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RESUMEN

Malaria es prioridad para la Organizacién Mundial de la Salud. La region Loreto, en la
Amazonia peruana es el drea mads afectada por esta enfermedad, donde infecciones
asintomaticas y con baja densidad dificultan el control y eliminaciéon de malaria.
Plasmodium falciparum (Pf) presenta una gran variacion antigénica asociada a su
membrana que le permite evadir el sistema inmune del huésped, siendo los
antigenos excretados — secretados (ESAs) actores importantes en el desarrollo de la
inmunidad a malaria. Nuestro objetivo fue evaluar la respuestainmune humoral de
pacientes con malaria asintomatica falciparum contra ESAs de Pf obtenidos en cultivo
in vitro. Para el cultivo in vitro seguimos el protocolo de “candle jar” en medio RPMI
— 1640 suplementado con AlbuMax Il al 5% y atmdsfera de CO; al 5%. ESAs fueron
obtenidos a partir de parasitemias del 20% en medio RPMI — 1640 a 37°Cy evaluados
por ELISA contra plasma de pacientes sintomaticos y asintomaticos (confirmado por
microscopia y PCR), controles negativos y muestras de otras infecciones. Obteniendo
ESAs-ME con sensibilidad del 85% y especificidad del 92.9%, y observando diferencias
entre los titulos de pacientes sintomaticos y asintomaticos. Demostrando las ventajas

de los ESAs en la investigacion de la respuesta inmune en malaria asintomatica.

Palabras clave: P. falciparum, Amazonia, exoantigenos, ELISA.
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1. INTRODUCCION

Malaria es una enfermedad causada por pardsitos Apicomplexos del género
Plasmodium, causante de 214 millones de casos clinicos con una secuela de 438 000
muertes en el afio 2015). Afectando a 3,2 millones de personas que habitan en dreas
tropicales y subtropicales'?, lo que de por si genera un importante problema
socioecondmico y de salud para la mitad de la poblacién mundial, estimando los

costos en cerca de 12 millones de délares por afio®).

En América, alrededor de 20 millones de personas se encuentran en alto riesgo de

contraer malaria (incidencia >1 por 1000 habitantes)®.

En Perd, se reportaron en 2015 alrededor de 62 200 casos, que afectan las regiones
de la costa norte y la amazonia®, principalmente el departamento de Loreto, que ha
representado histéricamente la mayor carga de malaria en el pais®. Dicho afio, en
esta region se reportaron 59 000 casos, entre Plasmodium vivax (P. vivax) y

Plasmodium falciparum (P. falciparum)®).

P. falciparum pese a tener una menor incidencia es el parasito mas agresivo de las
especies del género Plasmodium que afectan al hombre, debido a la alta diversidad
genética del que se sirve para evadir la respuesta inmunoldgica, resistir al
tratamiento antimaldrico y causar la potencialmente letal malaria severa®, a esta
situacion se suma la presencia de infecciones asintomaticas y de baja densidad, que
dificultan la eliminacion de esta enfermedad. Los datos sugieren que los reservorios
humanos asintomaticos pueden ser los responsables de la mayoria de las infecciones

en zonas de baja transmisidn contribuyendo a la propagacion de la enfermedad (¢,



AUn no esta claro la ausencia de sintomas; se sugiere la existencia de una
interrelacion entre el sistema inmune del huésped, condiciones ambientales vy
factores asociados al parasito. Entre los que se destacan la variacion de antigenos de
membrana y proteinas secretadas por Plasmodium, que son usadas para
contrarrestar y estimular la inmunidad del hospedero, posibles factores que

interfieren en la clinica de la infeccion (1629),

Esto abre la posibilidad de emplear los antigenos excretados — secretados (ESAs) de
P. falciparum en la evaluacion de la respuesta inmune humoral (anticuerpos IgG) en
la misma forma como se viene haciendo con un gran nimero de otras parasitosis,
donde los ESAs presentan diversa utilidad; desde estudios de infecciones en el
ganado®%31) hasta el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento del asma
crénico®?), Son reconocidos por su potencial uso en vacunas contra la Haemonchus
contortus®3), y otros Apicomplexos como Toxoplasma gondii®*3®) Leishmania spp ®7
38 También se emplea en el diagndstico seroldgico de Fasciola hepatica,
Trypanozoma cruzi, Giardia intestinalis, Trichinella spiralis®®*® donde se observé
elevada sensibilidad y especificidad. A partir de estos resultados se empezd a
seleccionar del cdoctel antigénico, proteinas especificas como biomarcadores de
infeccion®). En estos términos se comprobd la existencia de una relacién entre los

ESAs de P. falciparum in vivo e in vitro, que permite comprender los mecanismos

intervinientes en la interrelacidon hospedero-parasito(®%-33),

Estudios realizados a los ESAs, permitidé caracterizarlos, aislandolos del medio de

cultivo, para asi concentrarlos para el desarrollo de inmunoesayos, dando como



resultado la estimulacidn del sistema inmune, reactividad frente a sueros en pruebas
seroldgicas, inmunizacién de primates no humanos, reconocimiento y caracterizacién
de nuevas proteinas®®®”), pero sin indagar la implicancia de estos antigenos en el

estudio y deteccidn de casos asintomaticos de la enfermedad.

En este contexto, estd investigacidn tiene como objetivo evaluar la respuesta inmune
humoral (anticuerpos IgG) de pacientes con malaria asintomatica frente a los
antigenos excretados secretados de P. falciparum; detallando las condiciones fisicas,

guimicas y bioldgicas 6ptimas en el proceso de produccién antigénica.



2.1.

Il. REVISION DE LITERATURA

Generalidades de Malaria

Etimoldgicamente, la palabra malaria, proviene del italiano “mal‘aria”, que
significa “mal aire”, relacionando asi a la enfermedad con los malos olores de
los pantanos. Llamada también paludismo, del latin “palud”, que significa

pantanoso(©869),

Los parasitos del género Plasmodium, fueron descubiertos por Charles Louis
Alphonse Laveran, cirujano del ejército francés, en 1880; se transmiten al ser
humano por la picadura de mosquitos infectados del género Anopheles'’?,

hecho demostrado por el oficial britdnico Ronald Ross en 1887(68),

Existen cinco especies de Plasmodium, que se transmiten al ser humano por
la picadura de especies infectadas del género Anopheles, estos son P.
falciparum, P. vivax, P. ovale (dos especies), P. malariae y P. knowlesi, cuyas
infecciones, se dan a la vez en primates no humanos. Las tasas de transmisiéon
de esta parasitosis pueden variar dependiendo de factores locales, como la
estacion de lluvias, la proximidad de los criaderos de mosquitos y las especies

de estos en la zona (6871),

Los primeros sintomas de esta dolencia son inespecificos y similares a los de

una enfermedad viral sistémica menos grave. (72),



2.2,

Epidemiologia

Malaria hace su ingreso al Peru en el siglo XVI durante la invasion ibérica al
Tahuantinsuyo. Como resultado, habria predominado en un inicio en las
llanuras costeras, estribaciones de los Andes y valles interandinos’3).

Hasta inicios del siglo XX, los Andes dividieron geograficamente la transmisién
de malaria a la costa del Pacifico y la selva amazédnica. En ambas regiones, la
exposicion desde la niflez concedia inmunidad parcial a las dolencias clinicas
en sus habitantes. Mientras que las poblaciones en los andes se encontraban
inmunolégicamente desprotegidos a esta enfermedad, debido a la ausencia
del vector a alturas mayores a los 1 500 msnm{74).

El incremento de la migracién de las poblaciones andinas durante la
colonizacién de la selva, y en la estacion de siembra y cosecha a las
plantaciones costeras, época de coincidia con el aumento de la poblacién de
Anopheles spp, sumado al pobre acceso a practicas preventivas y al
tratamiento post infeccidn; los migrantes, quienes ya se encontraban con
desventajas inmunoldgicas, contribuyeron a la aparicién de las primeras
epidemias en el Perd. Lo que conllevd al gobierno peruano a tomar
participacién activa en el control y erradicacion de los vectores de esta
enfermedad, sin embargo, en la década de 1980 la camparia de erradicaciéon
y los programas de fumigacion fueron descuidados(74).

En 1988 se reporté por primera vez a P. falciparum en la regién Loreto y entre
los afios 1995 — 1998, en la zona que rodea la ciudad de lquitos, hubo una

epidemia de P. falciparum y P. vivax, resultado del abandono de las campafas



nacionales de fumigacién con dicloro difenil tricloroetano (DDT). Desde esta
epidemia, malaria ha seguido siendo detectada en la regidn Loreto con una
incidencia anual de la infeccién por P. falciparum y P. vivax que varia entre 5
y 50 casos / 1.000 personas!’>).

En el siglo XXI la incidencia de malaria ha ido disminuyendo progresivamente,
con excepcion del afo 2012 donde se dio un incremento de los casos,
ascendiendo a 31 000 personas, alcanzando el climax en 2014 donde en solo
dos aios los casos de malaria se duplicaron. Desde esta fecha inici6 el declive
de la incidencia, que se mantiene hasta estos dias®®.

Pero, al ser la deteccion pasiva de casos en los puestos de salud del Ministerio
de Salud (MINSA, el método fundamental de lucha contra el paludismo no se
puede reflejar con precisién la incidencia y velocidad de transmision de
malaria, especialmente las infecciones asintomaticas y con baja densidad de
pardsitos en sangre, que son los contribuyentes sustanciales en la transmisién
y son obsticulos de los programas de control y erradicacién de esta

enfermedad(’>).



2.3.

2.4.

Taxonomia

Super Reino : Eucariota

Reino : Protista

Super Filo : Alveolata

Filo : Apicomplexa

Clase : Aconoidasida

Orden : Haemosporida

Familia : Plasmodiidae

Género : Plasmodium
Subgénero  : Plasmodium (Laverania)
Especie : Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum pertenece al reino protista(7678),

Ciclo Bioldgico

El ciclo biolégico del parasito estd dividido en dos fases, una en el vector y

otra en el hospedero (Figura 1).

2.4.1. Ciclo Sexual (vector):
Las hembras de mosquitos del género Anopheles, se infectan al ingerir
sangre de una persona con parasitos sexualmente diferenciados micro
y macrogametocitos. Estas formas sexuadas entran al estémago del
mosquito, los microgametocitos comienzan el proceso de

exflagelacién, convirténdose en microgametos, que al liberarse



buscan las células femeninas para fecundarlas. Los macrogametocitos
maduran y se transforman en macrogametos; en cada uno de éstos se
forman de 1 a 2 cuerpos polares que se mueven a la superficie del
parasito, para recibir al microgameto que los fecundara. Ocurre asi la
fusion de sus cromatinas, para conformar el zigoto. Este, a la vez se
transforma en un ooquineto, el cual penetra la pared del estémago del
mosquito. Alli crece forma el ooquiste, donde ocurre la divisién del
nucleo y el citoplasma, generando los esporozoitos’®). Estos se
localizan en las glandulas salivares, donde permanecen hasta ser

inoculados al hombre durante una nueva picadura‘’®.

2.4.2. Ciclo Asexual:

Se desarrolla completamente en el hospedero infectado.

2.4.2.1. Etapa Pre eritrocitica:

Una hora después de la inoculacién, los esporozoitos llegan
al higado, invadiendo los hepatociotos, donde se forma el
esquizonte tisular primario. Después de 6 a 12 se lisa y libera
miles de merozoitos tisulares, los cuales van a la circulacion

para invadir los eritrocitos(7?).



2.4.2.2.

Etapa Eritrocitica:

Después de la invasidon toman inicialmente forma anillada,
denominados trofozoitos (anillos) que al madurar adquieren
una configuracién ameboide. Al dividir su cromatina se
constituye el esquizonte, que madura y toma forma de
roseta. P. falciparum realiza la formacién de esquizontes en
los eritrocitos adheridos a las paredes de los capilares

viscerales(79.80),

El esquizonte maduro al romper el eritrocito liberando
merozoitos, suceso que se repite cada 48 horas en P.
falciparum. Cada una de estas formas del parasito invade un

nuevo eritrocito y da comienzo a otro ciclo eritrocitico”®).

Algunos merozoitos, al parecer, tienen una determinacién
genética para constituir los gametocitos, que circulan como
formas infectantes para los mosquitos y no producen

sintomatologia en el hombre(72:80),
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Figura 1 - Ciclo de vida de P. falciparum, Bousema et al, 2014 8%
Anticuerpos

Los anticuerpos, también llamados inmunoglobulinas, son moléculas solubles

o anclados a la membrana de las células B. Estan constituidas por dos cadenas

pesadas (H) de masa relativa entre 50-55 kDa y dos cadenas livianas que pesan
de 20-25 kDa®?. Estdn organizadas en tres fragmentos evidenciados por
primera vez por Porter en 1959, dos fragmentos de unién al antigeno (Fab)

que esta compuesto por una cadena liviana y una pesada, que participan

como sitio de unidn al antigeno y un fragmento cristalizable (Fc) que esta

formado por las dos cadenas pesadas restantes, ademas tiene sitios de unién
para el sistema del complemento (Figura 2)(&2 83)
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2.6.

Regidn
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a antigenos W amino

G
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hisagra enlaces
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carbohidrato
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Figura 2 - a, representacion esquematica de la estructura de una molécula de
anticuerpo; ilustra la composicién de cuatro cadenas y los dominios separados
gue forman cada una. b, se muestra una representacion esquematica

simplificada de una molécula de anticuerpo(®3).

Los anticuerpos contribuyen con la respuesta inmune de tres maneras
principales. La primera se conoce como neutralizacién, en la que se unen al
patégeno con el fin de evitar la invasidn a la célula diana, “neutralizdndolo”.
En segundo lugar, los anticuerpos unidos al patégeno son reconocidos por los
fagocitos mediante receptores llamados receptores Fc que se unen a la regién
constante del anticuerpo. En tercer lugar, los anticuerpos que cubren al
patégeno pueden activar las proteinas del sistema del complemento por
medio de la via cldsica®® 84,

Antigenos

Son compuestos de diversa naturaleza quimica, biolégica o fisica,
provenientes del ambiente o generados por el propio organismo, que son

capaces de inducir una respuesta inmunoldgica en los vertebrados, propiedad

11



2.7.

denominada inmunogenicidad. La interaccién del antigeno con los productos
de la respuesta inmune y especialmente, con los anticuerpos ha permitido
conocer la estructura y funcién de numerosos antigenos, demostrandose que
los productos de la respuesta inmune interactian con regiones especificas del
antigeno, denominadas epitopos, los cuales pueden corresponder a una
secuencia de aminoacidos determinada (epitopos lineales) o a un arreglo
espacial de la cadena polipeptidica (epitopos conformacionales)®?),
Antigenos Excretados-Secretados

Son los exoantigenos liberados en el plasma de pacientes y/o en el medio de
cultivo in vitro, los cuales son secretados durante el desarrollo normal del
pardsito dentro del eritrocito y en la liberacion de los merozoitos (Figura 3)
(53,85,86).

Fueron detectados mediante la técnica de inmunodifusiéon en agar por Mc
Gregor en 1968 en el plasma de pacientes infectados. Numerdndose los
siguientes:

Pf HSP70-1, proteina de shock térmico que se libera con el incremento de
temperatura(@®(28),

Pf HRPII, antigeno termoestable muy abundante en la circulacion, donde se
puede encontrar hasta un mes después de finalizada la infeccién por el
parasito®”),

Pf Ag2, termoldbil de 136 kDa, localizado cerca de la superficie de la
membrana de la vacuola parasitica del esquizonte y en las granulaciones del

citoplasma del eritrocito (2.
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2.8.

Pf MSP1, es el antigeno de superficie del merozoito mas caracterizado. Es
sintetizado durante la etapa de esquizonte como una proteina de 190 kDa.
Juega un rol muy importante al inicio de la invasién del eritrocito(8®).

Pf EBA-175, antigeno de union al eritrocito, es expresado en la membrana del

merozoito y se encuentra envuelto en la invasién del eritrocito.(1- 89,

Citoplasmadel
parasito y eritrocito:
PfHRPii

Citoplasmadel
parasito:
PfHSP70-1

Superficie del
parasito
PfMSP-1

Vacuola del parasito:
S-Ag, ABRA, GLURP,
SERP

O Eritrocito

Vacuoladel
parasito

Citoplasmadel ® Parasito
eritrocito:

GPB

Figura 3 - Exoantigenos de P. falciparum. Se representa la ubicacion de estos

en el eritrocito infectado, modificado de Jakobsen et al. 199188,

Respuesta Inmune Humoral

La activacion de células B requiere la union del antigeno con la
inmunoglobulina de superficie y la interaccién de la célula B con células T
auxiliares especificas al antigeno. Las células T auxiliares estimulan a la célula
B mediante la unién del ligando CD40 de la célula T al receptor CD40 de la
célula B(®3), Estas células inducen una fase de proliferacidn vigorosa y dirigen

la diferenciacion de la progenie de células B en células plasmaticas secretoras
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de anticuerpos o en células B de memoria. Los anticuerpos producidos son
mediadores de la respuesta inmune humoral y responsables de la
neutralizacidon y eliminacion de diversos antigenos, gatillando una variedad de
reacciones inmunoldgicas siendo de caracter especifico y heterogéneo®3).

En un individuo que por primera vez toma contacto con un antigeno, se
distinguen cuatro fases en la respuesta primaria de produccién de anticuerpos

(Figura 4)®4),

Titulode Latencia Fase Meseta Decadencia
anticuerpos Logaritmica

Exposicién al
antigeno

l

Tiempo
Figura 4 - Etapas de una respuesta inmune humoral, expresadas como
titulo de anticuerpos. Modificada de Murphey et al, 200983,
Aunque estas fases de produccion de anticuerpos se presentan siempre en la
respuesta primaria, en los posteriores contactos con el antigeno pueden
distinguirse (Figura 5): la evolucidn cronoldgica, fase de latencia mas corta y

fases de meseta y de descenso mas largas 8%,
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2.9.

Respuesta primaria Respuesta secundaria
10*
103
log del titulo
de ; 1gG
anticuerpos 10
IgM
10! £
100 /\
0
0 7 14 21 28 35 42
] ]
Exposicion primaria al Exposicion secundaria
antigeno al antigeno

Figura 5 - Diferencias entre las respuestas inmune humoral primaria y
secundaria. En la respuesta primaria, se sintetiza primero IgM vy en la
respuesta secundaria predomina la sintesis de 1gG, , Murphey et al,

200983),

Respuesta Inmune en infecciones por Plasmodium

Aguellos merozoitos que sobreviven a pre-eritrocitica son responsables de la
modificacion de los eritrocitos infectados, resultando en las manifestaciones
clinicas de malaria. La destruccion de los parasitos representa un enorme
estimulo para el sistema fagocitico, el cual participa en el control de la
infeccion a través de fagocitosis dependiente e independiente de anticuerpos,
y la secrecion de factores solubles directa o indirectamente tdxicos para el
pardsito, como Interleucina — 1 (IL-1), TNFa, factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), nitrégeno reactivo (NOI) y radicales de
oxigeno (ROI)®9),

El resultado de la infeccion depende de un delicado equilibrio entre la

induccidn apropiada de citosina, como el TNF. El TNF puede aumentar la
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2.10.

capacidad fagocitica de los macréfagos al aumentar la expresiéon de
receptores de Fc y sobre los linfocitos al aumentar mecanismos de inhibicién
de Plasmodium no relacionados con la fagocitosis (°°).

Otra citosina como el IFN-y, el cual es un factor activador de macrofagos
implicado en la respuesta inmune innata a la malaria, es producido por células
T CD4 + contra antigenos eritrocitarios especificos, siendo asociada con la
proteccién contra la reinfeccién de la malaria en Africa.(%9).

Es esencial en la resolucién de la infeccion primaria mediante la limitacion de
la fase inicial de la replicacion del pardsito, pero también contribuye con los
sintomas agudos de esta, tales como fiebre, nduseas y dolor de cabeza a
través de la induccion de TNF e IL-1, citosinas relacionadas con la
predisposicién a patologias graves de la enfermedad®®-23),

Estudios sobre los ESAs de P. falciparum

Aislaron y purificaron ESAs del sobrenandante de cultivo in vitro de P.

III

falciparum, obteniendo en una fraccion al “antigeno E”, el cual al ser probado
en ensayos seroldgicos tuvo similar reactividad que el antigeno bruto del
mismo  parasito. Ademds este antigeno presentd propiedades
termoestabiles®?). Afios después, se logré determinar los pesos moleculares
(58, 80, 145, 200 y 290 KDa) de las fracciones purificadas de mencionado
sobrenadante. Estas fracciones presentaron naturaleza proteica asociada a
lipidos®®).

Observaron que el antigeno de 120 kDa presente en el sobrenadante de

cultivo in vitro de P. falciparum es caracteristico de cepas nativas de Papua
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Nueva Guinea, el cual no es compartido con cepas africanas ni asidticas.
Siendo asi caracteristico de esta subpoblacién de P. falciparum en Oceania®®4.
Identificaron como proteinas unidas a lipidos y a carbohidratos a antigenos
presentes en el sobrenadante de cultivo in vitro de P. falciparum, los cuales
son capaces de generar reaccién antigeno anticuerpo frente a suero de
conejos pre inmunizados y humanos expuestos a malaria falciparum®2,
Sugieren que los sobrenadantes de cultivo in vitro de P. falciparum son una
rica fuente antigénica para la induccién de la proteccién contra esta
enfermedad y pudiendo ser una importante fuente para el
inmunodiagndstico, en especial en infecciones recientes por P. falciparum!'>Y,
Proponen que los exoantigenos liberados en el sobrenandante de cultivo in
vitro de P. falciparum contiene mitdgenos que actuan sobre linfocitos T, los
cuales una vez estimulados liberan linfocinas que aumentan la actividad
fagocitica de los macréfagos(®¥.

Realizaron inmunizaciones a Saimiri sciureus con sobrenanadante de cultivo
in vitro de P. falciparum, brindando a los animales elevada proteccion contra
cepas homdlogas, pero baja para cepas heterdlogas®’). Mds adelante
determinaron la secuencia N-terminal de 5 exoantigenos de P. falciparum
liberados en el medio de cultivo in vitro. De uno de los antigenos, 83 kDa, se
sintetizd una secuencia de 29 aminoacidos, la cual a ser unido a una proteina
mostrd elevada reactividad en pruebas seroldgicas e inmunogenicidad en
animales. Esta proteina sintetizada les sirvié como base para el desarrollo de

pruebas enzimaticas de diagndstico para la deteccion de anticuerpos contra
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estadios sanguineos de malaria en individuos de zonas endémicas(®?.
Observaron que la vacunacidn a monos Aotus spp con polipéptidos
purificados inducian proteccién contra el parasito, lo cual se veia evidenciado
en los niveles de hematocrito y hemoglobina, pero estos seguian aun
constantes para cepas homodlogos, lo que manifiesta la gran diversidad
antigénica entre las diferentes cepas de P. falciparum(®>,

Demostraron que el crecimiento de los cultivos in vitro de P. falciparum puede
ser inhibido por la presencia de anticuerpos anti Babesia bovis, enfermedad
similar a malaria. Ademas que los exoantigenos obtenidos de los
sobrenadantes de ambos cultivos in vitro muestran reaccién cruzada entre si
en las pruebas seroldgicas, estableciendo una estrecha relacién entre ambos
parasitos®).,

Identificaron a un antigeno 33 kDa en los sobrenadantes de cultivo in vitro de
P. falciparum, el cual presenta caracteristicas termolabiles y es reconocido por
anticuerpos capaces de inhibir el desarrollo del cultivo in vitro de P.
falciparum!'®7),

Observaron que la inmunizacidon con ESAs procedentes del cultivo in vitro de
P. falciparum provee proteccion contra las complicaciones clinicas de malaria,
reduciendo la produccién de citosinas. Pero aun es necesario conferir a los
ESAs la capacidad de estimular las células T y generar memoria
inmunoldgica’®?).

Aislaron el antigeno 6 (Agl) y antigeno 7 (Ag7) de sobrenadantes de cultivo in

vitro de P. falciparum, demostrando que estos antigenos inducen la
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produccién de TNF en pacientes con malaria. Ademads que la prevalencia del
Ag7 estad correlacionada con el desarrollo de la inmunidad contra las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, siendo este antigeno una de las
causas de las manifestaciones patoldgicas de malaria‘®®). Después observaron
qgue el Ag7 posee también propiedades de estimular la secrecion de IL-1 vy
pirégenas. Teniendo este Ag propiedades de endotoxina, ddndole vigor como
potencial candidato para una vacuna antitoxina en malaria(®®).
Caracterizaron el Ag2, procedente de los sobrenadantes de cultivo in vitro de
P. falciparum. Este antigeno esta conformado por dos subunidades de 136 y
120 kDa. Identificaron que este antigeno se encuentra en la superficie de la
vacuola parasitica de los esquizontes??).

Demostraron relacién entre los exoantigenos de P. vivax, P. falciaparum y P.
yoelii, los cuales ademas de estimular la secreciéon de TNF, son capaces de
inducir anticuerpos que son inhibidores de los exoantigenos de las otras dos
especies®?-

Evaluaron los exoantigenos de P. falciparum para medir la exposicién a
malaria de una poblacidn, obteniendose 44.9% y 8.9% de prevalencia para IgG
e IgM respectivamente(®3), Luego, en fue observado que el nivel de IgG e IgM
estaba relacionado con el nimero de ataques de malaria, siendo los valores
de IgM mayores en pacientes con mas de un episodio de esta enfermedad. En
pacientes negativos a malaria los niveles de IgG fueron mayores, lo que indica
la posible presencia de algunos casos asintomaticos no detectados en el

diagndstico cldsico!??),
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Proponen el potencial uso de los ESAs de P. falciparum como herramientas en
el inmunodiagndstico, reportandose estudios en la deteccidn de anticuerpos
en personas con malaria, pero que los niveles de sensibilidad y especificidad
deben incrementarse mds. Pero no se excluye su participaciéon en las
estrategias de inmunizacion(©9),

También observaron que en una poblaciéon de la amazonia brasilefa
predominan los anticuerpos IgG2 frente a ESAs obtenidos del sobrenandante
de cultivo in vitro y antigeno bruto de P. falciparum®b),

Se observé que a partir de las proteinas purificadas de los exoantigenos de
cultivos de gametocitos de P. falciparum y P. vivax, se podia estimular
especificamente a linfocitos, siendo el receptor CD25+ activado, solo en
aquellos pacientes con infecciones secundarias de malaria, pero no en
aquellos con infeccion primaria®”.

Identificaron 27 nuevas proteinas en el sobrenadante de cultivo in vitro de P.
falciparum, confirmando que son exportadas fuera de la membrana del
eritrocito. De las 27, cuatro fueron caracterizadas, entre las que se encuentran
las proteinas PfSEL1 y PfSEL2 encargadas de inhibir la expresion de moléculas
NOTCH en la superficie de la célula huésped. También las proteinas PfEK y
PfEP, que forsforilan y defosforilan proteinas de P. falciparum en el medio de
cultivo. El estudio demuestra que los ESAs son esenciales para el desarrollo
del parasito y que pueden ser usados como blancos de la terapia

farmacoldgica®®3).
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2.11.

Evaluacién de la Respuesta Inmune Humoral en P. falciparum

Demostraron que los titulos de la respuesta de anticuerpos contra antigenos
de P. falciparum incrementa con el tiempo, en especial frente a AMA1 y MSP3,
antigenos asociados con la proteccion frente a la sintomatologia clinica de
malaria®®®.

Evaluaron antigenos candidatos a vacunas en la comunidad de Zungarococha,
Loreto. Siendo el antigeno PfMSP1-19kDa el que generd respuesta inmune
mas robusta. Esta respuesta tiene una duracién mayor a 5 meses y solo
necesita de una sola infeccién para generarse. Resultados que muestran que
en una zona de baja transmisidon si se desarrolla la inmunidad contra
malaria®?.

Encontraron qué titulos de anticuerpos IgG contra los antigenos EBA-181,
MSP2-3D7, MSP2-FC27 y AMA1 de P. falciparum fueron significativamente
mas altos en pacientes con malaria no complicada, en comparaciéon con
pacientes con complicaciones de la enfermedad. Esto defiende la asociacién
entre altos titulos de anticuerpos contra antigenos del merozoito y la
proteccion contra la sintomatologia clinica*),

Encontraron que la amplitud de la respuesta de anticuerpos contra antigenos
del merozoito (MSP2-Dd2, MSP2, MSP2-CH150, MSP1-19kDa, MSP3K1 vy
MSP3-3D7) esta positivamente correlacionada con infecciones policlonales.
Este factor reduce el riesgo de manifestaciones clinicas complicadas,
sugiriendo que el uso de vacunas multiantigénicas puede ser una importante

contribucién a la inmunizacién contra malaria(10%),
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También indicaron que la respuesta de anticuerpos contra GPI (glicofosfatidil
inositol) no estd asociada con infecciones asintomdticas en individuos con
exposicién clinica a malaria(192),

Se indicé que la edad de la primera infeccién no influencia la magnitud de la
respuesta de anticuerpos IgG, pero que para adquirir una respuesta IgG contra
el antigeno EBA 175, son necesarias muchas exposiciones. Altos titulos de
anticuerpos contra este antigeno estd relacionado con la proteccién de
sintomas clinicos de malaria(t3),

Asociaron la respuesta IgG contra el antigeno PfMSP3 y altos niveles de IL-10
e IFN-y pueden contibuir como mecanismos inmunoprotectores en
infecciones asintomaticas de P. falciparum%4),

Encontraron que los titulos de anticuerpos de pacientes infectados por P.
falciparum frente a diversos antigenos del parasito fueron idénticos tanto en
sintomdaticos como en asintomaticos. Pero al compararlos frente a antigenos
de P. vivax los asintomaticos presentaron niveles significativamente mas altos
de respuesta antigeno anticuerpo. Ademas, los titulos de anticuerpos fueron
mayores contra la proteina PfMSP2 en pacientes asintomaticos, esta
respuesta se relaciona con la proteccion a la sintomatologia clinica de esta
enfermedad(103),

Demostraron que en un area de transmisiéon estable de malaria los niveles de
IgG1l e IgG3 son elevados, a diferencia de lo observado en zonas sin

transmisién estable, donde no se observé el incremento de titulos de IgG1

(106).
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3.1.

3.2.

IIl. MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio
El estudio se desarrollé en la comunidad de Zungarococha, ubicada en el
distrito de San Juan, provincia de Maynas, region Loreto — Perd, la que esta
subdividida en 4 villas: Zungarococha, Puerto Almendra, Nina Rumi y
Llanchama'’®),
Ubicada en la cuenca del rio Nanay, presenta un clima tropical himedo con
estacion lluviosa de noviembre a mayo y seca desde junio a octubre, con un
promedio de temperatura anual de 27°C, humedad relativa del 80% y 4 m de
precipitaciones en promedio®. Malaria presenta una transmisién perianual,
con un incremento sustancial en los meses de febrero a julio. Siendo
Anopheles darlingi el vector responsable de la transmisidn en esta comunidad,
donde los ratios de infeccion de P. vivax y P. falciparum son de 5:1
respectivamente!’?),
Poblacion y Muestra
La poblacién estuvo conformada por los participantes del estudio de cohorte
qgue el PROYECTO MIGIA (Malaria e Inmunologia en la Amazonia) ha venido
obteniendo alo largo de sus afios de investigacion (2003 —2013). Las muestras
fueron recolectadas utilizando el protocolo bajo la aprobacion ética de la
University of Alabama en Birmingham, la University New York y el MINSA
(Anexo 2). El consentimiento informado se obtuvo de todos los participantes

del estudio o sus tutores.
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Las muestras de plasma utilizadas fueran clasificadas de la siguiente manera:
(i) Pacientes considerados con malaria sintomatica (n=16), quienes
presentaron los sintomas clinicos de la enfermedad y fueron positivos en
diagndstico por microscopia, respaldado por diagndstico molecular por PCR.
(ii) Pacientes con malaria asintomatica(n=24), quienes no presentaron la
sintomatologia clinica de la enfermedad y fueron negativos en diagnéstico por
microscopia o presentaron baja densidad de parasitos, pero positivos para
PCR. (iii) controles negativos (n=20) de zonas endémicas como no endémicas,
con serologia, microscopia y PCR negativos para P. falciparum. (iv) plasma de
pacientes positivos P. vivax (n=5), leishmaniasis (n=3), lepra (n=1), VIH (n=2),
toxoplasmosis (n=3), hepatitis B (n=2), ascariasis (n=1), sifilis (n=2),
tuberculosis (n=2) y herpes zoster (n=1).
3.3. Material Biolégico
La cepa referencial internacional de P. falciparum 3D7 utilizada en los
experimentos fue proporcionada por el Centro de Investigaciones de la
Marina de los Estados Unidos (NAMRU-6). Los eritrocitos no parasitados se
obtuvieron de donantes sanos tipo sanguineo Rh O*
3.4. Metodologia
3.4.1.Cultivo in vitro de P. falciparum

La cepa 3D7 fue cultivada en medio RPMI 1640 segun la técnica de candle —
jar modificada (AlbuMax Il al 5%) y mezcla de gases (5% de Oz, 5% de CO.y

90% de N3). Una vez superado el 5% de parasitemia, el cultivo fue sincronizado
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3.4.2.

3.4.3.

con gradiente de Percoll. Cuando se alcanzé la parasitemia del 20% inicié la
obtencion de ESAs.

Antigenos Excretados-Secretados

Cultivos sincronizados con parasitemias del 20% fueron sometidos a 3 lavados
en medio incompleto (RPMI — 1640) por centrifugacion a 1460 x g por 2:30
minutos, 27°C. Luego fueron colocados en medio incompleto a un
hematocrito del 5% e incubados durante 24 horas a 37°C. Después se colectd
el sobrenadante del medio de cultivo por centrifugaciéon a 2000 x g por 5
minutos a 27°C. El sobrenadante colectado se sometid nuevamente a
centrifugacién a 7000 x g durante 30 minutos a 4°C. La cuantificacidn proteica
se realizé segln el método de Bradford (197),

Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

Las pruebas ELISA para medir los anticuerpos IgG, se realizaron en placas de
poliestireno con fondo plano de 96 pocillos, sensibilizadas con 50 L de los
ESAs diluidos en tampdn borato (20 mM &acido bérico, 100 mM cloruro de
sodio y 20mM EDTA; pH 7.4). Después de la incubacién durante toda la noche
a4°Cen cdmara humeda, las placas se lavaron con 200 pL de PBS que contiene
0.05% de Tween 20 (PBS-T) y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA) con 200 pL de solucidon blogueadora (PBS-T + 2% de leche
descremada). Después de desechar el bloqueo y lavar las placas 3 veces con
200 pL de PBS-T, se afadié 50 pL de plasma diluido (1/200) en solucidn
diluyente (solucién AB con 1.5% de leche descremada) y las placas se

incubaron nuevamente por 1 hora a TA. Después de lavar cuatro veces la placa
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3.5.

con 200 pL de soluciéon AB se anadié 50 L de conjugado cabra anti IgG de
humano (IgG-HRP) diluido (1:2000) en solucién AB y se incubaron durante 1
hora a TA. Después de lavar 3 veces con 200 pL de solucién AB (NaHP04,0.45%,
NaxHPO4.7H,0 1.5%, NaCl 3%, suero fetal bovino 0.05% y Tween® 0.05%) se
adiciond 50 pL de solucién reveladora (3,3, 5,5'-Tetrametilbencidina solucién
A y solucion B) la que se dejé actuar por 60 minutos. La reaccidn se detuvo
mediante la adicién de 25 pL de HCI 0.25 My la medicién de la absorbancia a
450 nm (Abs450nm) se obtuvieron en la unidad ELISA OSYS MR DINEX.

Calculo de Pardametros Inmunodiagndsticos

El umbral de reactividad de los antigenos se calculé de la siguiente forma:

- Laadicion de tres desviaciones estandar de la media aritmética de la
reactividad Abs450nm obtenida de las 20 muestras de individuos
sanos.

- Cdlculo a través de la curva COR (Caracteristica operativa del
receptor) utilizando el programa SPSS 23 (IBM), que compara los
valores de Abs450nm de muestras de pacientes con malaria
comprobada y plasma de individuos sanos mas otras enfermedades,

seleccionando la mayor area bajo la curva.

Los datos de ELISA fueron sometidos a analisis estadistico ANOVA, calculado
por el programa SPSS 23(IBM). Las diferencias se consideraron significativas

cuando la diferencia fue p<0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de los parametros inmunodiagndsticos de los ESAs

Después de caracterizar las condiciones dptimas de obtencidn de los ESAs y la técnica

de ELISA (Anexo 8 — 16), se procedio con lo siguinte

4.1.1.Calculo del Umbral de Reactividad
El umbral de reactividad (UR) para cada antigeno fue calculado por dos
métodos:
1.  Media aritmética (Abs asonm) de las muestras de controles negativos
mas tres desviaciones estandar (2 Abs 4sonm + 3SD).

2. Curva COR.

Los UR de los ESAs calculados por la adicidn de tres desviaciones estandar de
la media aritmética obtenida de 20 controles negativos (X Abs 4sonm + 3SD),
fueron semejantes de 0.098 para Anillos (A), 0.097 para Trofozoito —
Esquizonte (TE) y 0.098 para mezcla de estadios (ME) (Figura 10), (Tabla 1).

No siendo detectadas diferencias estadisticamente significativas entre los UR.

Los UR de los ESAs calculados con el método de curva COR, fueron obtenidos
por el andlisis de 82 muestras de plasma correspondientes a: 20 controles
negativos, 22 otras enfermedades malaria vivax (n=5), leishmaniasis (n=3),
lepra (n=1), VIH (n=2), toxoplasmosis (n=3), hepatitis B (n=2), ascariasis (n=1),
sifilis (n=2), tuberculosis (n=2) y herpes (n=1) y 40 casos positivos de malaria

falciparum.
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De acuerdo al analisis de la curva COR, el antigeno con mejor desempefio con
un punto de corte de 0.280 fue para la mezcla de estadios (Figura 6), seguido

de 0.240 para anillos (Figura 7) y 0.223 para trofozoitos — esquizontes (Figura
8).

Curva COR

0,6

Sensibilidad

0,44

0,24

0o T T T
0,0 0,2 D4 0§ 0a 10

1 - Especificidad

Figura 6 - Cdlculo del umbral de reactividad de ESAs — ME por la
curva COR, la interseccidn de las lineas indica el punto de corte de

0.280.
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Curva COR
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0,24

o0 T T T
00 02 04 06 08 10
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Figura 7 - Calculo del umbral de reactividad de ESAs — A por la curva

COR, lainterseccidn de las lineas indica el punto de corte de 0.240.
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Figura 8 - Calculo del umbral de reactividad de ESAs — TE por la curva

COR, la interseccidn de las lineas indica el punto de corte de 0.223.
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Los UR obtenidos mediante la curva COR dependen de la preparacion del

antigeno (Tabla 1), (Figura 9).

Tabla 1 - Umbral de reactividad de ESAs — AT, ESAs — TE y ESAs — ME

obtenidas por la 2 Abs 4s0nm + 3SD y curva COR.

UMBRAL DE REACTIVIDAD ESAS-A ESAS-TE ESAS-ME

UR = (i ABS s50nm + 3SD) 0.098 0.097 0.098
UR=COR 0.240 0.223 0.280
1.0 1
0-8 " — I
&
< 0.6-
o
Lo
<
» 0.4+
0
<
0.2 4 .
0.0 T T
v & W
ESAs

Figura 9 — Distribucion de la

evaluados (P > 0.05).

reactividad de los diferentes antigenos
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4.1.2.Sensibilidad en pacientes positivos a malaria
La sensibilidad fue calculado por el analisis de 40 muestras de plasma de
individuos positivos por gota gruesa y PCR a malaria falciparum, clasificados
clinicamente como 24 asintomaticos y 16 sintomaticos.
Calculada segun la Z Abs 450nm + 3SD en 100% para los 3 exoantigenos y segun
la curva COR de 85% para los antigenos ESAS — A y ESAS — ME, mientras que

del 80% para ESAS — TE (Tabla 2).

Tabla 2 - Porcentaje de sensibilidad de ESAs — A, ESAs — TE y ESAs — ME
calculada por la Z Abs 450nm + 3SD y curva COR de plasma de pacientes

positivos a malaria falciparum.

UR N ESAS—-A ESAS-TE ESAS-ME

2 ABS ssonm+ 3SD | 40 | 100 % 100 % 100 %

COR 40 | 85% 80% 85%

La evaluacion de la sensibilidad por ¥ Abs asonm + 3SD de acuerdo a las
manifestaciones clinicas (asintomaticos y sintomaticos), fue de 100% para
ambos grupos (Tabla 3). A diferencia de la sensibilidad por la curva COR fue
de 87.5% para el grupo de asintomaticos para ESAs —Ay ESAs—ME; mientras

que fue del 83.3% para ESAs - TE (Tabla 3), (Figura 10) con titulos medios de
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0.563; 0.564 y 0.570 respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas (P > 0.05).

Sensibilidad de 93.5% fue para el grupo de sintomdticos para los antigenos
ESAs — A, ESAs — ME y ESAS — TE (Tabla 3), con titulos medios de 0.475; 0.474
y 0.487 respectivamente, sin diferencias estadisticas significativas (P > 0.05).
Se observaron diferencias significativas entre los OD de asintomaticos y

sintomaticos para los antigenos (P< 0.05).

Tabla 3 - Porcentaje de sensibilidad relativa de ESAs —A, ESAs — TE y ESAs
— Pool de acuerdo con el cuadro clinico de los 40 pacientes positivos a

malaria falciparum

CLINICA N ESAS—-A ESAS-TE ESAS-ME

ASINTOMATICOS | 24 | 87.5% 83.3% 87.5%

SINTOMATICOS | 16 | 93.5% 93.5% 93.5%
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Figura 10- Distribucién de la reactividad de plasmas positivos a P.
falciparum (asintomaticos y sintomaticos (P < 0.05)) para los tres
antigenos. La linea roja horizontal indica el punto de corte.
4.1.3.Especificidad
El indice de especificidad o reactividad cruzada por ELISA fue calculado por el
analisis del plasma de 20 controles negativos y 22 infecciones diferentes a
malaria falciparum, tales como malaria vivax, leishmaniasis, lepra, VIH,
toxoplasmosis, hepatitis B, ascariasis, sifilis, tuberculosis y herpes)
La reactividad cruzada para los antigenos fue del 10% para ESAs— A, 12% ESAs
— TE y 8% para ESAs - ME (Tabla 4), (Figura 11) la reactividad cruzada fue
principalmente con plasma de pacientes con malaria vivax (n=2) y
toxoplasmosis (n=1) para ESAs — ME, malaria vivax (n=3) y toxoplasmosis (n=1)
para ESAs — A; y malaria vivax (n=3), toxoplasmosis (n=1) y hepatitis B (n=1)

para ESAS —TE.
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Tabla 4 - Porcentaje de especificidad de ESAs — A, ESAs —TE y ESAs — ME

obtenidas por dos analisis del calculo UR.

UR N ESAS-AT ESAS-TE ESAS-ME
2 ABS 450NM + 3SD | 42 | 66% 62% 70%
COR 42 | 90.5% 88.1% 92.9%
0.8+
e Ol
CN
0.6+ . . .
e
c
8 ° ° °
< 0.4+
2 . . .
. °
Coal * —+—
° ° °
- 5 A ¢ 5
0.0 T T T
v & K
ESAs

Figura 11- Distribucién de la reactividad de controles negativos

(CN) y otras infecciones (Ol) para los tres antigenos. La linea roja

horizontal indica el punto de corte.
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V. DISCUSION

Malaria es una enfermedad que pone en riesgo a la mitad de la poblacion mundial,
de las cuales 20 millones habitan en el continente americano, causando morbilidad y
mortalidad principalmente en mujeres embarazadas y nifios menores de cinco afios
en muchos paises en desarrollo, generando un lastre econdmico por el costo de los
programas de fumigacién, control, diagndstico y tratamiento, los cuales se estiman
en al menos 12 millones de ddlares al afio'?, mermando estas economias en

desarrollo.

En zonas hipoendémicas, como es el caso de la Amazonia Peruana, personas
asintomaticas son los responsables de la mayoria de infecciones, siendo principales
contribuyentes de la propagacién de la enfermedad y formando parte de la gran

piedra que evita llegar al control y erradicacién de malaria en la regién Loreto y en el

pa I’S(6—15; 108-109)

Asi como se asocian los exoantigenos de Plasmodium con las complicaciones vy el
desarrollo de la enfermedad, en otras parasitosis se ha venido estudiando la
implicacion de estos en el diagndsticol3> 3% 40, 44, 45, 48, 110-111) " tratamiento®?) e
inmunizacién®* 37121 |legando incluso a sefialarse como biomarcadores de

infeccion*? con la utilidad de diferenciar entre una infeccién crénica de una aguda(1?

113)

La sensibilidad de los ESAs fue de 93.5% para sintomaticos y 87.5% para

asintomaticos. Cuatro muestras no fueron reconocidas, podria deberse a la baja
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concentracion de anticuerpos IgG en los pacientes, que se refuerza al observar

negatividad frente al antigeno recombinante PAMSP1—19kDa.

Los titulos medios de reactividad de los fueron significativamente diferentes entre
sintomadticos y asintomadticos para los 3 antigenos (ESAs-A, ESAs-ME y ESAs-TE)
(p=0.019); revalidando que los asintomaticos presentan una mayor respuesta de
anticuerpos IgG frente a los ESAs. Estos mayores titulos de anticuerpos serian los
encargados de brindar proteccion frente a los sintomas clinicos y complicaciones de

malaria, de tal forma como se observé en otras investigaciones(22 50-53, 55,57-67, 94,96, 97)

Comparando nuestros resultados con investigaciones!123-124) que evaluaron antigenos
aislados del medio de cultivo in vitro (GLP-1) y antigenos totales de Pf (parasito
lizado). Se observd que cepas nativas favorecen los indices de sensibilidad y
especificidad®®. Por ejemplo Mya et al. 2002123124 empleé la cepa nativa PSJ-M-India
frente a plasma de pacientes de la misma regidon donde se distribuye esta cepa,
logrando sensibilidad del 88% para GLP-1 y 77% para antigenos totales. Ademas la
antigenicidad de los ESAs varia en su composicion®®, observando que no todos las
moléculas de esta mezcla antigenica presentan la misma reactividad, comprobado
por Thelu et al, 1982°° y Thelu et al., 1985 quienes al purificar los ESAs por
cromatografia, observaron que solo una elucién (Antigeno-S) presento antigenicidad.
La reactividad cruzada frente a Toxoplasma gondii y P. vivax puede deberse a que

estos parasitos pertenecen como Pf al grupo de Apicomplexos.

Los niveles de sensibilidad y especificidad se icrementaran al purificar nuestra mezcla

antigénica y al emplear otras técnicas inmunoldgicas, tales como LIA (laser immuno
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assay) que emplearon Mya et al., 200223 y Mya et al, 2002'%*, reportando

especificidad del 100% para GLP-1y 94% para antigenos totales.

El estudio de la ausencia de sintomas clinicos de malaria sigue siendo un reto para los
investigadores. A pesar de los grandes avances en la comprension de estos casos, aln
queda mucho camino por recorrer para agilizar la deteccidn de estos reservorios de
la enfermedad. Que son el principal problema para el control y la eliminacién de
malaria en la Amazonia peruana. Los resultados con los ESAs-ME son prometedores
y es necesario profundizar en su investigacidon, ya que estos podrian ser una
herramienta importante en la deteccion de pacientes asintomaticos, que al emplear
otras técnicas inmunoldgicas nos permitiria conocer que antigenos seria los

responsables de la respuesta inmune del huésped.

Los ESAs de P. falciparum son capaces de generar respuesta antigeno anticuerpo sin
la necesidad de ser sometidos a procesos de purificacidon o concentracion. El uso de
medio incompleto (MI) y temperaturas de 37°C brindan mayor respuesta antigeno —
anticuerpo. Parasitemias del 20%, 5% de hematocrito y tiempos de incubacién de 24

horas generan mayor antigenicidad.

Concentraciones proteicas mayores a 131 pg/mL para ESAs - Ay 139 pg/mL para ESAs
— TE son indicadas para mostrar reactividad frente a plasma de pacientes positivos a

malaria mediante prueba de ELISA.
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VI. CONCLUSIONES

El empleo de la curva COR para la deteccidon del UR de los antigenos mejoré la
sensibilidad y especificidad. El antigeno ESAs — ME presentd la mejor sensibilidad y
especificidad (85% y 92.9%), siendo en el grupo de positivos a malaria, mayor en los
pacientes sintomaticos (93.5%) que en los asintomdticos (87.5%). Y con titulos

mayores de anticuerpos IgG en los casos asintomaticos de malaria.

Los ESAs de P. falciparum demostraron ser capaces de generar respuesta inmune en
pacientes infectados por malaria, demostrando ser una mezcla antigénica
prometedora para la comprensién de los casos asintomaticos con miras al desarrollo

de nuevas técnicas de diagndstico y una vacuna para malaria.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir las buenas practicas de laboratorio durante el cultivo in vitro
de P. falciparum, para asi evitar la contaminacién bacteriana y/o fungica. Para ello

todo medio de cultivo a usarse debe ser filtrado.

El monitoreo constante de la parasitemia y el nivel de sincronizacién del cultivo es
otro factor importante a tomar en consideracién, ya que facilitara lograr los objetivos

de una forma mas rapida.

Se recomienda medir los pH de las soluciones tampdn empleadas en la preparacion

del TMB, un pH diferente al indicado (5.00) dara falsas lecturas de absorbancia.

Usar de cepas nativas de P. falciparum para continuar con la evaluacion de la
respuesta inmune humoral y el empleo de otras técnicas inmunolégicas que puedan

aumentar la sensibilidad de los casos asintomaticos.

Evaluar la respuesta inmune de las subclases de anticuerpos IgG y medir la duracidn

de estos.
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IX. ANEXOS

Anexo 1 - Mapa Comunidad de Zungarococha

Iquitos-Nauta Road

Distribucion de las villas de la Comunidad de Zungarochoca: LLanchama (LC), Puerto
Almendra (PA), Nina Rumi (NR) y Zungarococha (ZG)">.
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Anexo 3 - Flujograma de Cultivo in vitro de P. falciparum

Elaborarde frotis
cultivo sanguineo

Gasear el cultivo

Cultivo in vitro

Técnica de candle jar modificada

Controlar Parasitemia

Incubara 37°C por
24 hrs
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Anexo 4- Flujograma prueba de ELISA

ELISA

Incubar1
h a27°C

Incubar
18 hrsa
4°C

Incubar1
h a27°C

Impregnar antigeno Bloquear placa Agregar suero

" Agregar anticuerpo
/ secundario

<::] Incubar 1

h a27°C

Incubar

30 min a

27°C

Detener reaccion Agregar sustrato

Clarck, et al,, (2012), modificado
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