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RESUMEN

Antecedentes: estudios asocian a P. falciparum con alteraciones en la funcién de
células mononucleares de sangre periférica. Esto solo ha sido demostrado en
infecciones microscépicas. Las infecciones submicroscopicas son frecuentes y no
diagnosticadas por métodos de rutina, ademas, se consideran infecciones de
duracion desconocida, y se desconoce su efecto sobre la competencia inmune de las
CMSP. EI objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las cargas
submicroscoépicas de la cepa 3D7 de P. falciparum y sobrenadante de cultivo, sobre
la respuesta inmune de CMSP frente a fitohemaglutinina.

Métodos: se realizd un estudio experimental con CMSP de 6 individuos
exponiéndolos a porcentajes submicroscopicos de globulos rojos parasitados por P.
falciparum, sobrenadante de cultivo de P. falciparumy luego estimulandolos con PHA.
La viabilidad celular se cuantifico tras cada tratamiento, ademas, la respuesta inmune
frente a PHA se evalu6 determinando la expresion de IL-10, INF-y, FoxP3 y TNFRII
mediante RT-qPCR.

Resultados: P. falciparum modula in vitro la respuesta inmune de CMSP de
individuos sanos. Las CMSP mantuvieron una viabilidad >90% tras la exposicién a P.
falciparum y PHA. Se observé reduccidon de viabilidad en las CMSP expuestas a
sobrenadante +PHA. La expresion de IFN-y fue menor en las CMSP expuestas a
0,01%+PHA y 0,001%+PHA en comparacion al control. No se observaron diferencias
significativas en las moléculas asociadas a regulacién inmune tras 24 horas de
estimulo con PHA en las CMSP.

Conclusiones: La exposicion de CMSP a cargas submicroscopicas de P. falciparum

reduce la respuesta de IFN-y frente a PHA.

Palabras Claves: Plasmodium  falciparum, células mononucleares,

inmunomodulacién, fitohemaglutinina.



1. INTRODUCCION

La malaria es una de las enfermedades con mayor prevalencia e incidencia de casos
en el mundo. En Colombia, para el afo 2018 segun el reporte del Instituto Nacional
de Salud, en la semana epidemiolédgica 52 se reportaron 62.141 casos de malaria.
Evidenciando un mayor niumero de casos por la especie Plasmodium vivax (50.1%),
seguido de P. falciparum (47.9%) y malaria mixta (2%).(1)

En la actualidad, la malaria representa un problema de salud publica en Colombia,
debido a que alrededor del 85% del territorio posee condiciones climaticas,
geograficas y epidemiolégicas 6ptimas para la transmisién de la enfermedad.(1) Para
el afio 2018, segin el indice Parasitario Anual los principales departamentos
afectados fueron: Amazonas, Antioquia, Guainia y Chocé.(2)

Las infecciones submicroscépicas por Plasmodium spp. se caracterizan por ser
asintomaticas, por tanto, de duracién desconocida.(3) Este tipo de infecciones son
comunes en areas endémicas, donde existen condiciones ecoepidemiolégicas que
facilitan la transmisién de la infeccion plasmodial.(3) En Colombia, no existe evidencia
sobre la prevalencia de infeccion plasmodial submicroscépica para la poblacion
general, sin embargo, recientemente se ha observado un incremento en la frecuencia
de infecciones plasmodiales submicroscopicas asociadas al embarazo; en Colombia
se estima una frecuencia de infeccién plasmodial submicroscopica en sangre
periférica entre 23% y 49% y en sangre placentaria entre 4,9% y 5,7%.(4, 5) lo que
demuestra la importancia de implementar métodos de diagnéstico como PCR para
identificar todo tipo de infecciones en especial las submicroscépicas.

Las infecciones cronicas se caracterizan por tener un perfil de inflamacién
persistente;(6) las infecciones submicroscépicas por Plasmodium spp. durante la
gestacion cursan con un incremento de las citoquinas proinflamatorias IFN-y y TNF,
y antiinflamatorias TGF- e IL-10.(7, 8) Estas ultimas citoquinas, podrian explicar el
aumento de células T reguladoras (Treg) y el factor de transcripcién FoxP3, tanto en
infecciones de sangre periférica como placentarias.(9-11)

Por otra parte, la inmunomodulacion se puede presentar como positiva, que denota
activacién, o negativa, que indica regulacién de la respuesta inmune.(12) Estudios
muestran que las infecciones por P. falciparum y P. yoelii pueden modular

negativamente la respuesta inmune, aumentando la frecuencia de células y moléculas



asociadas a regulacion y afectando la respuesta inmune de células presentadoras de
antigeno.(13, 14)

De manera in vitro, hay evidencia de la modulacién de la respuesta inmune ejercida
por P. falciparum sobre CMSP, asi lo demuestra Chitsanoor et al. mostrando que la
estimulacion de CMSP con globulos rojos parasitados por P. falciparum reduce
significativamente la frecuencia de linfocitos T CD4+y CD8+.(15)

En contraste, otro estudio in vitro evidencié proliferacién de linfocitos T CD4+ en
CMSP de individuos sanos, tras ser estimulados con antigeno purificado de P.
falciparum.(16) De igual manera, Troye et al. demostrd una alta produccién de IFN-y
en linfocitos T estimulados con antigenos de P. falciparum.(17) De acuerdo a lo
anterior, los estudios permiten evidenciar que la exposicion de CMSP a P. falciparum
puede generar tanto modulacion positiva, como negativa, de la respuesta inmune, lo
que puede explicar la variedad de fenotipos clinicos de la infeccién, encontrando
desde malaria grave, hasta malaria asintomatica y submicroscépica.

En otro contexto, la malaria se ha asociado a alteracion en la respuesta inmune frente
a la vacunacién, incluso, durante infecciones submicroscopicas. La infeccion
plasmodial submicroscopica en gestantes en el Udltimo trimestre y la malaria
placentaria microscépica se asociaron con niveles bajos de anticuerpos IgG anti
toxoide tetanico tras la vacunacién.(18, 19) Ademas, en Africa Subsahariana se
demostrd que la malaria placentaria microscopica se asocié con disminucion en la
respuesta de IFN-y en CMSP de lactantes a los 12 meses de edad después de la
vacunaciéon con BCG.(20)

Por otro lado, la infeccibn microscopica con P. falciparum se ha asociado con
susceptibilidad para adquirir otras infecciones. En Kenia la malaria fue definida como
un cofactor para adquirir el virus del Epstein-Barr, alli se evidencié que esta
coinfeccion puede afectar la maduracion de células dendriticas y otras células
presentadoras de antigeno, y disminuir la producciéon de IFN-y en nifos.(21) La
malaria también se ha asociado con la adquisicion de bacteremia, entre las mas
comunes se destaca la coinfeccidbn con especies de Salmonella spp.(22) Una
hipétesis se asocia al aumento de IL-10 durante infecciones por P. falciparum. La IL-
10 puede alterar el control de Salmonella spp limitando la migracién de neutrdfilos, 1o
que contribuye al establecimiento de la infeccidn.(23) Lo anterior, indica la frecuente

asociacioén de las infecciones plasmodiales microscopicas con la modulacién negativa



de la respuesta inmune en diferentes contextos y la poca evidencia de la modulacién
ejercida por las infecciones submicroscépicas.

Por tal motivo este ensayo se centra en explorar el efecto inmunomodulador de cargas
parasitarias submicroscépicas de P. falciparum in vitro en CMSP y su efecto sobre la
respuesta inmune frente al antigeno PHA.

2. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar el efecto inmunomodulador de P. falciparum in vitro en CMSP y su efecto
sobre la respuesta inmune frente a PHA.

Objetivos especificos

1. Comparar el numero y viabilidad de CMSP de individuos sanos estimulados y
no estimulados con P. falciparum.

2. Comparar el numero y viabilidad de CMSP de individuos sanos estimulados
con PHA después de la exposicion y no exposicion a P. falciparum.

3. Comparar la expresion de mediadores inmunes de regulacion, antiinflamacion
e inflamacién en CMSP de individuos sanos expuestos a P. falciparum tras
estimulacion con PHA.

3. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Estudio experimental

Separacion de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvo sangre periférica en tubos con EDTA de 6 hombres con un rango de edades
entre 20 y 30 afos. La sangre se adicion6 a HISTOPAQUE -1077 en tubo falcon de
15 ml. Después de centrifugar, se obtuvieron las células mononucleares de sangre

periférica y se realizaron 3 lavados con PBS.

Estimulacion de células mononucleares de sangre periférica con Plasmodium
falciparum
Las células mononucleares, se cultivaron en platos de 4 pozos (Thermo Scientific™

Nunc™) con medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina, hepes &cido y suero
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fetal bovino al 10%. Los mononucleares fueron estimulados con diluciones de
glébulos rojos parasitados con la cepa 3D7 de P. falciparum (0.01%, 0.001% y
0.0001%), adicionalmente, se estimularon con sobrenadante de cultivo in vitro de P.
falciparum de 42 horas con un porcentaje de parasitemia del 1% en estadio de
esquizontes. Como controles se utilizaron glébulos rojos no parasitados y
mononucleares sin globulos rojos. Las células se incubaron con los diferentes
estimulos durante 28 horas a 37°C con 5% de CO2.

Estimulacion de células mononucleares de sangre periférica con PHA

Las células mononucleares con los diferentes estimulos, fueron tratadas con sorbitol
en una relacion 1:1, con el fin de eliminar los estadios de maduracion. Después, las
células fueron retadas con PHA a una concentracion de 10 ug/ml y se incubaron
durante 24 horas a 37°C con 5% de CO2.

Se determind la viabilidad celular con una dilucién 1:1 con azul de tripano, realizando
recuento en camara de Neubauer. El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 antes
y después de cada tratamiento con P. falciparum, y antes y después de la estimulacién
con PHA.

Extraccion de ARN

A las células mononucleares que estaban preservadas en Trizol®, se les adicion6 200
uL de cloroformo, luego de centrifugar se aisl6 el ARN, se adiciono isopropanol en un
volumen 1:1. Luego de 24 horas de incubacion, se centrifugo y se adiciono etanol al
75%, luego de centrifugar y descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendi6é en
agua ultra pura libre de RNAsas.

RT-qPCR

A partir de ARN extraido se realiz6 sintesis de cDNA utilizando el kit Thermo Scientific
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis. A partir de cDNA se evalud la
expresion de IFN-y, como molécula asociada a la respuesta inmune inflamatoria, IL-
10, asociada a respuesta inmune antiinflamatoria y se evalu6 la expresiéon de
moléculas reguladoras de la respuesta inmune como el FoxP3 y TNFRIIl, comparando
su expresidn segun el gen constitutivo B- actina, lo anterior mediante el kit Applied

biosystems Thermo Fisher Scientific TagMan Universal PCR Master Mix, usando una
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sonda Tagman, mediante el método ACT. La secuencia de los cebadores y sondas

para las moléculas evaluadas se presentan en la tabla 1.

Molécula Cebador F (5-3’) Cebador R (5-3’) Sonda (5’-3°) Producto
(pb)
B-actina | CGAGCGCGGCTACA | CCTTAATGTCACGCACG | ACCACCACGGCCGAGCG 58
GCTT ATT G
IL-10 CCTGGAGGAGGTGA | CAGCGCCGTAGCCTCAG | CAAGGCGCATGTGAACTC 131
TGCCCCA CC CCTG
IFN-y GAAGAATTGGAAAGA | TGGACATTCAAGTCAGT | TTCCTTGATGGTCTCCACA 218
GGAGAGTGA TACCG CTCTTTTGG
FoxP3 | GAGAAGCTGAGTGC | GGAGCCCTTGTCGGATG | CCACCTGGCTGGGAAAAT 87
CATGCA AT GGCAC
TNFRIl | CTGCCATGGTGTGT | GGCAGGTCACAGAGAGT | CATGGACGTTCGGGGCAT 88
CCCTC CAG GCT

Tabla 1. Secuencia de sondas y cebadores de las moléculas evaluadas

Analisis Estadistico
Los datos fueron analizados usando el Software Graphad Prism 5. La prueba de
normalidad Shapiro-Wilk fue usada para determinar la distribucion de los datos. De
acuerdo a lo anterior la prueba Mann-Whitney U fue utilizada para comparar los
las CMSP. Todas

significacion estadistica se tomaron con una probabilidad de error del 5%.

diferentes tratamientos realizados a las decisiones sobre

4. RESULTADOS

Porcentaje de viabilidad de células mononucleares de sangre periférica tras los

diferentes tratamientos.

El promedio de viabilidad de las CMSP luego de la separacion fue de 98,7%.
Posteriormente, la viabilidad de las CMSP fue verificada después de cada tratamiento.
Luego de la exposicién durante 28 horas de las CMSP a los diferentes estimulos con
la cepa 3D7 (glébulos rojos parasitados 0,01, 0,001 y 0,0001% y sobrenadante de
cultivo de P. falciparum) y a los glébulos rojos no parasitados se evidencio una

viabilidad mayor a 90% en todos los tratamientos (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad de CMSP expuestas a globulos rojos
parasitados con P. falciparum y sobrenadante de cultivo.
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Diferentes tratamientos de la exposicion CMSP a la cepa 3D7. Porcentajes de
parasitemia 0.01%, 0.001% y 0.0001%. Sobrenadante de cultivo al 1% de P.
falciparum en estadio de esquizontes. GRnP: glébulos rojos no parasitados. CMSP
células mononucleares de sangre periférica sin exposicion al parasito o sus

productos.

Luego de la exposicién de las CMSP a las diferentes condiciones con la cepa 3D7,
estas fueron estimuladas durante 24 horas con PHA. Después de este estimulo la
viabilidad celular contindo siendo superior al 90% en todos los pozos (Figura 2). A
excepcion de las células expuestas a sobrenadante de cultivo de P. falciparum en las

que se observo una leve reduccidn del porcentaje de viabilidad (85,7%).
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de CMSP expuestas a diferentes tratamientos
con la cepa 3D7 y estimuladas con el antigeno PHA.
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Diferentes tratamientos de la exposicion CMSP a la cepa 3D7. Porcentajes de
parasitemia 0.01%, 0.001% y 0.0001%. Sobrenadante de cultivo al 1% de P.
falciparum en estadio de esquizontes. GRnP: glébulos rojos no parasitados. CMSP
células mononucleares de sangre periférica sin exposicion al parasito o sus
productos. +PHA: estimulados con 10ug/mL de PHA; -PHA: sin estimulo de PHA.

Expresion de citoquinas y moléculas reguladoras

No fue posible determinar la expresion de los mediadores inmunes en el total de
muestras recolectadas. Teniendo en cuenta que se uso6 el mitdgeno PHA, inicialmente
se tuvo en cuenta la expresion de IFN-y en los diferentes tratamientos para validar el
ensayo in vitro. Se incluyeron dos controles que correspondieron a CMSP con
glébulos rojos no parasitados (GRnP) y a CMSP sin ningan tratamiento con glébulos
rojos (CMSP). La expresion de IFN-y fue evaluada en estos controles con el estimulo
(+PHA) o sin el estimulo con PHA (-PHA). Usando la prueba Mann-Whitney U se
comparo6 la expresion entre los GRnP+PHA y las CMSP+PHA (p=0,7671) y entre
GRnP-PHA y las CMSP-PHA (p=0,1886) sin encontrar diferencias significativas. Lo
anterior indica que los GRnP no estimulan a las CMSP para la produccion significativa
de IFN-y (Figura 3A).
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Ademas, la expresion de IFN-y en cada control fue comparada con vy sin el estimulo
con PHA para verificar la funcionalidad de las células. En esta comparacion
encontramos diferencias con significacion estadistica en los dos controles
(GRnP+PHA versus GRnP-PHA p<0,0001) (CMSP+PHA versus CMSP-PHA p<0,05).
De acuerdo a estos resultados, las células ademas de tener un adecuado porcentaje
de viabilidad, respondieron al estimulo con PHA (Figura 3A).

Para determinar si las bajas concentraciones parasitarias y productos solubles del
parasito cambiaban la expresion de diferentes mediadores inmunes en las CMSP
frente al estimulo con PHA, se compard la expresion de los mediadores en cada uno
de los tratamientos con la cepa 3D7 con la expresion de los mediadores inmunes del
control GRnP+PHA. La expresidn de IFN-y fue significativamente menor en las CMSP
expuestas a 0,01%+PHA (p<0,0001) y 0,001%+PHA (p<0,0001) de glébulos rojos
parasitados con P. falciparum en comparacion al control GRnP+PHA (Figura 3A).
Cuando se evalué la expresion de IL-10 en todos los tratamientos en comparacion
con el control GRnP+PHA no se observé ninguna diferencia estadisticamente
significativa, tampoco se observaron diferencias al comparar los controles con o sin
estimulo con PHA (Figura 3B).

Figura 3. Expresion de las citoquinas IFN-y e IL-10 en CMSP expuestas a bajas
cargas parasitarias de la cepa 3D7 y estimuladas con PHA.
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Diferentes tratamientos de la exposicion CMSP a la cepa 3D7. Porcentajes de
parasitemia 0.01%, 0.001% y 0.0001%. Sobrenadante de cultivo al 1% de P.
falciparum en estadio de esquizontes. GRnP: glébulos rojos no parasitados. CMSP
células mononucleares de sangre periférica sin exposicion al parasito o sus
productos. +PHA: estimulados con 10ug/mL de PHA; -PHA: sin estimulo de PHA.
Valor de p de acuerdo a la prueba no paramétrica Mann-Whitney *p<0,05,
***p<0,0001.

También se evalu6 la expresion de los mediadores FoxP3 y TNFRIl asociados
regulacion de la respuesta inmune en células Treg. Al comparar la expresion de estos
dos mediadores inmunes entre el control GRnP+PHA vy los diferentes tratamientos de
exposicién a la cepa 3D7 de las CMSP estimuladas con PHA no se encontr6 ninguna
diferencia significativa (Figura 4A, B).

Lo anterior indica que tras 24 horas de estimulo con PHA en las CMSP con los
diferentes tratamientos con la cepa 3D7 no se observd ninguna diferencia en las
moléculas asociadas a regulacion inmune (IL-10, Foxp3 y TNFRII).

Figura 4. Expresion de los mediadores inmunes FoxP3 y TNFRIl en CMSP
expuestas a bajas cargas parasitarias de la cepa 3D7 y estimuladas con PHA.
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Diferentes tratamientos de la exposicion CMSP a la cepa 3D7. Porcentajes de
parasitemia 0.01%, 0.001% y 0.0001%. Sobrenadante de cultivo al 1% de P.

falciparum en estadio de esquizontes. GRnP: glébulos rojos no parasitados. CMSP
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células mononucleares de sangre periférica sin exposicion al parasito o sus

productos. +PHA: estimulados con 10ug/mL de PHA; -PHA: sin estimulo de PHA.

5. DISCUSION

Las células mononucleares de sangre periférica incluyen los linfocitos (células T,
células B y células NK), monocitos y células dendriticas.(24) Estas células tienen
receptores que interactian con Plasmodium spp uniéndose a productos del parasito
0 a moléculas expresadas en los glébulos rojos parasitados.(25) La interaccion entre
los mononucleares y el parasito se puede realizar a través de la via C3b del
complemento, opsonizacion de receptores Fcy con anticuerpos o mediante los TLRs.
De este modo, se produce una respuesta proinflamatoria que ayuda a combatir la

infeccion.(26)

Por otro lado, las infecciones plasmodiales submicroscopicas son asintomaticas y no
son detectadas mediante la gota gruesa.(19, 27) Estas pueden generar un
desequilibrio en el perfil de citoquinas y moléculas que son expresadas por las células

inmunes. (6)

Este estudio evalué la expresion de algunas moléculas asociadas a regulacion
inmune que contribuyen a ampliar la comprension de las infecciones
submicroscoépicas y su efecto sobre la respuesta inmune frente a otros antigenos de
manera in vitro. Se evalué la exposicién de células mononucleares de sangre
periférica estimuladas con diferentes cargas parasitarias y sobrenadante de cultivo de
P. falciparum a PHA. Estas cargas parasitarias fueron seleccionadas de acuerdo a un
estudio que expone que el limite de deteccidén de la gota gruesa por un observador
experimentado varia entre 10 y 30 parasitos/uL de sangre, lo que equivale a 0.001%
de glébulos rojos parasitados.(28) Por tal razén, en este estudié analizaron tres
porcentajes de parasitemia que estan entre la infeccion microscépica y
submicroscoépica. Por otro lado, el PHA es una lectina que se une a carbohidratos o
glicoproteinas en la superficie de las células del sistema inmune y esta union esta
implicada en diversas funciones de reconocimiento, aglutinacion, adhesion,

apoptosis, inflamacion, crecimiento y division celular.(29)
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Un estudio previo mostr6é una reduccion en la respuesta de IFN-y en CMSP de nifios
nacidos de mujeres con malaria placentaria por P. falciparum frente al estimulo con
PPD.(20) Aunque no es el mismo contexto, en este estudio la exposicion de las CMSP
a glébulos rojos parasitados con P. falciparum también redujo la respuesta de IFN-y
frente al PHA en las parasitemias de 0.01% y 0.001%. Ademas, vale la pena resaltar
la importancia del IFN-y en la respuesta inmune, esta molécula es producida
principalmente por linfocitos T y células NK, sus principales funciones son: la
estimulacién de la presentacion antigénica, la proliferacion celular, la apoptosis, y la
diferenciacion de células Th1, fundamentales en la respuesta frente a antigenos
intracelulares.(30)

También, se comparoé la expresion de los mediadores inmunes en CMSP expuestas
a sobrenadante de cultivo de P. falciparum al 1% tras el estimulo con PHA, con el fin
de evaluar el efecto de productos solubles secretados por el parasito al sobrenadante
del cultivo, un ejemplo de esto son las vesiculas extracelulares. Se ha evidenciado
que Plasmodium spp. produce vesiculas que estan implicadas en la activacion de la
respuesta inmune, estos pueden ser exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos
segun su tamano.(31) Las vesiculas extracelulares de origen parasitario se ha
demostrado que inducen respuestas proinflamatorias, pueden tener efecto
inmunomodulador en el hospedero tras su liberacion, ademas, median la
comunicacion célula-célula entre parasitos de manera in vitro.(32) Sin embargo, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresioén de ninguna
de las moléculas evaluadas cuando las CMSP fueron expuestas a sobrenadante de

cultivo.

Diversos autores demuestran que la IL-10 puede ser usada como marcador periférico
durante la infeccién plasmodial, la IL-10 es producida en mayor cantidad, con el fin
de reducir la respuesta inflamatoria.(33) En este estudio, a pesar que no se observo
ninguna diferencia estadisticamente significativa en la expresion de IL-10 con
respecto al control de GRnP+PHA, si se observé una tendencia a expresar mayor
cantidad de IL-10 a mayor parasitemia segun se muestra en la figura 3B. Lo anterior
puede ser explicado porque durante la respuesta inmune, después de un estimulo, el
perfil antiinflamatorio se activa a las 24 horas para contrarrestar el efecto

proinflamatorio.(34) En nuestro ensayo, solo se evalué el estimulo con PHA durante
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24 horas, es decir, la respuesta antiinflamatoria posiblemente aun no se podia

evidenciar.

En cuanto a la expresion de las moléculas reguladoras, el TNFRII (Receptor de TNF
tipo Il) es un marcador de activacion de las células T reguladoras, este se ha
evidenciado con alta expresion in vitro en linfocitos T estimulados con glébulos rojos
parasitados por P. falciparum.(35) Sin embargo, en este estudio no se observaron
diferencias en su expresiéon entre las CMSP expuestas o no a P. falciparum tras el
estimulo con PHA. Otra molécula a destacar es el factor de transcripcion FoxP3, el
cual, es un factor regulador de la transcripciéon, que participa directamente en la
funcién de las células reguladoras TCD4+. (10) Este factor se ha asociado con el
crecimiento in vivo de Plasmodium spp. al ser un regulador negativo de los procesos
inflamatorios.(10) En este ensayo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de FoxP3 y TNFRIl con respecto al control de
GRnP+PHA, sin embargo, estas moléculas, se han visto aumentadas en infecciones
microscépicas y submicroscopicas en humanos,(19, 36) y en estos casos la
exposicidn al parasito es mas prolongada, en este ensayo solo estuvieron expuestas
las CMSP durante 28 horas al parasito, es decir, un ciclo incompleto donde solo se
madura de anillo a esquizonte, por lo tanto, este tiempo puede ser insuficiente para

ver la modulacion de la respuesta frente al PHA.

Este ensayo tuvo las siguientes limitaciones: la cantidad de individuos incluidos, que
el tiempo de exposicion al parasito no es comparable al de una infeccion
submicroscopica in vivo y que el ARN de las CMSP tras el PHA solo fue recolectado
24 horas posterior al estimulo, por lo que, es posible que no se hayan podido observar
las diferencias en la transcripcién de las moléculas evaluadas, ademas, no fue posible
determinar la expresion de los mediadores inmunes en el total de muestras

recolectadas.

6. CONCLUSIONES
» P. falciparum en bajas cargas parasitarias in vitro se asociaron a la reduccion de

la expresion de IFN-y en CMSP de individuos sanos tras 24 horas de estimulo con
PHA.
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» Se requiere realizar nuevos ensayos in vitro aumentando el tiempo de exposicion
al parasito y el tiempo de estimulo con PHA para poder ver el efecto en moléculas
de expresion tardia.
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