15 afios, asi como un grupo control (naive) jamas expuesto

a la infeccién por Plasmodium (Tabla 2).

2.2.2. Muestra
Se escogieron todas aquellas muestras de sangre periférica provenientes de 26
primates de la especie A. I. lemurinus, adultos, de los cuales cinco se utilizaron para cultivo
e infeccion inducida con P. falciparum-FVO y los 26 restante se emplearon para los
ensayos ex vivo de monitoreo de citoquinas en PBMC; los individuos se clasificaron segun
tiempo de exposicion previa a P. falciparum/P. vivax y tratamientos aplicados (Tabla 3 y

4),

2.3. Método experimental
2.3.1. Inoculacién y cultivo de Plasmodium sp. in vivo
A 5 primates se les indujo infeccion por P. falciparum. La cepa utilizada para la
obtencion de antigenos fue P. falciparum-FVO (criopreservadas en nitrogeno liquido), la
cual fue descongelada mediante el protocolo por gradiente salino utilizando soluciones de

NaCl al 12%, 1.67% y 0.9%.

La inoculacion fue realizada en los animales mediante puncién directa de la vena

safena utilizando una muestra de 4x107 eritrocitos infectados. Se mantuvo el periodo de
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infeccion durante 16 a 21 dias. Se aplicé Mefloquina (25 mg/Kg) como tratamiento para

detener la infeccion.

2.3.2. Toma de muestra para monitoreo de parasitemia
Desde el 5to dia post-infeccion, se llevé a cabo el monitoreo de la progresion de la
parasitemia de cada individuo. Se tomaron 25-50 pL de sangre periférica por puncion de
la vena marginal de la oreja de cada individuo. Este volumen de sangre fue suficiente para
preparar papeles de filtro y posteriormente realizar la extraccion de ADN para
cuantificacién de parasitemia. De igual forma se monitorizo la parasitemia por microscopia

Optica en extendidos tefiidos con colorante Giemsa.

Al finalizar la infeccidn se tomaron muestras de antigeno crudo utilizando 3 mL de
sangre venosa, se separaron los eritrocitos mediante centrifugacién a 800 x g durante 20
minutos en un tubo conico de 15 mL con 3 mL de Ficoll-Histopaque (o Linfoprep como
alternativa). Luego se aspiré el plasma y la capa leucocitaria, dejando solo la capa
eritrocitaria, la cual fue lavada con solucidn isotonica salina tamponada con fosfato (PBS
1X, pH 7.4) o medio RPMI incompleto mediante centrifugaciones a 250 x g durante 10
minutos. Los antigenos obtenidos del parasito crudo se purificarén a partir de las muestras
de eritrocitos utilizando un separador magnético MACS® de columna LD en 5 mL de
buffer PBS 1X pH 7.2 y 0.5% BSA (Albumina de suero bovino). La concentracion de los
antigenos obtenidos fue determinada por espectrofotometria, los mismos se congelaron a -

20°C para su uso posterior.
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2.3.3. Extraccion de ADN de P. falciparum-FVO y PCR
La extraccion del ADN gendmico se realizé a partir de las muestras de sangre en el
papel filtro utilizando el kit de extraccion PureLink Genomic DNA Mini (Invitrogen, N°

K1820-01), siguiendo el protocolo del fabricante.

2.3.4. Anadlisis cuantitativo de la carga parasitaria por gPCR

Para cuantificar la carga parasitaria de los especimenes infectados, se construyé una
curva estandar con producto de PCR de cantidad conocida (nimero de copias-parésito/pL).
El producto de PCR se obtuvo mediante amplificacion del gen 18S sRNA utilizando los
cebadores especificos (forward: Plasmo 1 (5'-GTTAAGGGAGTGAAGACGA TCAGA-
3"), reverse: Plasmo 2 (5'-AACCCAAAGACTTTGATTTC TCATAA-3") utilizando como
plantilla ADN genomico de Plasmodium falciparum-FVO. La mitad del producto de PCR
se purifico con el Kit comercial PureLink PCR Purification (Invitrogen, no. K3100-01 y
K3100-02) y siguiendo la recomendacion del fabricante, con un lavado y una elucion con
un volumen final de 50 pL. Se cuantificd utilizando un espectrofotometro de UV

NanoDrop 2000.

La cuantificacion de la carga parasitaria se realizé6 por medio de una gPCR
utilizando los primers Plasmol/2 y sondas Tagman siguiendo el siguiente protocolo de
termociclado: 95°C por 1 min. y 45 ciclos sucesivos de desnaturalizacion a 95°C por 10
seg., hibridacion a 50°C por 15 seg., elongacion a 72°C por 90 seg. y una elongacion final
a 72°C por 5 min., utilizando un termociclador de tiempo real Applied Biosystems Quant
Studio 5. Los datos fueron procesados con el programa QuantStudio Software V1.5 y la

carga parasitaria se establecio por medio de la curva estandar.
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2.3.5. Toma de muestra para la obtencion de PBMC para cultivo

Se tomd una muestra de sangre venosa de 2 mL en tubos con CPDA (citrato fosfato
dextrosa adenina) de cada animal de estudio a intervalos de tres dias. En un tubo cénico de
15 mL, se agregé 2 mL de Ficoll-Histopaque (o Linfoprep) a temperatura ambiente y se
adicion6 cuidadosamente los 2 mL de sangre total sobre la capa de esta solucion. Cada
muestra se centrifugé a 800 x g durante 20 minutos exactos a temperatura ambiente,
separando plasma, capa leucocitaria y capa eritrocitaria. El plasma fue desechado
cuidadosamente a 0.5 cm de la interfaz opaca (capa leucocitaria) que contiene células
blancas. La capa leucocitaria se transfirié con cuidado a un tubo conico de 15 mL limpio
para su lavado, afiadiendo 10 mL de solucion isotonica salina tamponada con fosfato (PBS
pH 7.4) 0 medio de cultivo RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10% inactivado
por calor, mezclando y resuspendido suavemente. Se realizé una nueva centrifugacion a la
muestra a 250 x g durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante. Posteriormente, se
volvioé a resuspender el sedimento celular con 5 mL de PBS o medio de cultivo RPMI
suplementado, se centrifugd a 250 x g durante 10 minutos y se repitieron los pasos
anteriores. El sobrenadante se descartd y el sedimento celular se suspendi6 en 0.5 mL de
PBS o medio de cultivo RPMI suplementado. La muestra de PBMC se separ6 en 3
porciones: una para ser utilizada in situ, y las otras 2 se criopreservaron para su uso

posterior en caso de tener que repetir algun ensayo (Fig. 2).

2.3.6. Criopreservacion de PBMC
A dos alicuotas de PBMC se les afiadio 500 pl. de medio de criopreservacion
compuesto por FBS (Suero fetal bovino) al 90% y DMSO (Dimetilsulfoxido) al 10%. La

mezcla se homogenizo por pipeteo de forma pausada. Luego, se transfirio el homogenizado
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a un criovial de forma rapida (no mas de tres minutos) para evitar el estrés celular. Los
crioviales se transfirieron a un sistema de enfriamiento controlado (Mr. Frosty) mientras
se procesaban otras muestras. Después de este paso, las muestras se llevaron a la nevera de

almacenamiento a -80 °C.

2.3.7. Estimulacion y cultivo de PBMC

Las PBMC se cultivarén en medio RPMI con glutamina 15 mM (Gibco), Hepes 10
mM, penicilina 200 U/mL (Gibco), estreptomicina 200 pg/mL (Gibco), gentamicina 3
mg/mL (Sigma) y bicarbonato sddico 2 g/L (Sigma) suplementado con suero fetal bovino
inactivado (FCS) al 10% (Imunoquimica). Las células se trataron con 10 pL del parasito
crudo como antigeno con una cantidad aproximada de 200000 células/pocillo. Como
adyuvante para potenciar la activacion de las PBMC se utilizé 1pL (500 pg) de ODN
(Oligodesoxinucliotidos sintéticos) 1968-TCGTCGCTGTTGTCGTTTCTT/2006,
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT (Jones et al., 1999; Mullen et al., 2008) y se
separaron los cultivos entre células tratadas y no tratadas con ODN. Tanto las PBMC
tratadas y no tratadas con el parasito + ODN se cultivaron a 37°C en platos de 48 pocillos
en una incubadora con concentracién de CO2 al 5%. Las células y el sobrenadante del

cultivo se analizaron después de 24, 48 y 72 horas (Fig. 2).

2.3.8. Ensayo inmunoenzimatico, Luminex - Cuantificacién de biomarcadores
Los niveles de citoquinas se evaluaron mediante el Kit ProcartaPlex NHP
Cytokine/Chemokine/GF 37plex de Invitrogen, el cual contiene perlas magnéticas para la
deteccion de las citocinas: CD40L, G-CSF (CSF-3), IFN-a, IL-1RA, IL-7, IL-15; citocinas

T helper: GM-CSF, IFN-y, IL-1 beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS8), IL-10, IL-
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12p70, IL-13, IL-17A (CTLA-8), IL-18, IL-23, TNF-a; quimiocinas: BLC (CXCL13),
Eotaxin (CCL11), IP-10 (CXCL10), I-TAC (CXCL11), MCP-1 (CCL2), MIG (CXCL9),
MIP-1 alpha (CCL3), MIP-1 beta (CCL4), SDF- alpha; y factores de crecimiento: BDNF,
FGF-2, NGF beta, PDGF-BB, SCF, VEGF-A, VEGF-D, siguiendo el protocolo del

fabricante.

Las perlas magnéticas se prepararon a partir de los Buffer concentrados del kit A,
B, Cy D a 50X, y el Universal Assay Buffer (UACB, 1X) en un vial limpio, del cual 80
uL/pocillo se agrego a un plato de 96 pocillos suplementados por el kit. Las curvas estandar
(Std) se prepararon con 50 uL del UAB al Std Mix A buffer y al Std Mix B buffer,
mezcladas por vortex. Se realizaron siete diluciones seriadas en tubos rotulados como Std1
al 7, comenzando con 200 pL transfiriendo 50 pL a cada tubo. Los lavados se llevaron a
cabo con las perlas y 50 uL. de PBS 0.5X en cada pocillo sobre un plato magnético para
evitar la pérdida de las perlas mientras se decanta el liquido de lavado por inversion. En
cada pocillo se agreg6 50 puL de sobrenadante de cultivo de PBMC obtenidos a las 24, 48
y 72 h'y se analiz6 por triplicado. Se cubri6 el plato con un sello y tapa y se dej6 en
incubacion a temperatura ambiente durante 12 h. Luego de la incubacion, se realizé un
lavado de las perlas y se prepard la mezcla de anticuerpos de deteccion al 1X agregando
50 pL de cada concentrado de anticuerpos de deteccion (Ab Mix A, Ab Mix B, Ab Mix C
y Ab Mix D) en un recipiente de mezcla junto con 2000 pL del diluyente de deteccion Ab
y 300 uL. de UAB. Se anadié 25 pL/pocillo de esta mezcla y se dejo en incubacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos, realizando movimientos suaves para mezclar.

Posterior a esto, se realizd6 un nuevo lavado al plato y se agregé 50 pL/pocillo de
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Streptavidin-PE, dejandolo incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos mientras
se mueve lentamente para mezclar. Luego de esto, se realizo otro lavado de las perlas y se
agreg6 120 uL/pocillo de Reading buffer, resuspendido varias veces, a un nuevo plato de
96 pocillos. Se dej6 incubar por 5 minutos a temperatura ambiente agitando con
movimientos leves. Finalmente, las muestras se analizaron mediante el programa

XPONENT solution en un Sistema LuminexTM 100/200, MagpixTM.

2.3.9. Actividad de anticuerpos
Con el fin de evaluar el tiempo de generacion y mantenimiento de anticuerpos 1gG
frente a antigenos de superficie de eritrocitos infectados con P. falciparum se analizo el
reconocimiento seroldgico de eritrocitos infectados por el plasma de mono recientemente
infectados. Este andlisis se realiz6 mediante citometria de flujo, siguiendo un protocolo

descrito previamente (Quelhas 2011 Immunobiol; Magallon-Tejada 2016 PLoS Pathog.).

Para este analisis, se tomaron muestras de plasma en varios puntos durante la
infeccion y gasta aproximadamente 180 dias después de la inoculacion (pre-inoculacion,
dia 5, 8, 11, 13, 16, 21, 30, 60, 90 y 197 post-inoculacion). Los plasmas obtenidos de los
4-5 primates infectados, se incubaron con una mezcla de eritrocitos no infectados para
eliminar anticuerpos inespecificos. El analisis de reconocimiento antigénico se realizo
frente a una mezcla de eritrocitos infectados con Pf-FVO obtenidos de los primates
experimentales. Se incluyeron dos controles de primates no infectados (naive). El
procesamiento de las muestras se realizé en una placa de 96 pocillos con fondo redondo
blogueada previamente con BSA 1% durante 2 horas. Se incubd, durante la noche y a
temperatura ambiente, una suspension de 50 pL de parésitos purificados magnéticamente
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2.4.

(con 40-65% de parasitemia y 2% de hematocrito) con 50 pL de plasma a una dilucion
1/10. Para marcar las IgG de primates, se incubaron durante 1 h los eritrocitos infectados
con 100 uL de IgG de cabra anti-mono rhesus conjugada con PE (ab125852) y 10 uL de
iQ SYBR Green (Bio-Rad) para tefiir los nucleos de los parasitos. Las células se lavaron
tres veces entre cada paso de incubacion. Todos los bloqueos de placas, diluciones y
lavados se realizaron utilizando solucién salina tamponada con fosfato (PBS, SIGMA) con

1% de albumina de suero bovino (BSA, SIGMA).

La adquisicion de datos se llevd a cabo utilizando un citometro de flujo Becton
Dickinson LSR Fortessa y se analizaron utilizando el software FlowJo v10.8.1 (Becton
Dickinson & Company). Los eritrocitos infectados y no infectados se distinguieron
basandose en la sefial de fluorescencia de iQ SYBR Green (canal FITC), y se evalué la
reactividad contra la superficie de los eritrocitos infectados midiendo la fluorescencia
detectada en el canal PE. La reactividad contra los eritrocitos infectados se expresé como
la diferencia entre la intensidad de fluorescencia media geométrica (MFI) de los eritrocitos

infectados y la MFI de los eritrocitos no infectados.

Anélisis de datos

La distribucion de los datos obtenidos se analizé mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. Se aplicaron pruebas no paramétricas no paramétricas de Wilcoxon y Kruscal-Wallis
de suma de rangos. Como post hoc se empled la Prueba para cada par mediante Wilcoxon.
Se elaboraron graficos de caja-barra y lineal para visualizar las concentraciones de

citoquinas (expresadas en pg/mL) segun tiempo de medicion experimental y para observar
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el comportamiento del grado de parasitemia durante la infeccion. La asociacion entre
citoquinas y tiempo de infeccion se realizd un Biplot con un Analisis de Componentes
Principales (PCA). Para determinar el efecto del tiempo previo de los monos Aotus sp.
expuestos a Plasmodium en la expresion de citocinas, se elabord un diagrama de Telarafia
y la significancia se determind mediante una prueba de Wilcoxon y Kruscal-Wallis de
suma de rangos. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando los programas JUMP 14.0, Graph

Pad v6.0 y Rstudio v4.3.3.
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CAPITULO I1I: PRODUCTO



3.1. Resultados y discusion
3.1.1. Evaluacion de la parasitemia en el cultivo in vivo de Plasmodium

La poblacién de estudio analizada (n= 26 individuos) estaba compuesta por monos
de la especie Aotus lemurinus lemurinus, todos eran machos, adultos, con edades mayores
de 15 afios (85%) en su mayoria. Cinco de estos animales de prueba se utilizaron para el
cultivo de la cepa de P. falciparum-FVO en un sistema de infeccion in vivo. Luego de la
inoculacion, la parasitemia progreso de igual forma en los cinco individuos calculando
diariamente la carga parasitaria, con una medicién de tiempo total de hasta 21 dias post-
infeccion. La comparacion gréafica de carga parasitaria por individuo a escala Logio
muestra que la infeccién mantuvo un comportamiento similar entre todos los sujetos de
prueba, siendo que en etapas tempranas de la infeccién (5 dias) el conteo de parasitos oscild
entre 11.00 y 72.00 parasitos/uL y para el dia 15 (infeccion tardia) se observé una densidad
de entre 1171450.00 y 7471.00 parasitos/uL (Fig. 3). A pesar de mantener una carga
parasitaria muy parecida, las diferencias sutiles podrian deberse a caracteristicas inherentes
del propio individuo, sin embargo, la técnica de gPCR utilizada, mostro ser confiable para
la deteccion y cuantificacion de Plasmodium en sangre, aln a bajas densidades, en etapas
tempranas de la infeccion. Algunos autores adjudican que la qPCR es una técnica muy
sensible para la deteccion de Plasmodium, pudiendo diferenciar entre monoinfecciones e
infecciones mixtas por P. falciparum/P. vivax, en comparacion a microscopia o pruebas de
diagnostico rapido (PDR) (Abebe et al., 2023), debido a que puede darse error humano o
a la concentracion de antigenos aun persistentes después de la eliminacion del parasito para

las PDRs (Das et al., 2017; Jang et al., 2019).
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3.1.2. Concentracion de citocinas en plasma de A. |. lemurinus durante la infeccion por
P. falciparum-FVO

El IFN-y mantuvo un aumento significativo en su concentracion en plasma
(p=0.0009) para el periodo medio de infeccion (11- 13 dias) en los monos de prueba (Fig.
4), los reportes sobre infeccidn palidica indican que el IFN-y tiende a disminuir con la
progresion de la enfermedad por P. falciparum, mencionando que la IL-10 podria inhibir
la produccion de IFN-y (Oyegue-Liabagui et al., 2017), sin embargo, dado los tiempos de
infeccion no se observo esta relacion interferente entre estos biomarcadores durante el
experimento, ya que la IL-10 también mantuvo concentraciones elevadas durante el
periodo de infeccion media y tardia (p= 0.0007). Niveles bajo de IFN-y se relacionan con
el aumento de la parasitemia por contribuir al control del ciclo vital y crecimiento del
parasito, sin embargo, otras investigaciones afirman que la expresion de esta citocina puede
ser inespecifica, por lo cual podria o no darse un aumento de esta en sangre dependiendo
de la severidad de la infeccion y factores como el tipo de especie de Plasmodium infectante
(Oyegue-Liabagui et al., 2017; Salwati et al., 2011).

Para el TNF-a se observo un cambios significativos (p= 0.0008) desde la etapa
temprana de la infeccion (5 — 8 dias) hasta el periodo tardio (16-21 dias) de la infeccion
(Fig. 4); esta citocina inflamatoria producida por macréfagos y monocitos regula también
el crecimiento del parasito en eritrocitos infectados, tanto en etapas tempranas como tardias
de la infeccion (Lapinet et al., 2000; Lyke et al., 2004; Popa & Popa, 2021).

La IL-2 tuvo un cambio significativo para el periodo tardio de la infeccion (p=
0.0072), de igual forma, la IL-6 aumento significativamente en el periodo temprano de la

infeccion (p= 0.0006) disminuyendo para el periodo medio hasta el periodo tardio de la
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infeccion. La literatura indica que niveles moderados a elevados de esta citocina es un
indicativo de malaria leve, y como respuesta a la infeccion promueve la expresion de otros
biomarcadores como IL-6, IL-8, IL-10, la IL-4 que mantuvo un aumento en la etapa tardia
de la infeccién (p= 0.0051), al igual que la IL-5 (p= 0.0017), o I1L-13 que aumento su
concentracion el periodo medio y tardio de la infeccion (p=0.0011) y células de la defensa
interviniendo en su diferenciacion (Costa et al., 2020; Malek, 2008; Prakash et al., 2006).
La IL-10 hacia el dia 15 mostré un aumento un aumento significativo (Fig. 5) que se
mantuvo hacia los 20 dias de infeccion (p=0.0007), este incremento se vincula al proceso
de patogenia por posiblemente la supresion de la respuesta Thl derivada del proceso de
fagocitosis de la hemozoina, lo que eleva su produccion para controlar la activacion de los
fagocitos y expresion de otras citocinas proinflamatorias (Lyke et al., 2004; Oyegue-
Liabagui et al., 2017).

La IL-1B (Fig. 4) solo tuvo aumento en el periodo temprano de infeccion (p=
0.0108), sabiendo que este es un regulador de la inflamacién que participa en varias
respuestas inmunes innatas principalmente (Dinarello, 2009), dado que esta interleucina
proinflamatoria es sintetizada por los macrofagos, participa en procesos febriles y
homeostasis celular, pero mantiene niveles elevados en malaria grave en comparacion a la
malaria no complicada (Mahittikorn et al., 2022), por lo que podemos deducir que los Aotus
infectados no desarrollaron esta etapa de la infeccidn, corroborado por la expresion de otras
interleucinas estudiadas.

La IL-17A mantuvo un aumento gradual (Fig. 4) durante todo el periodo de
infeccion (p= 0.0005), esto debido a que, a los 20 dias de experimento, por lo presentado

con las demas interleucinas, los animales infectados entran en la fase aguda de la malaria,
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como lo reportan algunas fuentes, citando que la expresion de IL-17 reduce la intensidad
del parasito y protegen de la malaria complicada durante esta etapa (McGeachy et al., 2019;
Rodrigues-da-Silva et al., 2014).

LaIL-8, -15, -12, -23, el MCP-1, MIP-1a, VEGF-D, BLC y SDF-1a no mostraron
cambios significativos de concentracion (Fig. 4 y 6) en plasma a lo largo de los 20 dias de
infeccion. Esto puede deberse a que por lo ya establecido de que a los 20 dias los ejemplares
estaban entrando a la etapa de malaria aguda, donde los reportes afirman que los valores
elevados de MCP-1 indican malaria aguda, mientras que la expresién de MIP-1a se asocia
con actividad de quimiotaxis para las células de la defensa y también se asocia a la malaria
aguda, aunque también esta presente en la etapa cronica (Dechkum et al., 2006; Dobbs et
al., 2020; Hojo-Souza, 2017; Stoiser et al., 2000). Mientras tanto, la IL-8 generalmente
aumenta su concentracion a inicios de la malaria aguda para el reclutamiento de neutréfilos
en la eliminacion del del parasito (Dobbs et al., 2020; McGeachy et al., 2019; Rodrigues-
da-Silva et al., 2014). El factor 1 derivado de células del estroma aunque no mostro
incremento indicando un posible cuadro de anemia moderada y se asocia a una restriccion
del reclutamiento de los neutréfilos, aunque esto no se observé en el estudio, se sabe que
si es una molécula mediadora de la respuesta inflamatoria (Klei et al., 2019; Otieno, 2010).

En este ensayo se pudo observar también asociaciones entre las citocinas medidas
en plasma sanguineo y la progresion de la infeccion (81%), durante los 20 dias de infeccion
(Fig. 7). Los resultados muestran que hay mas afinidad entre individuos expuestos por
primera vez a la infeccion por P. falciparum y las citoquinas IL-18, IL-15; mientras que
para los tiempos de infeccion temprana y media (5-15 dias) hay mas asociacion entre
individuos que previamente habian sido expuestos al parasito y las citocinas VEGF-D,
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MIP-1a, MCP-1, CD40L, BLC, VEGF-A, IL-10, IL-8, IL-1b e INF-y, mientras que, para
infecciones tardias (20 dias), IL-4, IL-13, IL-17A,IL-2,IL-12P70,SDF-1A, IL-5, IL6.

Los monos del género Aotus sp. son el modelo de infeccién mas empleado para el
estudio de la malaria humana causada por P. falciparum y P. vivax, tanto para estudios del
entendimiento de la evolucién de la infeccion, como para la evaluacion de vacunas y
antimalaricos u otros modelos de susceptibilidad (ej. Virus de Eptein Barr, C. jejuni o E.
coli ETEC) (Calderon et al., 2006; Epstein et al., 1973; P. Sanchez et al., 2015), por lo que
los resultados de parasitemia y expresion de biomarcadores obtenidos son aceptables ya
que para estudios de malaria, los mono Aotus sp. cumplen con una seria de caracteristicas
tales como 1) No ser susceptibles de forma natural a la infeccion, 2) Mostar una respuesta
positiva a la infeccion en condiciones experimentales o 3) Presentar diferencias a la
susceptibilidad de la infeccion con diversas cepas de Plasmodium (Giraldo et al., 1986),

por lo que la informacion recopilada puede ser extrapolada a la infeccion en el ser humano.

3.1.3. Medicidn de la actividad de anticuerpos
Mediante citometria de flujo se logré observar la presencia y generacion de
inmunoglobulinas de los individuos infectados con Pf-FVO. Para todos los individuos, se
pudo constatar el aumento de inmunoglobulinas a medida que aumentaban los dias de
infeccion, en total 197 dias. El valor maximo de fluorescencia fue de 12352.52 MFI (Mean
Flourescence Intensity) y el valor minimo fue de 1121.91 MFI. Esto resultados indican
actividad de produccion de anticuerpos a medida que progresa la malaria y posteriormente

al tratamiento con la droga antimalarica (Fig. 8).
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3.1.4. Medicidn de citoquinas en cultivos de PBMC

Los cultivos de PBMC mostraron un perfil de expresion de citoquinas visiblemente
mediada por el tiempo de infeccidn y por el tiempo en que el individuo estuvo previamente
expuesto a la infeccion. Los grupos que estuvieron expuestos al parasito hace menos de 10
afios mostraron mas asociacion a la expresion de citocinas como IL-2, IL-6, IL-4, IL-8, IL-
12 e IFN-y, estas se expresaron en el cultivo tanto con solo el lisado de Plasmodium como
el lisado mas ODN, por lo que se puede constatar que los ODN pueden estimular la
expresion de citoquinas durante los periodos de infeccion temprana del cultivo celular,
también el nimero de veces de exposicion influyo en los resultados ya que pudo observar
asociacion entre células de individuos expuestos a Plasmodium dos veces en mas de 15
afios. Por otro lado, la IL-1b, IL-4, IL-5, IL-15, IL-10 y TNF-a se asocia mas a infecciones
tardias en PBMC de sujetos que estuvieron expuestos previamente una vez entre 1 y <5
afios a Plasmodium. Ademas, el analisis muestra que la asociacién entre estas citocinas y

las células con una exposicion previa a Plasmodium es de 94.7% (Fig. 9).

Las células de los individuos expuesto una vez en a P. falciparum mas de 15 afios,
menos de 10 afios 0 una vez expuesto a P. vivax en menos de cinco afos, no mostraron
asociacion relevante en la expresion de citocinas durante los periodos de infeccion,
indicando que la memoria celular, en cuanto a la secrecion de citocinas, si esta influenciada
por los tiempos y numero de veces de exposicion previa al parasito, siendo que para que se
expresen citocinas en un periodo de 15 afios de exposicion previa, la misma debi¢ darse al

menos dos veces.
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Para las asociaciones antes mencionadas, a fin de encontrar el periodo de tiempo
que influye en una alta expresion de citocinas, se corroboro6 de forma descriptiva mediante
un diagrama de telarafia (Fig. 10). Los datos muestran que una respuesta efectiva de
citoquinas se da de forma eficaz para individuos que tuvieron una infeccion previa a
malaria y se reinfectan en un periodo de tiempo menor a un afio, ademas esta respuesta se
puede ver potenciada por el uso de ODN. En segundo lugar, los grupos infectados una vez
en menos de 5 afios, y dos veces en menos de 10 afios, para los grupos donde la exposicion
previa fue mayor a 15 afios, la respuesta de citocinas es moderada, pero en el experimento,
fue evidente el aporte de los ODN, que aumento la expresion de citocinas. Para determinar
la significancia de estas afirmaciones, se realiz6 una prueba de Wilcoxon y Kruscal-Wallis
de suma de rangos y como post hoc una prueba para cada par por Wilcoxon. Cada prueba
se realiz6 con cada citocina medida encontrando diferencias entre los grupos elys, elysodn
y elysodnc (grupos con una exposicion previa a la infeccion menor a un afio) asi como
entre los grupos g3lys, g3lysodn, g4lysodn, g5lys y g5lysodn (grupos con una exposicion
previa al parasito en menos de 5 afios y 2 exposiciones menos de 10 afios), ademas de
evidenciar que los ODN en cada grupo aumentd la expresion de citocinas de forma

significativa (p< 0.05) para cada grupo por cada citocina medida (Fig. 11-23).

En cuanto al uso de ODN, se pudo observar que hubo un aumento significativo en
la produccion de TNF-a en presencia de ODN (p= 0.03), principalmente para los cultivos
de las células de primates infectados hace menos de un afio (elys), también se dio el mismo
comportamiento para IL-4 en este grupo. Para los primates infectados una vez en cinco o
menos afos (g3lys), también se observéd un cambio en cuanto a la expresion de IL-17A con

ODN (p=0.003). En las demaés interleucinas no se registraron cambios significativos de su
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expresion en presencia o no de ODN (p>0.05). Debemos tener en cuenta que el TNF-a se
secreta durante los procesos de fagocitosis y en etapas tardias de la malaria por lo cual es
una de las principales citocinas inflamatorias del cuerpo que regula la reproduccion del
parasito, mas aun la presencia de ODN, mismo patron que se observo en IL-4 que regula
la produccion de anticuerpos, lo que indica que en menos de un afio, aun los linfocitos
guardan memoria para su produccion y IL-17A que reduce la intensidad del parasito
(Lapinet et al., 2000; Lyke et al., 2004; McGeachy et al., 2019; Popa & Popa, 2021,
Rodriguez Pin & Ldpez Anchundia, 2020). Por otro lado, los ODN parecen solo aumentar
la respuesta de estas interleucinas en periodos reinfecciones donde la primera exposicion
haya sido menor a cinco afios, ademas de contribuir de mejor forma en el aumento de TNF-

a en reinfecciones cuya exposicion anterior sea menor a un ano.

34



Conclusién y Recomendaciones

En este trabajo se alcanzaron los siguientes objetivos: i) Evaluar in vivo el perfil de
citocinas en primates A. . lemurinus durante la infeccion inducida por P. falciparum o P.
vivax, ii) Evaluar el reconocimiento antigénico (IgG de primates A. . lemurinus) contra a
eritrocitos infectados por P. falciparum, iii) Caracterizar in vitro el perfil de citocinas
expresado por células mononucleares de sangre periférica obtenidas de primates
A. I. lemurinus previamente infectados por P. falciparum o P. vivax.

Por lo que podemos concluir:

El modelo A. I. lemurinus es robusto para estudiar la progresion de la malaria y respuesta
inmune, con resultados satisfactorios y extrapolables al ser humano.

La respuesta inmune humoral de memoria mediada por citocinas se ve influenciada por la
exposicion previa al parasito para cuadros infecciosos mas recientes.

El nimero de veces que un organismo ha estado expuesto a la infeccion por Plasmodium
también influye en la expresién de citocinas.

Para que la expresion de citocinas sea efectiva en el caso de reinfecciones, el tiempo previo
a la exposicion a la malaria debe haber sido menor a 5 afios.

Para individuos que tuvieron un cuadro de malaria en un tiempo mayor a 15 afios, si la
exposicion al parasito se dio mas de una vez, la expresion de citocinas sera efectiva en el
caso de exponerse nuevamente a Plasmodium.

Para casos de reinfeccion donde la exposicion previa sea menor a uno o cinco afios, el uso

de ODN aumenta la expresion de TNF-a, IL-4 e IL-17A.
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Anexos

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del género Plasmodium

Reino: Protista Fuente
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoea
Sub-clase: Coccidia
Orden: Eucoccidia
Sub-orden:  Haemosporidiidea (Chavatte et
Familia: Plasmodiidae 2007; Levine et al.,
Género: Plasmodium 1980)
Sub-género:  Plasmodium
Especies: P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. knowlesi
Sub-género: Laverania
Especies: P. falciparum
Tabla 2. Clasificacion taxonémica del género Aotus sp.
Reino: Animalia Fuente
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia
(S)Jg?onr- den: Er:;g:gtrer;ini (Cawthon Lang, 2005; Vargas Madrid, 2013)
Familia: Aotidae
Género: Aotus
Especies: A. azarae, A. hershkovitzi, A. lemurinus, A. miconax, A. nancymaae, A.
nigriceps, A. trivirgatus, A. vociferans, A. zonalis, A. griseimembra, A.
jorgehernandezi, A. brumbacki
Tabla 3. Clasificacién de monos Aotus por grupo experimental
Tiempo de
Grupo Cepa infeccion
Control C - 2
Experimental e P. falciparum-FVO <l afos 4
Grupo 1 gl P. falciparum-FVO >15 afios 3
Grupo 2 g2 P. falciparum-FVO 5 - <10 afios 3
Grupo 3 93 P. falciparum-FVO <5 afios 4
Grupo 4 g4 P. falciparum-FVO >15 afos 4
Grupo 5 g5 P. falciparum-FVO <10 afios 2
Grupo 6 g6 P. vivax AMRU-1 <5 afios 4
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Tabla 4. Clasificacion de los tratamientos aplicados a los cultivos de PBMC

Cultivo Grupo Tratamiento/Estimulo de PBMC
ccells Control no estimulados
ecells Experimental no estimulados
cuer Control eritrocitos no infectados
euer Experimental eritrocitos no infectados
cODN grupo control ODN

epdn Grupo experimental ODN
clysODNc Grupo control ODN - control
elysODNc Grupo experimental ODN - control

clys Grupo control Pf

clysODN Grupo control Pf+ ODN

elys Grupo experimental Pf

elysODN Grupo experimental Pf+ ODN

g3lys Grupo 3 Pf
g3lysODN Grupo 3 Pf + ODN

g2lys Grupo 2 Pf
g2lysODN Grupo 2 Pf + ODN

gllys Grupo 1 Pf
g1lysODN Grupo 1 Pf + ODN

g5lys Grupo 5 Pf
g5lysODN Grupo 5 Pf+ODN

g4lys Grupo 4 Pf
g4lysODN Grupo 4 Pf+ ODN

g6lys Grupo 6 Pv
g6lysODN Grupo 6 Pv + ODN
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Figural. Esquema de toma de muestras en procedimientos de infeccion in vivo.

En la imagen se muestra los procesos seguidos para la toma de muestra
durante la experimentacién, Pre= preinfeccion, Mid= infeccion temprana,
Late= infeccion tardia.

GRUPO DE PRIMATES (N=26)
Toma de
| Naive (no infectados) 2 n=2 muestra de
sangre

hace 1 afio =2 n=4

| hace <5 anos - n=4 Aislamient
I fectad o | ) islamiento
TEEEER [ e |71 W 42 hace >5 a <10 afios = n=3 de PBMC

hace 215 anos = n=3

Cultivoy Estimulacién de PBMC

hace 215 afos > n=4
| Infectados dos veces con Pf-FVO |

hace <10 anos = n=2 No e Grido +
estimulado Ag Crudo g OIF:I;NO
| Infectados con Pv-AMRU-1 una vez hace <5 afios 2 n=4 |

Captura de sobrenadantea 24h 48h 72h

| Anélisis de citocinas |

Figura2. Esquema de grupos y toma de muestras en procedimientos analisis de
citocinas ex vivo.

En laimagen se muestran los grupos de primates de los cuales se obtuvieron
las células mononucleares de sangre periférica. Estas células fueron
estimuladas con antigeno crudo de P. falciparum y con antigeno crudo mas
CpG ODN para evaluar su respuesta de citocinas a 24, 48, 72 horas.
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Densidad parasitaria de P. falciparum-FVO en modelo de infeccion in vivo.
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La figura presenta la concentracion de parasitos/pL en base logaritmica segun tiempo de infeccion medido en

dias.
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Figura4. Concentracion de citocinas proinflamatorias en plasma de monos A. |. lemurinus durante la infeccién por P.
falciparum-FVO.

Se muestran la media * error estandar de los niveles [pg/mL] de citocinas evaluadas durante los tiempos de toma de
muestra: t0, pre-infeccion; E: periodo temprano (5-8 dias post-infeccién); M: periodo medio (11-13 dias post-
infeccion); L: periodo tardio (16-21 dias dias post-infeccion). Linea roja indica los controles no infectados. Linea azul
muestra primates infectados.
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Figura5. Concentracion de citocinas anti-inflamatorias en plasma de monos A. I|. lemurinus durante la infeccién por P.

falciparum-FVO.

Se muestran la media * error estandar de los niveles [pg/mL] de citocinas evaluadas durante los tiempos de toma de
muestra: t0, pre-infeccion; E: periodo temprano (5-8 dias post-infeccion); M: periodo medio (11-13 dias post-
infeccion); L: periodo tardio (16-21 dias dias post-infeccidn). Linea roja indica los controles no infectados. Linea azul
muestra primates infectados.
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Figura6. Concentracion de quimiocinas, factores de crecimiento y otras citocinas en plasma de monos A. I. lemurinus durante

la infeccidon por P. falciparum-FVO.

Se muestran la media * error estandar de los niveles [pg/mL] de citocinas evaluadas durante los tiempos de toma de
muestra: t0, pre-infeccion; E: periodo temprano (5-8 dias post-infeccion); M: periodo medio (11-13 dias post-
infeccion); L: periodo tardio (16-21 dias post-infeccién). Linea roja indica los controles no infectados. Linea azul
muestra primates infectados.
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Dim1 (61%)
Asociacion de citocinas, segun tiempo de infeccion.

El biplot muestra la expresion de citocinas por individuo por tiempo de
infeccion, cada cuadrante representa un evento de infeccion temprana (15
dias, Q1), tardia (20 dias), asi como eventos de inicio de la infeccion (0 dias,
Q4). En un mapa de colores se presenta la contribucion de cada citoquina al
evento infeccioso (contrib).
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Reconocimiento antigénico hacia eritrocitos infectados con P. f-FVO de
plasma de primates A. lemurinus I.

La grafica muestra los niveles de reconocimiento en intensidad media de
fluorescencia durante la infeccion y hasta 197 dias post inoculacion.
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Asociacion de citocinas, segun tiempo de infeccion en cultivo de PBMC.

El biplot muestra la expresion de citocinas por grupo de cultivo por tiempo
de infeccion, cada cuadrante representa un evento de infeccion temprana (15
dias, Q1), tardia (20 dias), asi como eventos de inicio de la infeccion (0 dias,
Q4). En un mapa de colores se presenta la contribucién de cada citoquina al
evento infeccioso (contrib).
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Figura 10.

IL-15 IL-2 IL-15 IL-2
Asociacion de citocinas por grupos de PBMC expuesto entre una y dos veces
a la infeccién por Plasmodium.

El diagrama de telarafia muestra la expresion la mediana de citocinas (pg/mL)
por grupo de cultivo segin nimero de veces y afios de exposicion previa a
Plasmodium y el uso o no del tratamiento ODN en el cultivo. Cada grupo de
experimental de células esta representado por un punto de color en el
diagrama.
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Figura 11. Diferencias en la concentracion de TNF-a en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 12. Diferencias en la concentracion de IL-17A en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 13. Diferencias en la concentracion de IFN-y en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 14. Diferencias en la concentracion de IL-6 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 15. Diferencias en la concentracion de IL-8 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 16. Diferencias en la concentracion de IL-12p70 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 17. Diferencias en la concentracion de IL-15 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 18.  Diferencias en la concentracion de IL-2 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 19. Diferencias en la concentracion de IL-4 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 20. Diferencias en la concentracion de IL-10 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 21. Diferencias en la concentracion de IL-5 en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 22. Diferencias en la concentracion de IL-1b en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 23. Diferencias en la concentracion de G-CSF en los cultivos de PBMC de los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 24. Cultivo de la cepa Pf-FVO.  Figura 25. Preparacion de medio de
cultivo para pases de la cepa
Pf-FVO.

Figura 26. Proceso de tincion de frotis Figura27. Placas tefiidas para el

de cultivo con Giemsa. proceso de medicion de la
parasitemia por
microscopia.
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Figura 28. Monitoreo de la parasitemia Figura29. Observacion de placas de

de Pf-FVVO por microscopia. cultivo de Pf-FVO donde se
observa la presencia de
anillos.

Figura 30. Proceso de purificacion de Figura31l. Pelet con PBMC para su
eritrocitos  infectados por cultivo.
separacion magneética.
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