Universitat
de Barcelona

Malaria durant I'embaras:
immunitat materna i expressié de gens
implicats en la citoadhesio de
Plasmodium falciparum

Eduard Rovira Vallbona

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d’'un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentaci6 del
seu contingut en una finestra o marc ali¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusiéon de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccién con finalidades de lucro ni su difusién y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.







I\/Ialéria durant

I'embaras:

immunitat materna i expressio de
gens implicats en la citoadhesio de

Plasmodium falciparum

Eduard Rovira Vallbona
Tesi Doctoral

x







®

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B

Malaria durant I'embaras:

immunitat materna i expressio de gens
implicats en la citoadhesio de Plasmodium
falciparum

Memoria presentada per Eduard Rovira Vallbona per aspirar al

titol de Doctor per la Universitat de Barcelona

Director de tesi: Dr. Alfredo Mayor Aparicio
Linia d’investigacio: Salut Internacional
Programa de Doctorat en Medicina

Facultat de Medicina

Centre de Recerca en Salut Internacional de Barcelona
IDIBAPS/Hospital Clinic
Universitat de Barcelona

2011






@

UNIVERSITAT DE BARCELONA

BARCELONA
Hospital Clinic - Universitat de Barcelona @

El Dr. Alfredo Mayor Aparicio, investigador del Centre de Recerca en Salut
Internacional de Barcelona (CRESIB), certifica que la tesi titulada “Malaria
durant I’embaras: immunitat materna i expressio de gens implicats en la
citoadhesio de Plasmodium falciparum” presentada per Eduard Rovira
Vallbona ha estat realitzada sota la seva direccid, i compleix tots els
requisits que dicta la normativa vigent per a la presentacié de tesis
doctorals com a compendi d’articles a la Facultat de Medicina de la

Universitat de Barcelona.

Dr. Alfredo Mayor

Barcelona, juliol del 2011






ARTICLES QUE CONSTITUEIXEN LA TESI DOCTORAL

1
Parity and placental infection affect antibody responses against Plasmodium
falciparum during pregnancy

Alfredo Mayor, Eduard Rovira-Vallbona, Sonia Machevo, Quique Bassat, Ruth Aguilar,

Lloren¢ Quintd, Alfons Jiménez, Betuel Sigauque, Carlota Dobafio, Sanjeev Kumar,

Bijender Singh, Puneet Gupta, Virander S. Chauhan, Chetan E. Chitnis, Pedro L. Alonso,
Clara Menéndez.

Infection and Immunity, 2011; 79:1654-1659.

Factor d’impacte (2010): 4,098

Quartil: 1 (Infectious Diseases)

2
Transcription of var genes other than var2csa in Plasmodium falciparum

parasites infecting Mozambican pregnant women

Eduard Rovira-Vallbona, Carlota Dobafio, Azucena Bardaji, Pau Cisterd, Cleofé

Romagosa, Elisa Serra-Casas, Lloren¢ Quintd, Quique Bassat, Betuel Sigatique, Pedro L.
Alonso, Jaume Ordi, Clara Menéndez, Alfredo Mayor.

The Journal of Infectious Diseases, 2011; 204: 27-35.

Factor d’impacte (2010): 6,288

Quartil: 1 (Infectious Diseases)

3

Analisi de regions polimorfiques en el candidat a vacuna contra la malaria
VAR2CSA: identificacio de variants associades a la densitat de Plasmodium
falciparum a la placenta

Eduard Rovira-Vallbona, Isadora Monteiro, Daniel Neafsey, Cleofé Romagosa, Elisa

Serra-Casas, Clarissa Valim, Carlota Dobafio, Pedro L. Alonso, Jaume Ordi, Clara
Menéndez, Alfredo Mayor.

Resultats no publicats.






Als meus pares






I\/Ialéria durant

I’embaras:

immunitat materna i expressio de
gens implicats en la citoadhesio de

Plasmodium falciparum



Escrit a Barcelona durant la primavera i estiu del 2011.

Us de terminologia cientifica en catala segons el model TERMCAT - Centre de
Terminologia (http://www.termcat.cat), Institut d’Estudis Catalans, 2011.
En les abreviacions dels noms de molécules o altres conceptes de caire cientific s’ha

mantingut I'ordre de les sigles utilitzat en anglés.



Index

INTRODUCCIO
Part 1. Malaria
1.1. Epidemiologia i clinica de la malaria
1.1.1. Conceptes generals
1.1.2. Presentacions cliniques
1.1.3. Estrategies de control i prevencio
1.2. Fisiopatologia de la malaria
1.2.1. Cicle de vida de Plasmodium falciparum
1.2.2. Citoadhesié de Plasmodium falciparum
1.2.3. Gens var i P/EMP1
- Estructura i polimorfisme dels gens var i PFEMP1
- Classificacio dels gens var
- Regulacié dels gens var durant el cicle asexual de
Plasmodium falciparum
- Gens var, PfEMP1 i patogenesi
1.3. Immunitat contra la malaria
1.3.1. Mecanismes efectors de la resposta immunologica
contra Plasmodium falciparum
- Respostes humorals
- Respostes cel-lulars
Part 2. Malaria durant I'embaras
2.1. Epidemiologia i clinica de la malaria durant I'embaras
2.1.1. Presentacions cliniques de la malaria durant 'embaras
2.1.2. Estrategies de control i prevencid de la malaria durant

I'embaras

O N NN

12
12
14
16

22

24

27

27

27

28



2.2. Susceptibilitat materna a la malaria
2.2.1. Paritat i edat
2.2.2. Periode de I'’embaras
2.2.3. Canvis immunologics i hormonals associats a I'embaras
2.2.4. HIV
2.2.5. Factors genétics
2.3. Fisiopatologia de la malaria durant I’'embaras
2.3.1. Citoadhesid i inflamacié a la placenta
2.3.2. Bases moleculars de la citoadhesié a la placenta
- var2csa/NAR2CSA
- Selecciod de I'expressié de var2csa
- Estructura i polimorfisme de var2csa/VAR2CSA
- Interaccio entre VAR2CSA i CSA
2.4. Resposta humoral contra Plasmodium falciparum durant
I’'embaras
2.4.1. Adquisicié d’immunitat contra la malaria durant
I’embaras
2.4.2. VAR2CSA com a candidat a vacuna per a la malaria
durant I'embaras
2.5. Controversies en el model fisiopatologic de la malaria durant
I’embaras
- Sobre les respostes immunologiques maternes
- Sobre la composicid de les infeccions maternes

- Sobre la conservacio de VAR2CSA

HIPOTESIS i OBJECTIUS

AREA D’ESTUDI

RESULTATS

29
29
30
31
32
32
32
32
33

40

40

41

43

47

49

51



ARTICLE 1: Parity and placental infection affect antibody
responses against Plasmodium falciparum.

ARTICLE 2: Transcription of var genes other than var2csa in
Plasmodium falciparum parasites infecting Mozambican
pregnant women.

ARTICLE 3: Analisi de regions polimorfiques en el candidat a
vacuna contra la malaria VAR2CSA: identificacié de variants
associades a la densitat de Plasmodium falciparum a la

placenta

DISCUSSIO

CONCLUSIONS

REFERENCIES

ANNEX. Contribucions en altres treballs de recerca

Agraiments

53

63

77

95

107

109

137

145






Introduccio

1.1. Epidemiologia i clinica de la malaria

1.1.1. Conceptes generals

La malaria és una malaltia infecciosa deguda a la presencia a la sang de
parasits unicel-lulars eucariotes del genere Plasmodium i la seva interaccié amb
I'hoste *. Cinc espécies de Plasmodium poden infectar els humans: (ordenats de
major a menor prevalenca) Plasmodium falciparum (Pf), Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale i Plasmodium knowlesi. La infeccid es
transmet entre humans a través de la picada de diverses especies de mosquits

femella del génere Anopheles °.

Actualment, 99 paisos son endemics de malaria al mon, principalment en
zones d’América Central i América del Sud, Asia i Africa Sud-Sahariana >. Es una
malaltia geograficament restringida a regions generalment pobres, altament
poblades i que presenten un clima favorable per a la seva transmissié (FIGURA 1).
La major part de la morbiditat i mortalitat associada a malaria es concentra,
principalment, en nens menors de 5 anys i en dones embarassades. L’ Organitzacid
Mundial de la Salut (OMS) estima que I'any 2009 es van produir a escala global 225
milions de casos clinics de malaria i que van morir 781.000 persones degut a la
malaltia, el 91% de les quals a I’Africa *, la regié de major endémia de Pf°. Tot i aixi,

aquestes dades son només una estimacid aproximada de la carrega real de la



malaltia ja que s’han construit a partir d’informes dels sistemes nacionals de salut

.y . 6
basats en la deteccid passiva de casos ".

FIGURA 1. Distribucié de I'endémia de malaria per Plasmodium falciparum al mén, segons
estimacions de I'any 2007. L’estimacio es basa en la taxa de parasitemia anual en nens d’entre

21 10 anys (PfPR). Malaria Atlas Project °.

La distribucid i la intensitat de transmissié de la malaria depenen de factors
ambientals pero també socioeconomics. En primer lloc, és essencial un ambient
que permeti la reproduccio eficient del vector, justificant la restriccié geografica a
zones humides properes als tropics. Aquestes restriccions s’observen també a
escala local, on la proximitat dels habitatges a zones d’aigua s’associa a una major
taxa de transmissié i infecci® en aquella poblacié ’. Els patrons climatics
determinen I'estabilitat de la transmissié de la malaria, essent altament estacional
en zones temperades amb hiverns moderadament freds, i perenne en zones amb
temperatures altes i sostingudes ®. En segon lloc, factors socioecondmics com la
distribucié global del producte interior brut correlacionen amb la distribucio global
de la malaria, indicant que la manca de despesa governamental en mesures de
control i prevencié o el grau d’urbanitzacié d’un pais poden afectar les taxes de

. . . , , .7 . g . 8
transmissio, si bé aquesta és una relacié causa-efecte bidireccional ".



1.1.2. Presentacions cliniques

L'espectre de presentacions cliniques de la malaria és divers i complex. Els
factors que determinen la progressid d’una infecci6 asimptomatica fins a
manifestacions cliniques més greus son multiples, i inclouen des de la facilitat
d’accés al tractament fins a factors genétics de I’hoste i el parasit °. No obstant, la
gravetat de les manifestacions cliniques depen en gran part de ['historial
d’exposicid previa al parasit i el corresponent grau d’immunitat adquirida.

La malaria clinica es pot classificar a grans trets entre malaria lleu o no
complicada i malaria greu o complicada. La malaria no complicada es presenta en
totes les especies de Plasmodium com un sindrome amb febres altes, sudoracid,
tremolors i esgarrifances intenses, nausees, mialgies i cefalees. Les febres solen
presentar-se de forma intermitent coincidint amb els cicles de reproduccié del
parasit en la sang de I’hoste. En els nens els vomits sén molt comuns *°. La malaria
greu representa aproximadament un 1-2% del total de casos clinics deguts a Pf "
Es pot presentar en forma de malaria cerebral (des de petites afectacions
neurologiques fins a coma), prostracid, destret respiratori, acidosi metabdlica,
anémia o hipoglucémia, entre d’altres sindromes '°. En zones de transmissié alta o
moderada I"'anémia greu és la caracteristica clinica més habitual i es concentra en
nens menors de 2 anys d’edat; la malaria cerebral acostuma a donar-se en nens
lleugerament més grans, perd el risc disminueix a partir dels 5 anys **. A mesura
gue decreix la intensitat de transmissid, les presentacions cliniques greus es poden
estendre a adolescents i també a adults .

Molts adults de zones amb alta transmissié de malaria presenten parasits a
la sang sense desenvolupar febre ni altres manifestacions cliniques. Aquests
individus asimptomatics mantenen les densitats parasitaries a nivells baixos, sovint
detectables només per PCR (de I'anglés, polymerase chain reaction). En concret, un
estudi a Mogambic va determinar que la prevalenca d’infeccié per Pf en adults
asimptomatics de la comunitat era del 14% per microscopia, i que aquesta xifra

arribava al 42% per PCR.



Un factor important a tenir en compte en la clinica de la malaria és I'efecte
gue poden tenir co-infeccions com I'HIV (de I'anglés, human immunodeficiency
virus), pneumonies o helmints intestinals. L’Africa Sud-Sahariana concentra el 67%
de les infeccions per HIV del mén . Diversos estudis han indicat que la co-infeccié
malaria-HIV augmenta la freqiéncia d’episodis clinics de malaria *°, el risc de
malaria greu 7 i les densitats parasitaries '°, especialment en casos
d’'immunosupressié avancada. De forma similar, bacteriemies com Streptococcus

pneumoniae poden augmentar significativament el risc de mortalitat en nens amb

\ . 18
malaria greu .

1.1.3. Estrategies de control i prevencio

Les actuals estrategies de control i prevencid de la malaria es divideixen en
les intervencions contra el parasit, la prevencio de la transmissid i les intervencions
contra el vector.

La prevencio de la transmissio es centra actualment en I'Us de mosquiteres
impregnades amb insecticida, que redueixen notablement I'exposicid nocturna als
mosquits en les principals poblacions de risc: nens i dones embarassades. S’estima
que el 2010 un 35% dels nens africans dormien sota una mosquitera, pero aquesta
xifra es troba lluny encara de I'objectiu del 80% que va marcar I’Assemblea Mundial
de la Salut *. Les intervencions contra el vector es centren en I'eliminacié dels
mosquits Anopheles per tal de reduir la transmissid. Aquestes mesures inclouen
campanyes de dessecacié d’aiglies estancades o aplicacié intra-domiciliaria
d’insecticides com el diclor-difenil-tricloroeta, un compost sovint questionat pels
seus possibles efectes adversos en la salut humana ™.

Les intervencions contra el parasit es poden dividir entre el tractament dels
casos clinics i la prevencié de la infeccid. El tractament dels casos clinics de malaria
consisteix en I'administracié de farmacs antimalarics eficacos. Previ al tractament,

és molt important un correcte diagnostic amb confirmacié de la presencia del



parasit per microscopia o, alternativament, per tests de diagnostic rapid. Els
diagnostics erronis deguts a la similitud de simptomes entre la malaria i altres
malalties séon freqlents, i tractaments basats exclusivament en observacions
cliniques s’haurien de considerar només quan el diagnostic parasitologic no sigui
possible, a fi de minimitzar el risc d’aparicié de resisténcies . Precisament, I’amplia
presencia de resistéencies a farmacs com la cloroquina o la sulfadoxina-
pirimetamina (SP) ha redirigit les pautes de tractament actuals cap a combinacions
de farmacs que incloguin un derivat de I'artemisina, el que es coneix com a ACT (de

¥ ’'OMS desaconsella

I'angles, artemisin-based combination therapies)
I"administracié d’artemisina com a monoterapia, i ja s’"han descrit els primers casos
de resisténcia contra aquest compost *°, un fet que reforca la necessitat de
prioritzar el desenvolupament de nous farmacs en I'agenda global de control de la
malaria. En el cas de la malaria greu, el tractament d’urgéncia recomanat per la
OMS es basa en I'administracié d’artesunat o quinina seguit d’un tractament amb
ACT *,

Per altra banda, els farmacs antimalarics es poden utilitzar a nivell
preventiu, una intervencié coneguda com a IPT (de I'anglés, intermitent preventive
treatment). Aquesta estratégia es basa en I'administraci6 de 2 o 3 dosis
terapeutiques en intervals definits, independentment de |'estat parasitologic de
I'individu. Actualment, I'OMS recomana I'Us de I'IPT amb SP en dones

4, 21 .
", Encara que I'IPT s’ha associat a un

embarassades i infants menors d’1 any
augment de les resistencies a SP, aquestes no han demostrat reduir, de moment,

.« . . .z .z N .22
I’efectivitat d’aquesta intervencid en la prevencié de la malaria **.

Davant de les limitacions de les estrategies de control citades, el
desenvolupament d’una vacuna contra la malaria es segueix presentant com la
mesura preventiva alternativa més cost-efectiva per al control de la malaltia.
Actualment, la vacuna coneguda com a RTS,S es troba en la fase Il de
desenvolupament, i ha demostrat una eficacia del 30% contra els episodis clinics i

N . 7 . i .7
del 58% contra els casos de malaria greu . La identificacié d’'una vacuna altament



efectiva requereix encara millorar el coneixement dels mecanismes immunologics i

moleculars de la infeccid per Pf.

1.2. Fisiopatologia de la malaria

1.2.1. Cicle de vida de Plasmodium falciparum

L'entrada de parasits a I'organisme huma es produeix per la picada d’un

mosquit Anopheles infectat en les seves glandules salivals. La picada diposita

centenars d’esporozoits al teixit subcutani. Estudis en models animals han permes

determinar que només un 35% d’esporozoits aconsegueix entrar al torrent sanguini
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FIGURA 2. Cicle de vida de Plasmodium

falciparum en I’hoste huma .

i arribar al fetge (FIGURA 2), mentre
que el 65% restant romanen a la pell o
infecten vasos limfatics >.  Els
esporozoits entren als hepatocits a
través de les cel-lules de Kupffer,
macrofags propis del teixit hepatic.
Dins de I’hepatocit, I'esporozoit inicia
una replicacié nuclear que culminara
amb la destruccio de la cel-lula hoste i
I'alliberament al torrent sanguini de
milers de noves formes anomenades
merozoits. Aquesta fase dura uns 7
dies i és asimptomatica.

La fase sanguinia de la infeccid,
en canvi, és la responsable de
I'aparicié dels principals simptomes
clinics. En primer lloc, els merozoits

interaccionen amb la superficie dels



eritrocits. El contacte inicial és de baixa afinitat i esta facilitat per diverses proteines
parasitaries ancorades a la membrana del merozoit a través de
glicosilfosfatidilinositol (GP1) **. El lligand MSP-1 (de I'anglés, merozoite surface
protein-1) és el més abundant, si bé encara no es coneix el seu rol excate en el
procés d’invasié. Després del contacte inicial, el parasit inicia una reorientacié
cel-lular, col-locant el seu apex en posicid6 perpendicular a la membrana de
I'eritrocit. El lligand parasitari AMA-1 (de l'anglés, apical membrane antigen-1)
sembla ser essencial per tal d’activar I'alliberament de proteines que facilitaran
'entrada a leritrocit . El procés d’invasié presenta mecanismes moleculars
redundants, ja que diverses proteines de les families EBL (de I'angles erythrocyte
binding like) i PRh (de I'anglés, reticulocyte binding homologues) tenen la capacitat

. e s e . 24, 26, 27
de desencadenar processos d’invasid similars “

. Mentre que proteines EBL
com EBA (de I'angles, erythrocyte binding antigen)-175 o EBA-140 s’uneixen a les
sialoglicoproteines A i C, respectivament, les proteines PfRh utilitzen
majoritariament mecanismes d’invasié independents d’acid sialic *’. L’existéncia de
mecanismes alternatius s’explicaria per la diversitat de receptors en la superficie
dels eritrocits o la necessitat de canviar de mecanisme per esquivar l'accié del
sistema immunologic.

Dins dels eritrocits, els merozoits inicien un procés de maduracid i
reproduccié asexual donant lloc, per aquest ordre, a trofozoits joves o anells,
trofozoits madurs i esquizonts (FIGURA 2), els quals acabaran trencant la
membrana cel-lular alliberant multiples merozoits al torrent sanguini. El conjunt del
procés intra-eritrocitic es produeix en cicles d’'unes 48 hores. Durant aquesta fase,
Pf expressa i exporta a la superficie de la cel-lula hoste diverses proteines que
modifiquen la membrana cel-lular *®, augmenten la rigidesa de la cellula * i
confereixen als eritrocits propietats adhesives a teixits de I’hoste. El procés de
maduracié i acumulacié dels eritrocits activa respostes pro-inflamatories, mentre
que la ruptura dels esquizonts allibera al medi extracel-lular molécules bioactives

. . 30 . . .7 el N e
com el GPIl i I'hemozoina ™, un producte insoluble de la metabolitzacié parasitaria

. . 31 .
de I'hemoglobina amb efectes immunosupressors “°. El GPl s’ha associat a la



inducciéd de TNF (de I'anglés, tumor necrosis factor), interleuquina (IL)-1, IL-12 o
sintetasa d’oxid nitric. Aquestes molecules podrien contribuir a la patogénesis a
través d’una excessiva resposta inflamatoria i la produccié d’oxid nitric,
respectivament *°. D’altra banda, la destruccié i la reduccié de la vida mitjana
d’eritrocits infectats contribueix directament al desenvolupament d’anemia. Tot i
aixi, aquest factor per si sol no pot explicar els baixos nivells d’hemoglobina assolits
en moltes infeccions; a més , Pf suprimeix I'activitat eritropoiética a la medul-la
ossia reduint els nivells de reticulocits i la produccié d’eritrocits madurs, un
fenomen que podria estar causat per un desequilibri en les concentracions de
citocines immuno-reguladores **.

A fi de completar el seu cicle vital, una part dels merozoits poden desviar-se
del cicle sanguini asexual i donar lloc a gametocits masculins i femenins, que seran
ingerits pels mosquits en una nova picada. Els gametocits derivaran en la produccid
de nous esporozoits dins el sistema digestiu de I’Anopheles, tancant aixi el cicle de

transmissio.

1.2.2. Citoadhesid de Plasmodium falciparum

L'acumulacié d’eritrocits infectats als teixits de I’'hoste és un dels principals
factors que contribueixen a la patologia de la malaria per Pf°. Aquestes propietats
adhesives sén caracteristiques dels eritrocits infectats per trofozoits madurs i
esquizonts, si bé s’ha proposat que podrien facilitar també el desenvolupament de
gametocits a la medul-la dssia **. Es creu que la citoadhesié és un mecanisme
desenvolupat originariament per evitar la destruccid en la melsa d’eritrocits
infectats per Plasmodium. En aquest sentit, parasits Pf aillats de pacients sense
melsa no tenen capacitat per citoadherir i, a diferencia de la resta d’individus
infectats, aquests pacients presenten trofozoits madurs en la circulacid periférica
** Tot i aixi, aquesta hipotesi funcional segueix essent tema de debat degut a que
la citoadhesid no sembla ser un mecanisme de supervivencia necessari per altres

especies com P. vivax, P. ovale o P. malariae.



Els eritrocits infectats per Pf poden adherir-se i) a les parets de I'endoteli
(FIGURA 3A), ii) a eritrocits no infectats (rosetes) *, iii) a altres eritrocits infectats a
través de plaquetes (aglutinats o clumps, FIGURA 3B) *° o iv) a cél-lules del teixit
placentari en les infeccions durant I'embaras (veure apartat 2.3.1). A més de
contribuir a l'activacié de respostes pro-inflamatories, la citoadhesid d’eritrocits
infectats obstruiria el flux sanguini provocant hipoxia, danys tissulars i, en ultima
instancia, fallada organica °. La implicacié de la citoadhesié en la patogénesi de la
malaria es reflecteix en diverses situacions: individus morts per afectacions
neurologiques solen presentar una gran quantitat de parasits en els capil-lars
cerebrals 4°, la biomassa parasitaria total acumulada en els teixits correlaciona amb
la gravetat de la infeccié *', la frequéncia de rosetes és més alta en nens amb
malaria greu *, individus amb malaria no complicada tenen més capacitat per
bloquejar la formacié de rosetes **, i la formacié d’aglutinats és més alta en casos

de malaria greu respecte casos de malaria no complicada per a un mateix nivell de

44,45

parasitéemia

FIGURA 3. A) Seccié d’endoteli cerebral amb eritrocits infectats acumulats en la
microvasculatura, tenyits amb solucié de Giemsa *. B) Aglutinats, per microscopia electronica;
les plaquetes (P) actuen com a pont d’unié entre eritrocits infectats *’. C) Protuberancies
(knobs), en la superficie d’un eritrocit infectat per Plasmodium falciparum, per microscopia

electronica *.



1.2.3. Gens var i P/EMP1

Els principals lligands parasitaris involucrats en els fendmens de citoadhesid
son les proteines de membrana de l'eritrocit PfEMP1 (de l'angles, erythrocyte
membrane protein 1) *°. PEMP1 s’ancora a la membrana a través d’una estructura
formada per diverses unitats de la proteina KHARP (de I'anglés, knob-associated
histidine-rich protein). Aquestes estructures produeixen unes protuberancies en la
membrana de I'eritrocit que reben el nom de knobs (FIGURA 3C) >,

PfEMP1 actua com a lligand dels receptors humans CD36 */, ICAM1 (de

® CR1 (de langlés, complement

I'anglés, inter-cellular adhesion molecule-1) *
receptor 1) *°, gC1gR *’, CD31 *° o CSA (de I'anglés, chondroitin sulphate A) .
Algunes d’aquestes interaccions correlacionen amb diferents formes d’adhesid: la
formacié d’aglutinats s’associa al receptor gC1gR *’; 'adhesié a CSA es ddna en els
casos de malaria placentaria >* i la formacié de rosetes esta lligada, entre d’altres,
al receptor CR1 en la superficie dels eritrocits *°. Les consequiéncies de I'adhesié a
ICAM-1 i CD36 generen més controversia, reflectint la complexitat dels mecanismes
moleculars associats a patogeénesi de la malaria **. La malaria cerebral s’ha associat
a I'adhesié a ICAM-1 ** i estudis histoldgics han mostrat una col-localitzacié entre
eritrocits infectats i ICAM-1 en els capil-lars cerebrals 54; altres treballs, pero, no
han trobat diferencies significatives en I'adhesié a ICAM-1 entre casos de malaria

> ’adhesié a CD36 en cél-lules endotel-lials és

greu i malaria no complicada
frequient en parasits procedents d’individus amb malaria no complicada *°, pero a la
vegada una mutacié en CD36 s’ha associat a un menor risc de desenvolupar anémia

. . . . 56
greu i destret respiratori en nens africans .

Les proteines PfEMP1 estan codificades per una familia de gens altament

57, 58 . s , .
. Si bé el nombre de gens var és diferent per a cada

variables anomenada var
59 . . .

soca de Pf ™, es considera que un genoma haploide consta aproximadament de 60

. . . 60

membres, la xifra corresponent al nombre de var en la soca de referencia 3D7 ™.

Tot i aquest ampli repertori, només una variant de PfEMP1 s’expressa en la



superficie d’una cél-lula infectada en un determinat cicle asexual ®'. El parasit té la
capacitat de canviar la proteina expressada en superficie en un procés conegut
com a variacié antigénica. El canvi en l'antigenicitat és un dels mecanismes
principals pel quals diversos patogens escapen de la immunitat de I'hoste .
Encara que els eritrocits no expressen el complex major d’histocompatibilitat
necessari per al reconeixement de cel-lules T, els antigens de superficie sén
facilment accessibles als anticossos durant periodes de temps relativament llargs.
Aixi doncs, en preséncia d'immunitat especifica contra una variant PfEMP1, el

canvi d’expressid a una nova variant permet als parasits escapar de la resposta

immunologica, adquirir noves especificitats adhesives i expandir-se selectivament

9,58

Estructura i polimorfisme dels gens var i P/EMP1

® Els

PfEMP1 és una proteina d’alt pes molecular, d’entre 200-350 KDa
gens var, per la seva banda, consten de 6-13 kilobases (Kb) de llargada i presenten
una estructura de dos exons . L'exé 1 és llarg (3.5-9 Kb), altament polimorfic, i
codifica per la regid extracel-lular de PfEMP1. Aquesta regidé esta formada
principalment per dominis d’adhesié DBL (de I'angles, Duffy binding like) i CIDR (de
I"angles, cysteine interdomain rich protein), a més del segment NTS (de I'anglés, N-
terminal segment; FIGURA 4) ® L’exd 2, en canvi, té 1-1.3 Kb i codifica per la regid

citoplasmatica altament conservada coneguda com a ATS (de l'anglés, acidic

terminal sequence), que ancora PfEMP1 als knobs.

Els dominis d’adhesiéo DBL es poden agrupar en 5 grups principals segons la
seva similitud de sequéncia (a, B, v, 5, €) **, més un sisé grup anomenat DBLX present
només en el gen var var2csa (veure apartat 2.3.2) *°. S’han descrit dos subgrups de
dominis DBLa (a i a1) que varien en el nimero de cisteines i residus hidrofobics *’. Els

CIDR, per la seva banda, es classifiquen en a, Biy **.
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FIGURA 4. Estructura dels gens var i P/EMP1. Es mostren 3 exemples d’arquitectures de

dominis P/EMP1. Adaptat de Kraemer et al. ®* i Scherf et al. ®.

Tot i que el genoma de 3D7 presenta només 17 combinacions possibles de
dominis per als seus 60 PfEMP1 ®, un analisi comparatiu dels repertoris var en 3
genomes diferents (soques 3D7, HB3 i IT4/FCR3) ja va elevar fins a 31 el nombre
d’arquitectures possibles *°. A aquesta diversitat estructural cal sumar-li I'alta
diversitat a nivell de sequiéncia primaria, ja que la majoria de gens var de 3D7, HB3
i IT4/FCR3 presenten una similitud de seqliéncia global d’aminoacids per sota del
50% >°. De fet, només ortolegs dels gens var amb arquitectures conegudes com a
tipus 3 (FIGURA 4), tipus 13 (correponent a var2csa) i tipus 17 (corresponent al gen
varlcsa), es poden identificar com a tals en tots els genomes de Pf *®. Deixant de
banda els dominis DBL de var2csa, DBLa és el domini d’adhesiéo amb el grau mes
alt de conservacid, amb una similitud mitjana a nivell de seqliencia primaria
estimada entre el 45-50% ®°. Tot i aixi, el poc solapament dels repertoris var entre
parasits de zones geografiques diferents fa que, a escala global, la diversitat var
sigui presumiblement immensa "°. La font de diversitat del repertori var rau
principalment en I'alta freqiiencia de recombinacio dels diferents membres de la

familia i a la seva organitzacié cromosomica.



Classificacio dels gens var

Els gens var estan distribuits per diversos cromosomes del parasit, tant
propers a regions subtelomeriques com en regions centrals %, L’organitzacio
cromosomica coincideix amb la presencia de diferents promotors en I'extrem 5’
anomenats ups. En general, els gens telomerics que es transcriuen en direccié al
telomer tenen promotors upsA, upsD o upsE; els gens en extrems cromosomics
gue es transcriuen en direccio al centromer comparteixen un upsB; mentre que els
gens de zones internes tenen promotors upsC ’'. Els gens amb upsA sén
marcadament diferents a nivell de seqliencia respecte els que presenten upsB i C
>° |a qual cosa suggereix que els processos de recombinacié es restringeixen a gens
propers i que tenen caracteristiques comunes >°.

A partir d’aquestes caracteristiques, els gens var del parasit de referencia
3D7 s’han dividit en 5 grups principals (A, B, C, D i E) i 2 grups intermedis (BA i BC)
"' El grup A en 3D7 consta de 10 gens amb promotors upsA. Generalment sén gens
llargs, de 6 a 9 dominis i amb DBLa de classe a; "*. Els grup B i C estan formats per
22 i 13 gens, respectivament. Tant B com C solen presentar una estructura de 4
dominis, encara que amb nombroses excepcions. Els grups D i E estan formats per
un Unic membre en 3D7 i que correspon a varlcsa i var2csa, respectivament. La
resta de gens var (BA i BC) tenen promotors upsB pero presenten caracteristiques
intermedies: 4 gens amb una estructura de més de 4 dominis pertanyen al grup
BA, mentre que 9 gens localitzats prop del centromer pertanyen al grup BC.

Descriure el repertori de gens var en tota la seva extensié a escala global
requeriria de [l'analisi d’'un nombre massa gran de parasits. Aquestes
classificacions, per tant, faciliten I’execucié i interpretacié d’estudis sobre PfEMP1
en qualsevol poblacié de Pf, ja que els diferents grups correlacionen amb

caracteristiques funcionals diferents.



Regulacié dels gens var durant el cicle asexual de Plasmodium falciparum

L'expressid de gens var esta controlada al llarg del cicle asexual. El nivell
més alt de transcripcid var es déna en anells i posteriorment decau fins a aturar-se
completament en els esquizonts. S’ha proposat que un Unic parasit transcriu
multiples gens var complets i incomplets en I'estadi d’anells i que tots excepte un
es silencien en els trofozoits madurs, resultant en I'expressié d’un Unic P/EMP1 en
superficie 2. Altres estudis, en canvi, suggereixen que parasits individuals
transcriuen un sol gen var complet tant en anells com trofozoits madurs i que la

<. . . .. .. 73, 74
presencia de transcrits incomplets és infreqlent

En qualsevol cas, esta
ampliament acceptat que fins i tot en I'escenari d’una transcripcié promiscua de
gens var en alguna fase del cicle, I'expressié d’un gen domina respecte la resta en
cada moment.

La regulacid de I'expressié monoal-leélica dels gens var es déna a l'inici de la
transcripcié. A nivell d’elements de control genétics, s’ha proposat que l'intré
actuaria com a promotor intern i que la transcripcié del fragment 3’ del gen
silenciaria el promotor ups ’°; aquest mecanisme perd no ha estat confirmat en
d’altres estudis “®. Els mecanismes de control epigenétics semblen ser doncs els
principals reguladors de I'expressid dels gens var, tal i com passa en altres families
de gens variants de Pf *. La metilacié de la lisina 4 en I'histona H3 (H3K4) i

g . . ., .., 77,78
I’acetilacio de H3K9 estan lligades a I'activacié de la transcripcio

, mentre que
la trimetilacié de H3K9 actuaria com a repressor estable de I'expressié de upsA-E
7. Donades aquestes associacions és important el paper que poden jugar les
molecules que catalitzen les modificacions d’histones. Els enzims PfSir2A i PfSir2B
son histones deacetilases que silencien I'expressié de gens var actuant directament
sobre els promotors "°. PfSir2A sembla ser més important en el silenciament de
upsA i C, mentre que PfSirB participa principalment en la repressié de upsB ”°.

La dinamica del procés pel qual tota una poblacié de parasits expressa un

mateix gen var i el canvi del gen dominant al llarg de la infeccié no es coneix amb

detall. El canvi d’expressié d’un gen a un altre en una cel-lula individual es coneix



com a switching. En absencia de pressio selectiva la taxa mitjana de switching s’ha

. ., 80 _. , . . . 81
estimat en el 2% per generacid ~, si bé pot arribar al 16% en infeccions naturals ~".
Els processos de switching seguirien un comportament jerarquic, modulat per la

immunitat adquirida ** ®

. Diferents grups de gens var tindrien, a més, taxes de
switching diferents per tal de d’evitar exhaurir rapidament tot I’'arsenal de variants;
s’ha proposat que els gens centrals upsC tindrien una expressido més estable,

. . . , \ . 83,84
mentre que la taxa de switching seria més alta en gens subtelomerics ™ ™.

Gens var, PfEMP1 i patogénesi

Entendre la correlacié entre I'expressié de determinats grups var, els perfils
d’adhesié dels parasits i les presentacions cliniques de malaria és essencial per a
desenvolupar intervencions que puguin interferir en les interaccions lligand-
receptor. La FIGURA 5 resumeix les principals associacions establertes fins al
moment.

La transcripcio de gens var del grup A s’ha associat al desenvolupament de
malaria greu ®® i malaria simptomatica *° (FIGURA 5). En el cas de la malaria greu,
I'expressio del subgrup de gens A amb dominis DBLa; de baix contingut en

85, 88, 91, 92

cisteines és particularment rellevant en la formacié de rosetes . Els gens

del grup C, per la seva banda, s’han associat tradicionalment a les infeccions

85,90, 93

asimptomatiques . A diferencia del grup A, la majoria de membres dels grups

B i C tenen afinitat per CD36 ***

, un fenotip d’adhesié comu en casos de malaria
no complicada (FIGURA 5). No obstant, la figura global sembla ser més complexa.
La transcripcié de gens amb promotors upsB també s’ha associat a malaria greu **
i recentment s’han identificat pacients amb malaria cerebral que sobre-
expressen gens del grup C en comparacié amb altres grups var * Tant B com C

poden contenir dominis DBLB-C2 necessaris per a la interaccié amb ICAM-1 ** ¢, |

a
qual cosa concordaria amb I'expressié de C en casos de malaria greu. En ultim lloc,
dos estudis han identificat dominis DBLa de 4 cisteines (propis de B i C) implicats

.z 97 . .z . . .. 98
en la formacié de rosetes °’ i en 'acumulacié de parasits a diversos teixits .
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FIGURA 5. Correspondéncia entre diferents grups var, dominis PfEMP1, fenotips d’adhesio i
presentacions cliniques. Les linies continues indiquen associacions solides, mentre que les

linies de punts indiquen associacions que necessiten ser validades. Adaptat de Kraemer et al.
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1.3. Immunitat contra la malaria

En zones d’elevada transmissié els casos de malaria clinica es concentren en
nens petits i, a mesura que augmenta |'edat, s’observa una reduccié del nombre
d’episodis clinics seguida d’una disminucié de la prevalenca d’infeccié (FIGURES 6A
i 6B, respectivament). Aquestes observacions epidemiologiques suggereixen que la
proteccid contra la malaria depén d’una adquisicid progressiva d’'immunitat. Tot i
aixi, la immunitat contra Pf no és completament esterilitzant, és a dir, molts

individus adults que segueixen exposats a la infeccid presenten parasits en sang tot



i ser asimptomatics . Per tant, la immunitat clinica es desenvoluparia més

N . e N e . . . oy .99
facilment i rapida que la immunitat antiparasitaria ™.
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FIGURA 6. Index d’immunitat en la poblacié. A) Casos de malaria clinica en nens a Manhica
(Mogambic), en funcié de I'edat. Les dades indiquen el % de casos de malaria sobre el total de
visites a les consultes externes de I'Hospital Distrital de Manhica. Adaptat de Guinovart et al.
190 B) prevalenca d’infeccié per Plasmodium falciparum (linia vermella) i densitat de parasits

(Iinia de punts) en la poblacié de Manhica, en funcié de I'edat. Adaptat de Mayor et al. ***.

Existeixen dues hipotesis complementaries sobre els factors que determinen

s g . 102, 103 L . . . .
I"adquisicié d’'immunitat . La hipotesi més generalitzada suggereix que la
immunitat contra malaria és especifica de soca. En aquest suposit, seria I'adquisicid

d’un repertori de respostes especifiques el que conferiria immunitat clinica a



I’'hoste. Aquesta hipotesi podria explicar algunes observacions immunologiques
recents: infeccions experimentals en adults europeus confereixen proteccié contra

104
;en

noves infeccions amb la mateixa soca 2 anys després de la infeccid inicial
canvi, nens que han viscut en zones endémiques durant la infancia no
aconsegueixen desenvolupar una immunitat efectiva, ja que estan exposats a una
poblacié de parasits diversa. No obstant aix0, no es pot excloure que els adults amb
un sistema immune consolidat tinguin més capacitat per desenvolupar una
resposta eficient en comparacido amb els nens que tenen un sistema immune

. . .. .. . \ 103
immadur i condicionat per exposicions continuades a patogens

La segona
hipotesi suggereix doncs que la maduracio del sistema immune amb I'edat sumada
a una exposicio repetida a Pf seria el determinant de la proteccié contra la malaria,

i que la resposta immunologica es podria desenvolupar al cap de poques infeccions

105

1.3.1. Mecanismes efectors de la resposta immunitaria contra Pf

Des dels anys 60 es coneix que els anticossos son un dels principals
mecanismes efectors de la immunitat contra malaria. Experiments de transferencia
de plasma d’adults immunes a pacients amb malaria greu aconseguien reduir la
densitat de parasits en aquest segon grup "°°. Avui perd, esta generalment acceptat
gue una immunitat efectiva requereix respostes humorals i respostes cel-lulars, les

. 99, 107
quals han d’estar estrictament regulades ™ .

Respostes humorals

Les principals dianes de la resposta humoral contra malaria inclouen els
antigens del merozoit '® i els antigens expressats en la superficie d’eritrocits
infectats per Pf'*, a més de molécules com GPI o hemozoina *°. Immunoglobulines
(Ig) G contra antigens del merozoit podrien actuar bloquejant la invasié dels

110

eritrocits o opsonitzant els parasits per a ser fagocitats posteriorment . Entre les



dianes d’anticossos inhibidors de la invasié destaquen MSP-1 !, EBA-175 '** i
AMA-1 ', Per altra banda, la incapacitat per reconeixer antigens de superficie
d’eritrocits infectats com PfEMP1 és un indicador de la susceptibilitat a episodis de
malaria clinica en nens africans ™. En aquest cas, les immunoglobulines actuarien
mitjancant opsonitzacié i fagocitosi de la cel-lula infectada, o bloquejant la

. . .. . . . . . ., . 107
citoadhesio al teixit vascular i la inflamacié derivada de I’activacio endotelial ~".

El paper dels anticossos contra antigens en la superficie dels eritrocits s’ha
estudiat sobretot en el context de la malaria greu. En zones d’alta transmissio, la
malaria greu es concentra en nens menors de 5 anys i la prevalenga disminueix

115 el .
. Els eritrocits

amb l'edat abans que la prevalenga de malaria no complicada
infectats per Pf aillats de nens amb malaria greu sén reconeguts amb més
freqliencia per anticossos d’altres individus en comparacié amb els eritrocits

. . . . 42,116
infectats de pacients amb malaria no complicada

. En conjunt, aquestes dades
suggereixen que poques infeccions soén suficients per adquirir immunitat contra
malaria greu, i que els PFEMP1 expressats en aquestes infeccions podrien constituir
un repertori limitat de variants i/o presentar epitops comuns. La identificacid
d’elements PfEMP1 que generin una resposta protectora amb reactivitat creuada
podria constituir la base d’una vacuna especifica per la malaria greu. Uns dels
principals candidats a contenir aquests epitops sén els PfEMP1 del grup A.
L’expressié del grup A s’ha associat a casos de malaria complicada ¥ i és també
més frequient en nens petits i en nens amb baixos nivells d’immunitat ¥. A més,
s’ha descrit que els individus de zones endémiques adquireixen anticossos contra

dominis DBL i CIDR dels grups A i BA abans que anticossos contra els grups B i C 1.

18 Tot i aixi, encara no s’han aconseguit identificar els elements moleculars de
PfEMP1 que confereixen una restriccid funcional als parasits en casos de malaria
greu, i és possible que altres gens var també estiguin implicats en aquests
processos (veure apartat 1.2.2).

Alguns estudis ja han realitzat immunitzacions amb PfEMP1 en models

animals, mostrant que dominis recombinants DBLa poden generar anticossos
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funcionals que reconeguin soques heterologues en alguns casos perdo no en
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d’altres . De manera similar, dominis CIDR amb afinitat per CD36 han pogut

12

induir anticossos amb reactivitat creuada limitada en ratolins perd no en

primats 122

Respostes cel-lulars

A diferéncia de les respostes dependents d’anticossos, els mecanismes de la
immunitat cel-lular en malaria es coneixen poc. Dos estudis basats en vacunacions
experimentals de voluntaris no immunes han demostrat que cel-lules T CD4+ i CD8+

i citocines pro-inflamatories com interferd (IFN)y i IL-2 sén marcadors de proteccié

104, 123

en posteriors re-infeccions . Altres citocines com IL-12 o TNF s’han associat

124, 125

també al control de la infeccié per Pf . Tot i aixi, un excés en la produccio de

citocines pro-inflamatories pot danyar els teixits, augmentar I'expressié de

126

receptors endotelials i, en conseqiiéncia, la citoadhesié de Pf **°. Es per aquest

motiu que la regulacié de la resposta inflamatoria per molécules com IL-10 o TGF-B
(de I'angles, tumor growth factor) és important en la prevencié de complicacions

;. . . ., 127,128
cliniques degudes a la resposta del propi hoste a la infeccid .



2.1. Epidemiologia i clinica de la malaria durant I’'embaras

Les dones adultes que viuen en zones endémiques de malaria adquireixen
un cert grau d’'immunitat contra la malaria amb I'edat, pero el risc d’infeccié i de
complicacions cliniques greus augmenten durant I’'embaras, especialment en dones
primipares '*°. Segons estimacions de I’any 2007, cada any es produeixen uns 85
milions d’embarassos en zones on existeix transmissid de Pf, dels quals 30 milions

30 . g . .
. Una revisié d’estudis realitzats entre els anys

(54%) es donen en paisos africans *
1980 i 2000 en diversos paisos endemics va estimar que la prevalenca d’infeccié
per Pf en dones embarassades es situava en el 27.8% **'. La major part d’aquestes
infeccions es caracteritzen per presentar una quantitat abundant de parasits
acumulats a la placenta, el principal fenomen associat als efectes adversos de la

N ~ 132
malaria en 'embaras ~—°.

2.1.1. Presentacions cliniques de la malaria durant I’embaras

Moltes de les infeccions per Pf durant I'embaras en zones d’alta transmissio
son asimptomatiques. Tot i aixi, s’"ha descrit que aproximadament un 27% de les
dones que acudeixen a consultes prenatals poden presentar parasits Pf
acompanyats d’algun simptoma clinic lleu ***. La principal complicacié clinica de la
malaria en les mares és 'anémia. L’etiologia de 'anémia en I'embaras a I’Africa
Sud-Sahariana és complexa, i es pot atribuir també a deficiencies nutricionals i
infeccions per helmints o HIV independentment de la malaria. Tot i aixi, la malaria
podria ser responsable d’'un 26% del total de casos d’anémia greu durant la

134

gestacio . Altres simptomes caracteristics de malaria greu poden afectar també



les dones embarassades, si bé es solen limitar a zones de transmissié baixa i

. 134
inestable ~.

Els efectes adversos més importants de la infeccid per Pf durant 'embaras
recauen sobre el fetus i el nounat. La infeccid de la placenta per Pf contribueix a la

135, 136

restriccid del creixement intrauteri i a parts prematurs , dues de les causes de

137

baix pes al naixement (i.e. pes <2500 g) . El baix pes degut a malaria provoca

134 . / ..
, i és més frequent en

entre 62.000 i 363.000 morts anuals només a I'Africa
primipares i en dones HIV positives °. D’altra banda, els fills nascuts de dones amb
infecci6 a la placenta tenen també un major risc d’infeccié ™, malaria clinica **° i

140

mort ~ durant els primers 2 anys de vida.

2.1.2. Estrategies de control i prevencio de la malaria durant I’embaras

L'OMS ha desenvolupat una série de recomanacions per al control de la
malaria en 'embaras a I’Africa Sud-Sahariana que inclouen el tractament rapid i
efectiu dels casos de malaria clinica, la prevencid de la infeccid mitjangant I'is de

mosquiteres impregnades amb insecticida i I'administracié d’IPT durant I'embaras.

Els tractaments que es poden utilitzar en el periode de gestacid estan
limitats per la manca d’informacié sobre la seguretat i efectes adversos de molts
farmacs durant I'embaras. El tractament de les infeccions durant el primer
trimestre es basa en I'administracid de quinina, mentre que els ACT només es
recomanen en abséncia de tractament alternatiu . A partir del segon trimestre la
malaria es pot tractar amb ACT, cloroquina o SP en els casos de malaria no
complicada, i quinina per via parenteral en casos de malaria greu . Altres
antimalarics comuns com la doxiciclina estan contraindicats.

L'administracié d’IPT sumada a I'ds de mosquiteres impregnades amb
insecticida és actualment una recomanacié de la majoria de sistemes nacionals de

. . \ . . 4 . . N
salut de paisos africans endemics de malaria . L'IPT redueix el risc de malaria



clinica ***, baix pes al naixement ***, anémia greu '* i mort neonatal *, tot i que és
possible que el simple Us regular de mosquiteres ja tingui un impacte prou
important en la reduccié dels efectes adversos de la malaria ***. Actualment I'SP és
I"dnic farmac que s’administra en aquest context, amb un minim de dues dosis a
partir del segon trimestre i separades per un interval minim d’un mes '**, mentre
s’espera l'avaluaci6 de tractaments alternatius com els basats en I'Us de

mefloquina.

2.2. Susceptibilitat materna a la malaria

L'augment del risc de malaria durant 'embaras es deu probablement a una
suma de factors que van des de particularitats antigéniques dels parasits (apartat
2.3.2) fins a factors intrinsecs de I'hoste i I'embaras per se. Fins i tot s’"ha proposat
que canvis fisiologics com una major taxa respiratoria o un augment del flux
sanguini a la pell, sumats a algunes pautes de comportament, podrien arribar a
duplicar el nombre de picades infectives durant I'embaras en comparacid amb
altres individus **°.

Deixant de banda les caracteristiques moleculars dels parasits, que es
discutiran més endavant, alguns dels principals determinants de I'augment de la

susceptibilitat a malaria durant I'embaras sén:

2.2.1. Paritat i edat

En arees d’alta transmissié la susceptibilitat a malaria clinica presenta un

patré dependent de paritat, essent el risc més alt en el primer embaras i decreixent
. 129 \ . . .

en embarassos successius ~~, mentre que aquesta tendéncia es dilueix en zones

N . . .. 147
d’endémia baixa i inestable

. En termes parasitologics, les primipares s’infecten
amb més frequiencia i presenten densitats parasitaries més altes que les dones amb

més d’un embaras previ (FIGURA 7A).



Encara que la paritat i I'edat sén factors fortament relacionats, alguns
estudis han suggerit que I'edat seria un factor igualment determinant del risc
d’infeccid, de manera que per un mateix nombre d’embarassos previs les dones

més joves serien més susceptibles a la infeccié que les dones més grans (FIGURA

7 B) 149, 150'
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FIGURA 7. Prevalenca d’infeccié per Plasmodium faciparum en dones embarassades en el
moment del part a Manhica (Mogambic). A) Prevalenca d’infeccié en funcié de la paritat. B)
Prevalenca d’infeccié en funcié de lI'edat de les mares. La infeccié es va definir com Ia

preséncia de parasits en estadis asexuals per microscopia (sang periferica) o histologia

(placenta). Adaptat de Serra-Casas et al. **%.

2.2.2. Periode de ’embaras

La susceptibilitat a malaria és més alta al comencament de I'’embaras, essent

la prevalenga d’infeccid maxima entre el primer i el segon trimestre i decreixent

129, 151

fins al moment del part . El periode en que es produeix la infeccié podria

contribuir de forma diferent als efectes adversos de la malaria: infeccions en el

. . . . . , 152
primer trimestre s’han associat amb retard en el creixement intrauteri

i una
.z 153 . . . . .
reduccio en el pes dels nounats ~, infeccions en el segon trimestre impliquen un

. . . 154 . . . S . .
major risc de baix pes i infeccions en I'Gltim trimestre s’han associat a parts



152 T . . P P
prematurs . La susceptibilitat materna no es restringeix només al periode de
gestacid sind que, en zones d’alta transmissio, el risc de malaria augmenta en el

N . 155
postpart respecte altres fases de I'embaras i respecte dones no embarassades ~”.

2.2.3. Canvis immunologics i hormonals associats a I’embaras

Durant I'embaras 'organisme experimenta un conjunt de canvis destinats
principalment a generar un estat immunologic que eviti el rebuig del fetus. De
manera general, aquest fenomen es caracteritza per una depressié de les
respostes immunologiques pro-inflamatories de tipus Th1 en favor de les respostes
Th2 promotores de la produccié d’anticossos °. Aquesta immuno-modulacié
podria canviar els mecanismes de resposta durant I’'embaras i explicar el major risc
d’infeccié per virus ™7, parasits " i altres patogens °. Actualment es creu perd
que el paradigma Th1/Th2 és més complex, ja que s’ha vist que les respostes pro-
inflamatories sdn necessaries durant la implantacio inicial i la fase immediatament
prévia al part *°, quedant la fase anti-inflamatoria restringida al periode comprés
entre el primer i I'dltim mes de gestacio.

La polaritzacié cap a una resposta Th2 esta facilitada per citocines,
hormones, factors de creixement i altres immunosupressors que actuen com a

160
. En el cas de les hormones,

factors reguladors del sistema immunologic matern
el cortisol i la progesterona inhibeixen I'activitat de macrofags i cél-lules T i
promouen |'expressié de citocines Th2, mentre que la prolactina s’ha associat a
una estimulacié general del sistema immunologic. Alteracions en els nivells
d’aquestes hormones poden augmentar el risc d’infeccié per malaria en dones
. , 161 . e . . N . N .
primipares ~, si bé altres estudis han proposat que seria la presencia de parasits el

. .y . 162
gue provocaria una alteracio dels perfils hormonals —*.



2.2.4. HIV

Un dels principals factors que podrien incidir considerablement en Ia
susceptibilitat materna a la malaria és I'augment de la prevalenga d’HIV a nivell
global i, especialment, a I’Africa Sud-Sahariana. A I'area de Manhica, la prevalenca
d’HIV en dones en edat reproductiva ha crescut des del 20% el 2003 fins al 49% el
2008 '®. Segons I'OMS, es produeixen anualment 1 milié d’embarassos amb
complicacions derivades de la co-infeccié entre HIV i malaria. S’estima que una
prevalenca d’HIV d’entre el 10% i el 40% pot augmentar la incidéncia de malaria
entre un 5.5% i un 19%, respectivament, i que la malaria en dones HIV positives

164

pot duplicar la carrega viral D’altra banda, I'HIV redueix I'eficacia dels

antimalarics i en complica la seva administracié per les potencials interaccions

N 164
entre farmacs ~ .

2.2.5. Factors genétics

Els estudis sobre susceptibilitat genética a la malaria s’han focalitzat
principalment en la malaria greu en nens petits. Tot i aix0, dos estudis han
identificat polimorfismes en la fucosiltransferasa-9 i en el receptor d’IL-7 associats
a la infeccié placentaria en dones mocambiqueses **. No es coneix quin és el paper

qgue podrien jugar aquests gens en la malaria durant I’'embaras.

2.3. Fisiopatologia de la malaria durant I'’embaras

2.3.1. Citoadhesio i inflamacio a la placenta

Els eritrocits infectats per formes madures de Pf s’acumulen en els espais

166

intervellosos de la placenta . L’adhesid a la placenta inicia una cascada molecular

caracteritzada per la produccié de citocines pro-inflamatories que, si bé es pot



interpretar com un intent de control de la infeccid, també contribueix als efectes

adversos relacionats amb el desenvolupament fetal. En concret, la infeccié de la

167-170

placenta augmenta els nivells de TNF, IFNy o IL-2 , molécules que provoquen

171

avortaments en models murins ~'~. En dones malawianes el TNF s’ha associat a

altes densitats parasitaries, simptomes febrils i naixement de nadons amb baix pes
70 La produccié de citocines i quimiocines pro-inflamatories atrau a I'espai
intervellés una poblacié mixta de cel-lules inflamatories com mondcits i macrofags
135169, 170 1 3 preseéncia de cel-lules mononuclears esta lligada a les infeccions
placentaries actives i podria contribuir a I’eliminacié dels parasits i al control de la
infeccid, encara que també podria dificultar lintercanvi de nutrients per

135

interferencia en el flux sanguini matern *°; en aquest sentit, les infiltracions

cel-lulars massives en dones tanzanes s’han associat al baix pes al naixement % 2.
L’augment de TNF i dels infiltrats cel-lulars de monocits també poden contribuir al
desenvolupament d’anémia greu ®® 7% "acumulacié de mondcits provocaria un
estat d’estrés oxidatiu que contribuiria a la destruccié d’eritrocits, mentre que TNF
podria participar en el procés d’inhibicié de 'eritropoesi *'>.

Per altra banda, la infeccid placentaria pot induir un augment dels nivells de
IL-10, una citocina amb funcions immuno-reguladores. Aquesta molecula actuaria

167, 169

com a mecanisme de control d’una resposta inflamatoria excessiva , limitant

els efectes adversos de la resposta cel-lular.

2.3.2. Bases moleculars de la citoadhesio a la placenta

La descripcid dels mecanismes moleculars que participen en la interaccié
entre els eritrocits infectats i el teixit placentari es va iniciar amb la caracteritzacid
del receptor huma implicat en aquest fenomen. Assajos d’adhesié in vitro amb
diversos receptors extracel-lulars va permetre observar que els parasits placentaris
s’unien a sulfat de condroitina A (CSA) amb una intensitat molt major que parasits
d’altres individus, i que l'addici6 de CSA soluble inhibia I'adhesié de forma

,re 52
especifica ™.



Glicosaminoglicans a la placenta

Els sulfats de condroitina (CS) sén un dels principals components de la matriu
extracel-lular. Les seves funcions varien segons el tipus de CS, pero de forma
general contribueixen a mantenir I'estructura dels teixits i a regular processos
de creixement, diferenciacid i senyalitzacié cel-lular. A nivell molecular, sén
glicosaminoglicans sulfatats constituits per repeticions de disacarids formats

17

per N-acetil-galactosamina i acid glucuronic . En funcié de la posicié del

carboni sulfatat existeixen diversos tipus de CS. CSA esta sulfatat en el carboni
4 de I’N-acetil-galactosamina i per aquest motiu es coneix també com a C4S,
mentre que altres tipus com el sulfat de condroitina C (CSC) estan sulfatats en
la posicié 6. Tot i la similitud amb CSA, CSC no s’uneix a parasits placentaris .
Els CS acostumen a trobar-se units a proteines en la superficie vascular,
formant proteoglicans anomenats CSPG (de I'anglés, chondroitin sulphate

175

proteoglycans) ~”°. Un dels CSPG més descrits és el constituit per la unié de CSA

a la trombomodulina, present en els sinciciotrofoblasts. Tot i aixi, només un 10-
20% de les molecules de trombomodulina es troben en forma de CSPG i

I’acumulacié d’eritrocits sembla focalitzar-se en els espais intervellosos més

176

que en la superficie dels sinciciotrofoblasts “*°. En els espais intervellosos

abunda un CSPG caracteritzat per un grau de sulfatacié molt baix, amb només

176

un 8% del total de disacarids sulfatats en C4 . Els disacarids sulfatats

s’agrupen en subdominis que concentren fins a un 20-28% de residus sulfat i

que optimitzen la capacitat d’unié dels eritrocits infectats ‘"’

. Aquestes
caracteristiques estructurals dels CSPG placentaris podrien ser un dels factors
que expliqués I'adhesio preferencial de Pf a la placenta tot i la preséncia de CSA

178
. La placenta

en proteoglicans d’altres teixits com el pulmé o el cervell
també conté altres glicosaminoglicans que s’han associat a I'adhesié de Pf, com
I"acid hialuronic (HA) 7. Tot i aixi, 'adhesié a HA no s’ha reproduit en altres
estudis *® i en qualsevol cas, tal i com passa amb els CSPG de trombomodulina,
la quantitat d’HA en els espais intervellosos seria excessivament baixa per jugar

.. » . 176,180
un paper rellevant en la malaria placentaria .



var2csa/VAR2CSA

La identificacié de PfFEMP1 com la molecula responsable de la citoadhesié
de Pfa CD36 o ICAM-1 **" implicava que aquest lligand podia ser també el principal
candidat per a la interacci6 amb CSA. La disminucié del risc d’infeccid en
embarassos successius suggeria una rapida adquisici6 d'immunitat contra els
antigens de superficie dels parasits placentaris i, per tant, I'existencia d’una
proteina inusualment conservada en el context de PfEMP1. Dos estudis diferents
amb parasits seleccionats per adherir CSA in vitro van identificar els DBLy dels gens
varlcsa (soca FCR3) i CS2var (soca CS2) com els dominis candidats a facilitar

182, 183

I"'adhesio al receptor . varlcsa és un gen altament conservat present en tots

els repertoris var. Tot i aixi, s’Tha demostrat que varlcsa i) s’expressa tant en

184, 185

parasits placentaris com en parasits d’altres origens , i) no correlaciona amb

un perfil d’adhesié concret *®, iii) el seu knock-out pot recuperar el fenotip d’unié

187

a CSA i iv) la seva transcripcid no es correspon amb la variant PfEMP1
., . 184 A
expressada en superficie . CS2var, per la seva banda, no esta conservat entre
H 188 . . . .y .
diferents genomes i el seu nivell de transcripcié tampoc correlaciona amb el

fenotip d’unié a CSA **°

. Si bé és cert que anticossos generats contra DBLy de
varlcsa *° i €S2var ' reconeixen parasits seleccionats per adherir CSA, aquest
reconeixement també podria ser degut a la reactivitat creuada amb altres dominis
PFEMP1 "*” ™! o fins i tot a la unié inespecifica d’immunoglobulines naturals "%
L'altre membre altament conservat de la familia var és el gen del grup E
var2csa. L’absencia de dominis DBLa en var2csa havia dificultat la seva
identificacio degut a que la majoria d’estudis previs utilitzaven oligonucleotids

degenerats contra DBLa 193

. La seqlienciacié del genoma de Pf i la descripcid dels
dominis DBLX de var2csa van contribuir a identificar var2csa com a |'Unic gen
altament transcrit en soques de laboratori seleccionades per unir-se a CSA aixi com
en aillats placentaris de dones ghaneses ***. Aquest perfil de transcripcié s’ha
reproduit posteriorment en altres linies de laboratori que s’uneixen a CSA ™ i en

s . » . 185, 196-
parasits procedents de dones embarassades de Senegal, Malawi i Tanzania
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, perd0 no en parasits procedents de persones no embarassades La
transcripcid de var2csa correlaciona amb un major reconeixement de parasits per
anticossos materns, un indicador de la presencia de VAR2CSA en la superficie
d’aquests eritrocits . L’evidéncia directa del paper d’aquesta proteina en la unié
a CSA es va demostrar en parasits knock-out per var2csa, els quals son incapagos
de recuperar el fenotip d’unié al receptor *®. Posteriorment, un estudi protedmic
va identificar péptids de VAR2CSA en les membranes de parasits placentaris *** i,
en ultim lloc, anticossos generats contra dominis VAR2CSA recombinants van

\ . . . . 202
reconeixer especificament aillats placentaris de Pf “~.

Seleccid de I'’expressio de var2csa

var2csa no s’expressa en infeccions per Pf fora de I’embaras. Aixi doncs, que
determina que un gen var habitualment silenciat es converteixi en el gen var
predominant en dones embarassades? En dones primipares adultes i semi-
immunes contra Pf, la presencia de la placenta suposa per al parasit la possibilitat
d’establir-se en un nou organ. Seria plausible que els receptors placentaris
seleccionessin aquells fenotips (VAR2CSA) que circulen en la poblacié de parasits
en nombres molt petits, encara que aixd implicaria assumir la preséncia en la
circulacié sanguinia de trofozoits amb capacitat per citoadherir.

Una alternativa a la hipotesi de la seleccid placentaria seria la induccid
directa de l'expressid de var2csa per part de factors de I'hoste especifics de
I’embaras. La particularitat del promotor de var2csa (upsE) i els importants canvis
fisiologics associats a la gestacid possibilitarien I'existéencia d’un mecanisme de
regulacié transcripcional especific. Només un estudi ha avaluat si I'exposicid in
vitro de Pf a factors hormonals caracteristics de I'embaras induia algun canvi
significatiu en el perfil transcripcional dels parasits, sense observar cap efecte

destacat °%,

En canvi, I'expressié de VAR2CSA podria estar regulada a nivell
traduccional. L’activacié d’una regié ORF (de I'anglés, open reading frame) situada

en 5’ del promotor upsE inhibeix la traduccié de 'RNA de var2csa ***. La preséncia



de transcrits var2csa a nivells baixos podria ser habitual en tots els parasits, i
només aquells que tinguin aquest mecanisme inactiu i puguin expressar la proteina
VAR2CSA s’expandirien per seleccid placentaria. Aquest hipotetic mecanisme
permetria, a més, minimitzar I'exposicio6 de VAR2CSA al sistema immunologic

durant els processos de variacio antigenica fora de I'embaras.

Estructura i polimorfisme de var2csa/VAR2CSA

VAR2CSA és una de les proteines P/EMP1 més grans, amb aproximadament
350 KDa. L’estructura de VAR2CSA és diferent de la resta de PfEMP1 i comu per a
totes les soques de parasits (FIGURA 8). Es caracteritza per presentar 3 dominis
DBLX (DBLX1-3) en I'extrem N-terminal, i 3 DBLe (DBLg4-6) en C-terminal, a més
d’una regio entre DBL2X i DBL3X homologa a CIDR anomenada interdomini 2. A
nivell de seqliéncia primaria var2csa és molt més conservat que la resta dels gens
var i fins i tot n’existeix un ortoleg en Plasmodium reichenowi, I'espécie de
Plasmodium que infecta ximpanzés i que va divergir de Pf fa 5-7 milions d’anys .
Tot i aixi, el polimorfisme segueix essent notable i s’estima que la identitat a nivell

d’aminoacids de la proteina sencera entre parasits de diversos origens oscil-la

205

entre un 75% - 83% “. Els dominis DBL extracel-lulars presenten un rang

d’identitat més ampli (54-94%), alternant blocs conservats i blocs polimorfics que

68, 205

també es poden identificar en P.reichenowi . Les regions polimorfiques es

concentren a la superficie del domini i es troben sota seleccié diversificant, és a dir,

la preséncia de multiples al-lels és un avantatge evolutiu per al patogen que li

205

permetria escapar de la immunitat de ’hoste “°. DBL6¢ és el domini més variable,

205-207

amb el 54-67% d’identitat entre soques . La identitat de seqiéncia de DBL1X,

DBL2X, DBL3X i DBL5¢ es situa al voltant del 80% entre diferents genomes 196, 206,

208, 209 , .. ; 205
, mentre que DBL4€ és el domini més conservat .

Estudis recents de sequenciacié i PCR quantitativa han indicat que podrien

existir almenys dues copies de var2csa en un percentatge significatiu de parasits,



59, 210

localitzades en diferents cromosomes . Els dos gens var2csa es poden

211 A ’
, Pero encara no s’ha

transcriure simultaniament en cel-lules individuals
demostrat que dues variants VAR2CSA es puguin co-expressar en la superficie dels
eritrocits. No obstant aixo, un estudi ha descrit la co-expressié de dos PfEMP1 a la
membrana cel-lular de parasits 3D7 amb una elevada eficiéncia d’adhesié **, un
resultat que de confirmar-se, trencaria el paradigma classic d’expressid

monoal-lélica de PfEMP1.

Interaccio entre VAR2CSA i CSA

Dels 6 dominis DBL de VAR2CSA, els dominis DBL2X, DBL3X i DBL6¢ produits
de forma recombinant tenen una clara afinitat per CSA in vitro, mentre que DBL5¢
pot unir-s’hi a menor intensitat (TAULA 1). Les interaccions de DBL3X i DBL6e amb

CSA son les que estan més ben caracteritzades gracies a I'obtencié de I'estructura

213,214 215

cristal-lografica de DBL3X, primer , i DBL6€, després “°. DBL3X esta format per

3 subdominis (S1-3). Residus conservats de lisina i arginina en S2 i S3 conformen
una regid carregada positivament que interacciona amb els grups sulfat de CSA
(FIGURA 8A) ****'*. S’ha proposat que en abséncia del receptor, una regié flexible i
polimorfica en S2 protegiria aquests residus del sistema immunologic; en presencia
de CSA, en canvi, la regi6 flexible s’estabilitzaria formant un loop i completant el

214

lloc d’unid al receptor (FIGURA 8B) “. Tot i tenir una estructura de subdominis

similar a la de DBL3X, DBL6& no conté regions d’unié estructuralment homologues

a les de DBL3X, sind que els residus que interaccionen amb CSA estan exposats a la

, . 215
superficie

Les caracteristiques diferencials dels llocs d’unié a CSA entre DBL3X i DBL6¢e
suggereixen que la regié completa que facilita la unié a CSA in vivo depen de la

sinergia entre diferents dominis i que, per tant, P/EMP1 tindria una estructura no

206, 216

lineal . La produccié recombinant de la proteina VAR2CSA completa va

demostrar que |'afinitat d’'unié a CSA és molt més alta en comparacié amb els

217, 218

dominis individuals . Tot i aixi, dos estudis recents han proposat que el



fragment N-terminal que va de DBL1X a DBL3X seria suficient per proporcionar una

.. .z . . 219, 220
afinitat d’unid equivalent a la de la proteina sencera .

VAR2CSA PfEMP1

0B m... ATS

DBL4s mm DBLSE 2

FIGURA 8. Estructura de VAR2CSA. VAR2CSA esta format per 6 dominis DBL; DBL2X, DBL3X i
DBL6¢e poden unir-se a CSA in vitro. A) L'ampliacié del domini DBL3X mostra els residus lisina i
arginina que participen de la interaccié ionica amb CSA. Els subdominis S1-S3 de DBL3X es
mostren en groc (S1), blau (S2) i vermell (S3). Adaptat de Singh et al. **. B) Estructura de
DBL3X en preséncia de grups sulfat, vista des d’una altra perspectiva. La unié a CSA estabilitza
la formacié d’'un loop (regié encerclada) que completa el lloc d’unid i és caracteristic de

DBL3X. Adaptat de Higgins et al. **.



2.4. Resposta humoral contra Plasmodium falciparum durant

I’embaras

2.4.1. Adquisicié d’immunitat contra la malaria durant ’'embaras

La restriccié de I'expressié de VAR2CSA en els parasits que infecten dones
embarassades es posa de manifest a nivell immunologic per I'abséncia d’anticossos
gue reconeguin parasits materns en homes i dones que no han estat embarassades
221 22 per tant, és necessaria I'exposicié a Pf durant 'embaras per adquirir
immunitat contra aquestes variants (FIGURA 9). D’acord amb les observacions
epidemiologiques en zones d’alta endemia de Pf, I'adquisicid d’immunitat és
directament dependent de paritat: el nivell d’anticossos augmenta en embarassos

222-225

successius . L'alta susceptibilitat a la infeccid i als efectes adversos de la

malaria en primipares s’explicaria per I'abséncia d’anticossos especifics contra

223
. Els

parasits placentaris i la incapacitat per bloquejar I'adhesié a la placenta
nivells d’lgG contra antigens de superficie de parasits materns s’han associat a una

.y . . 223 . \ . 225 .
reduccio de la densitat de parasits a la placenta “, del risc d’anémia materna “ i

225, 226

del risc de baix pes en el nounat . La predominanga de les subclasses

227, 228

citofiliques 1gG1 i 1gG3 indicaria que I'opsonitzacid i eliminacié dels parasits

per fagocitosi, a més del bloqueig de la citoadhesid, podrien ser mecanismes

229
efectors de la resposta protectora humoral .

S’ha proposat que la funcionalitat dels anticossos és independent de I'origen
geografic dels parasits i del plasma **>, de manera que la immunitat transcendiria la
variabilitat de VAR2CSA i explicaria perque poques exposicions o el que és el
mateix, pocs embarassos, sén suficients per adquirir immunitat protectora en una
zona endemica. Aquest fenomen es podria atribuir tant a la presencia d’epitops
comuns en els lligands VAR2CSA com a I'adquisicié simultania de respostes contra
diverses variants polimorfiques VAR2CSA (FIGURA 9) **, ja que moltes infeccions

. . 231 . .y . .
maternes son policlonals “°°. En aquesta segona situacio, el repertori d’anticossos



necessari per adquirir immunitat contra VAR2CSA podria ser més reduit en
comparacio amb el repertori necessari per adquirir immunitat contra altres P/EMP1

més variables.

Primipares Multipares
4 Anti A 4 A A
Anti A+B
Anti A+B+C+D+E+F
A
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12 24 38 12 24 36
setmanes d’embaras setmanes d’embaras

FIGURA 9. Model d’adquisicié d’anticossos durant I’'embaras. L’abséncia d’anticossos especifics
en primipares facilitaria I'augment de la parasitémia a la placenta; |'exposicid al parasit
permetria adquirir anticossos contra les variants VAR2CSA A i B a partir de la setmana 20 de
gestacié. La resposta humoral s’induiria més rapidament en embarassos successius i els
anticossos permetrien eliminar les noves infeccions reconeixent epitops A-B en variants
VAR2CSA C i F, o bé cooperar en el control de la parasitemia mentre es desenvolupen

respostes especifiques contra epitops C-F. Adaptat de Gamain et al. **2.

2.4.2. VAR2CSA com a candidat a vacuna contra la malaria durant

I’embaras

VAR2CSA podria constituir la base d’una vacuna per a prevenir la infeccid en
les dones embarassades a través de la induccid d’anticossos amb reactivitat
creuada que bloquegin la unié a CSA. La mida de PfEMP1 dificulta la produccié de
la proteina sencera de forma recombinant i a gran escala. Per tant, és necessari

identificar quines regions de VAR2CSA son suficients per induir

Anticossos



anticossos funcionals i amb reactivitat creuada. Amb aquest objectiu, diversos
estudis han caracteritzat la resposta immunologica contra dominis DBLX/e
individuals (TAULA 1). Tots els dominis DBL de VAR2CSA produits de forma

recombinant han demostrat tenir certa immunogenicitat, ja sigui pel

208, 233

reconeixement per plasmes materns de dominis recombinants o peptids

207, 208, 234 209, 235

lineals , per immunitzacions en diferents models animals o pel

236
. El

reconeixement de dominis recombinants per part d’anticossos monoclonals S

dominis DBL1X, DBL3X, DBL5¢ i DBL6e son reconeguts per plasmes materns en
funcid de la paritat (TAULA 1). En general, els dominis C-terminals (DBL5¢ i DBL6¢)

. ;. . . 235, 237
tendeixen a ser més immunogenics que els N-terminals .

VAR2CSA
DBL1X | DBL2X | DBL3X | DBL4e | DBL5¢ | DBL6¢e
complet
191, 213,
215, 238,
a 238, 239 214, 238 239 217-220
S’uneix a CSA ’ T 239
239
. . 234, 236,
Domini 233 240, 241 235,236 | 235,243
immunogenic... 240,242
208, 233,
...reconegut en 244 244 207,233
funcio de la paritat 244247
...indueix anticossos 208, 209,
que reconeixen 248, 249 246, 248- 237
soques 250
heterologues (A)
...indueix anticossos 217-220, 235,
q q q 251 220, 251 240 240, 252
que inhibeixen la ’ ' 237
citoadhesid (B)
A+B 253,254 252

TAULA 1. Revisié d’estudis que han caracteritzat els dominis VAR2CSA des d’un punt de vista
funcional i immunologic. Els articles s’han agrupat en funcié de les caracteristiques de
funcionalitat i immunogenicitat que s’avaluen en el context del desenvolupament de vacunes

basades en VAR2CSA.



2.5. Controversies en el model fisiopatologic de la malaria

durant I’embaras

Tot i I'aparent simplicitat del model d’infeccié per Pf durant 'embaras i la
potencial idoneitat de VAR2CSA com a vacuna preventiva, diversos estudis
suggereixen que la malaria durant I'embaras és un fenomen complex que requereix
ser estudiat amb més profunditat. A continuacié es resumeixen algunes d’aquestes

controversies:

Sobre les respostes immunologiques maternes

e Diversos estudis no han aconseguit correlacionar les respostes d’lgG contra
parasits materns o soques que s’uneixen a CSA amb la proteccié contra els

255-260 .
. Els anticossos contra

efectes adversos de la malaria en I'embaras

parasits materns poden assolir nivells elevats en el moment del part tant en
.y ’ 224 \ . e s .

primipares com en multipares “, pero tot i aixi moltes placentes segueixen

. 222, 224
infectades

, questionant el rol dels anticossos en I'eliminacié dels
parasits placentaris.
e Els nivells d’anticossos contra antigens no especifics d’embaras com MSP-1
261 RESA (d Ir |\ . . h . 262, 263
, e I'anglés, ring infected erythrocyte surface antigen) o
, ;. . . 264
antigens de superficie en eritrocits infectats per knock-outs de var2csa
son també més baixos en dones primipares respecte multipares.
e Per a un mateix nombre d’embarassos previs, les dones més joves sén més
. . .y , 149, 150
susceptibles a la infeccid que les dones més grans .
T . . 155
e Lasusceptibilitat a malaria segueix essent elevada durant el postpart .
e |’aparicié de parasits resistents a SP després de I'administracié d’IPT és més
freqlient a la placenta que a la sang periférica. Aquests parasits presenten
alteracions en el seu metabolisme que condicionen la seva capacitat per

reproduir-se eficientment. S’ha suggerit que una alteracié de la immunitat



general a la placenta explicaria la major supervivencia i acumulacié de

. . \ 265
parasits resistents en aquest organ .

L"atribucié de la susceptibilitat materna a malaria a una manca de resposta

especifica contra VAR2CSA podria ser una sobre simplificacié dels mecanismes

reals, especialment en un marc de modulacié general de les respostes Th1/Th2. Per

altra banda, els anticossos contra VAR2CSA en el moment del part podrien no ser

un indicador adequat de proteccié clinica. Es per tant necessaria una millor

caracteritzacid de les respostes immunologiques maternes no només contra

parasits especifics d’embaras, sind també contra altres antigens de Pf.

Sobre la composicid de les infeccions maternes

. . ., , , .. « 129, 151
El risc d’infeccio per Pf és més alt a l'inici de I'embaras

, quan la
formaciod de la placenta no és completa i la possible interaccio amb CSA esta
limitada.
Parasits que infecten la placenta en el moment del part es poden identificar
en sang periférica 62 dies després de donar a llum **.
Un conjunt d’anticossos monoclonals generats contra VAR2CSA sén
suficients per reconeixer un 88% de parasits placentaris, perd en canvi
només reconeixen un 64% de parasits periferics **°, suggerint que la
poblacié de parasits periferics és més heterogénia a nivell de PfEMP1
expressats en superficie.
L'adhesio a CSA és el perfil predominant en aillats materns de Pf. Tot i aixi
s’han descrit altres fenotips d’adhesid, sempre a baixa intensitat:
- a Kenia, 12/14 (86%) aillats placentaris i 5/7 (71%) aillats materns
periférics de Pf s‘unien a CD36, 2 dels quals de forma exclusiva >°.
- a Malawi, 3/17 (18%) aillats placentaris i 8/17 (47%) aillats materns
en sang periférica podien unir CD36, mentre que 4/18 aillats

. . . . . 221
placentaris no podien unir-se a CSA in vitro .



- la preséncia de rosetes en dones embarassades malawianes és menys
habitual que en nens, pero s’han detectat rosetes en baixa
freqiéncia en un 60% d’aillats de Pf en sang periférica *.

Fins a 6 PfEMP1 diferents de VAR2CSA s’han detectat per espectrometria de

er oy e . . . 201,
masses en la membrana d’eritrocits infectats aillats de sang placentaria

267

Tant les infeccions a l'inici de I'embaras i durant el postpart (quan la

interaccid de parasits amb la placenta és limitada o nul-la), com els perfils

d’adhesié a receptors diferents de CSA o la deteccié directa d’altres P/EMP1 en

parasits materns, suggereixen que parasits diferents d’aquells que expressen

VAR2CSA podrien jugar algun paper en la fisiopatologia de la malaria en I'’embaras.

Sobre la conservacié de VAR2CSA

Anticossos de dones embarassades poden reconeixer determinades soques
qgue s’uneixen a CSA per0 no altres soques que expressen una variant
VAR2CSA diferent **,

Anticossos generats contra dominis VAR2CSA recombinants d’una
determinada soca de Pf tenen una capacitat limitada per inhibir I'adhesio a
CSA de soques heterologues 2" 2%% 1,

VAR2CSA procedents de diferents soques i que, per tant, difereixen en la

TN . e a . . .. . 206, 208,
seva sequliencia primaria tenen diferents afinitats adhesives per CSA

238, 268

Tot i la relativa conservacié de VAR2CSA en el context de PfEMP1, tant

I"adquisicié d’'immunitat com la capacitat dels parasits per adherir-se a CSA tenen

un component especific de soca que s’associa al polimorfisme en VAR2CSA.

Identificar un repertori limitat de variants polimorfiques en les poblacions naturals

de VAR2CSA que confereixin algun avantatge funcional respecte les altres variants,



podria ser rellevant en el desenvolupament de vacunes especifiques contra la

malaria durant I’'embaras.



Hipotesis 1 objectius

HIPOTESIS

- La manca de resposta especifica contra VAR2CSA i una reduccid
generalitzada de la immunitat contribueixen a augmentar la susceptibilitat a

la malaria en les dones durant el seu primer embaras.

- Les dones embarassades son susceptibles a parasits que expressen VAR2CSA
perd també a parasits que expressen altres PfEMP1 no especifics

d’infeccions maternes.

- Determinades variants de sequéencia en les regions polimorfiques de
VAR2CSA poden afectar la capacitat de VAR2CSA per acumular-se a la

placenta.

OBJECTIUS

Objectiu general

Caracteritzar la resposta immunologica i I'expressié de gens var especifica i no
especifica d’embaras en infeccions maternes per Pf, a fi de contribuir al
desenvolupament d’intervencions més efectives contra la malaria durant

I'embaras.



Objectius especifics

1.- Avaluar l'efecte de la paritat i la infeccid placentaria sobre la resposta

immunologica contra Pf especifica i no especifica d’embaras.

2.- Caracteritzar la complexitat de les infeccions maternes per Pf a través del perfil

de transcripcio de gens var especifics i no especifics d’embaras.

3.- Identificar regions polimorfigues en VAR2CSA associades a la densitat de

parasits a la placenta.



Area d’estudi

Els treballs de recerca inclosos en aquesta tesi s’han realitzat a partir de
mostres biologiques recollides de residents al districte de Manhi¢a, una zona
semirural al sud de Mogcambic a uns 80 km de la capital Maputo (FIGURA 10). El
Centro de Investigacao em Saude de Manhica disposa d’un registre i un sistema de
seguiment de la poblacié que cobreix uns 80.000 habitants. L’'Hospital Distrital de
Manhica és un dels principals centres de salut de la zona i consta de consultes

externes, una clinica materno-infantil i 110 llits.
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FIGURA 10. Mapa de Mogambic i el districte de Manbhiga (http://www.manhica.org).

Mogambic es situava el 2010 en la posicié 165 (de 169) en l'index de
desenvolupament huma de les Nacions Unides *®°. La taxa de mortalitat materna és

de 520 morts per cada 100.000 naixements i la taxa de mortalitat neonatal és del



4.3% *’°. Al districte de Manhica, la taxa de baix pes al naixement i de mort

141

neonatal I'any 2005 era de I'11% i del 4%, respectivament ~. El 90% de les dones
embarassades acudeixen com a minim una vegada a les consultes prenatals, i
aproximadament el 80% dels parts tenen lloc en centres de salut **'.

La transmissié de malaria a Mogambic és perenne amb pics durant I'epoca
de pluges, de novembre a abril. Amb una poblacié de 22.9 milions d’habitants, I'any
2009 es van detectar 4.3 milions de casos clinics *. A Manhica, un 30% de les

1

, N . 00 ,
consultes externes als centres de salut sédn degudes a malaria ", la qual és

271
. El vector

responsable del 21.8% de morts en la poblacid6 de menys de 15 anys
majoritari a la zona és Anopheles funestus i la taxa entomologica d’inoculacio el
2002 era de 38 picades infectives per persona i any '. La prevalenca d’infeccié
placentaria per Pf -definida com la preséncia de parasits o hemozoina per
histologia- era del 54% el 2005, mentre que la prevalenga d’infeccid periférica per

microscopia era del 23% el 2002 **°

. Les infeccions per Pf durant I'embaras sén
tractades amb artemeter-lumefantrina a partir del segon trimestre, i amb quinina si
les infeccions es produeixen en el primer trimestre o deriven en complicacions
cliniques greus. El Ministeri de Salut recomana I'Gs de mosquiteres i IPT amb SP per

a totes les dones embarassades des de I’any 2006 *.
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ARTICLE 1

Parity and placental infection affect antibody responses against
Plasmodium falciparum during pregnancy

El nombre d’embarassos i la infeccié placentaria afecten les respostes d’anticossos

contra Plasmodium falciparum durant I'embaras

Alfredo Mayor, Eduard Rovira-Vallbona, Sonia Machevo, Quique Bassat, Ruth

Aguilar, Lloren¢ Quintd, Alfons Jiménez, Betuel Sigauque, Carlota Dobafio, Sanjeev
Kumar, Bijender Singh, Puneet Gupta, Virander S. Chauhan, Chetan E. Chitnis,
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Infection and Immunity, 2011; 79:1654-1659.

RESUM

Les dones presenten un major risc d’infeccié per diversos patdogens durant
I’embaras. En el cas de Pf, 'acumulacié massiva de parasits a la placenta és més
freqient en primipares i disminueix en els embarassos successius. L’alta
susceptibilitat a malaria en el primer embaras s’explicaria per ['absencia
d’anticossos contra I'antigen VAR2CSA que puguin bloquejar I'adhesié de Pfa CSA a
la placenta. No obstant, alguns estudis no han aconseguit demostrar I'associacié
entre anticossos contra parasits que s'uneixen a CSA i proteccié contra els efectes
adversos de la malaria en mares i nounats. Per altra banda, aquest mecanisme
fisiopatologic no pot explicar I'alta incidéncia de malaria poques setmanes després
del part. La modulacié de la immunitat associada al propi embaras podria ser un
factor que contribuis a augmentar el risc de malaria materna. Tot i que les

respostes contra parasits materns han estat ben caracteritzades en estudis preuvis,



la resposta immunoldgica materna contra parasits d’altres origens no s’ha estudiat

en detall.

Aguest estudi tenia com a objectiu descriure les respostes immunologiques
maternes contra antigens de Pf especifics d’embaras i antigens no especifics, tenint
en compte I'efecte del genere, la infeccid placentaria i la paritat. Es van comparar
els nivells d’lgG en plasma entre 30 dones primipares, 60 dones multipares, 40
homes i 40 nens de Mogambic contra i) parasits aillats de 12 dones embarassades
(4 aillats de sang placentaria i 8 de sang periféerica), ii) parasits aillats de 26
individus no embarassats, iii) soques de laboratori amb diversos perfils d’adhesio, i
iv) antigens del merozoit, a més dels nivells d’IgG totals. La transcripcio de var2csa

en tots els parasits es va quantificar mitjangant PCR a temps real.

Els principals resultats obtinguts van ser:

- Els parasits aillats de la placenta i la sang periférica de dones embarassades i
les soques seleccionades per unié a CSA transcriuen var2csa a nivells
superiors que parasits de dones no embarassades, homes o nens.

- La infeccié placentaria augmenta els nivells d’lgG contra parasits materns,
parasits aillats d’individus no embarassats, antigens del merozoit i IgG totals
per sobre dels nivells d’IgG en dones no infectades.

- Comparat amb les dones multipares, les dones primipares no infectades
tenen nivells d’IgG més baixos contra tots els parasits i antigens analitzats.

- Comparat amb homes, les dones primipares amb infeccié placentaria
presenten nivells més alts d’lgG contra parasits materns i soques que
s’uneixen a CSA, perd nivells similars d’anticossos contra altres parasits i
antigens del merozoit.

- Els nivells d’IgG totals i IgG contra parasits d’individus no embarassats sén
més alts en homes que en nens, pero els nivells d’lgG contra parasits

materns i soques seleccionades per unid a CSA son similars en els dos grups.



En primer lloc, aquests resultats confirmen que la immunitat contra
VAR2CSA és especifica d’embaras. D’'una banda, els homes adults no han adquirit
anticossos contra VAR2CSA amb I'edat ja que els nivells de resposta sén similars als
de nens petits; d’altra banda, les dones primipares infectades presenten nivells

elevats d’anticossos contra VAR2CSA en el moment del part.

En segon lloc, la infeccié placentaria implica una estimulacié general de la
produccié d’anticossos que és independent de I'origen dels parasits i la transcripcio
de var2csa. Aquesta observacio suggereix que...:

i. ...la infeccié placentaria podria generar una estimulacid inespecifica
de limfocits B que augmentaria els nivells d’IgG contra tot tipus
d’antigen.

ii. ..els anticossos contra antigens de parasits placentaris podrien
reconeixer antigens expressats per parasits d’altres origens.

iii. ...les infeccions placentaries podrien estar formades per parasits que

expressen VAR2CSA i parasits que expressen altres PFEMP1.

En tercer lloc, i en absencia d’infeccié a la placenta, existeix una resposta
d’lgG dependent de paritat contra tot tipus de parasits. Aquest fenomen podria
reflectir una major exposicié previa a multiples P/EMP1 en dones multipares, pero
també una immuno-modulacid general associada al primer embaras. Tant la manca
d’anticossos especifics contra VAR2CSA com la reduccié general de la resposta
immunologica en primipares podrien contribuir al major risc d’infeccido per Pf

durant ’embaras.
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Women are at higher risk of Plasmodium falciparum infection when pregnant. The decreasing risk of malaria
with subsequent pregnancies is attributed to parity-dependent acquisition of antibodies against placental
parasites expressing variant surface antigens, VAR2CSA, that mediate placental sequestration through adhe-
sion to chondroitin sulfate A (CSA). However, modulation of immunity during pregnancy may also contribute
to increase the risk of malaria. We compared antibody responses among 30 Mozambican primigravidae and 60
multigravidae at delivery, 40 men, and 40 children. IgG levels were measured against the surface antigens of
erythrocytes infected with P. falciparum isolated from 12 pregnant women (4 placental and 8 peripheral blood
isolates) and 26 nonpregnant hosts. We also measured IgG levels against merozoite recombinant antigens and
total IgG. Placental P. falciparum infection was associated with increased levels of total IgG as well as IgG levels
against merozoite antigens and parasite isolates from pregnant and nonpregnant hosts. We therefore stratified
comparisons of antibody levels by placental infection. Compared to multigravidae, uninfected primigravidae
had lower total IgG as well as lower levels of IgGs against peripheral blood isolates from both pregnant and
nonpregnant hosts. These differences were not explained by use of bed nets, season at delivery, neighborhood
of residence, or age. Compared to men, infected primigravidae had higher levels of IgGs against isolates from
pregnant women and CSA-binding lines but not against other isolates, supporting the concept of a pregnancy-
specific development of immunity to these parasite variants. Results of this study show that parity and

placental infection can modulate immune responses during pregnancy against malaria parasites.

Women are at higher risk of infection and disease when
pregnant (10). This increased susceptibility to infection is de-
scribed for a broad spectrum of pathogens, including bacteria
(Listeria [29]), fungi (Coccidioides [5]), viruses (rubella and
respiratory viruses [28], HIN1 influenza virus [24]), and para-
sites (Toxoplasma (3], Leishmania [26], Plasmodium [9]). In
particular, it has been suggested that the massive accumulation
of Plasmodium falciparum-infected erythrocytes (IEs) in the
intervillous spaces of the placenta (11) triggers the deleterious
effects of malaria in pregnant women and their offspring (9). In
areas where P. falciparum is endemic, parity has consistently
been found to reduce susceptibility to malaria during preg-
nancy (9).

There is growing evidence that malaria susceptibility in primi-
gravidae (PG) could be largely explained by the lack of antibodies
that can block adhesion of IEs to placental chondroitin sulfate A
(CSA) (22). The CSA adhesion phenotype is specific to placental
parasites (21) and has been linked to the expression of a unique
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var gene (var2csa) (47). Immunity to CSA-binding parasites is
gender specific (i.e., men exposed to malaria lack these antibodies
[44, 50]) and parity dependent (i.e., antibodies increase during
successive pregnancies [22, 44, 50]) and has been associated with
a lower risk of placental parasitemia (22), maternal anemia (51),
and low birth weight (18, 51). In light of these experimental
findings, it has been suggested that VAR2CSA may constitute an
attractive target for vaccination against malaria in pregnancy.
However, antibodies against P. falciparum antigens not specifi-
cally associated with pregnancy have also been shown to increase
with parity (12, 19, 34, 38). Moreover, a significant number of
women at delivery have antibodies against placental parasites, but
their placentas remain infected (22, 44), and several studies have
failed to show an association between levels of IgGs against CSA-
binding IEs and a reduced frequency of adverse consequences of
malaria during pregnancy (14, 20, 48). In some cases, poor preg-
nancy outcomes have been associated with peripheral blood in-
fection in the absence of placental malaria (36). Finally, the high
incidence of malaria episodes observed a few weeks after delivery
(16) suggests that other mechanisms may also be involved in the
susceptibility of pregnant women to malaria. In particular, it has
been proposed that the modulation of immunity induced by preg-
nancy might predispose women to malaria infection (32, 43, 45).

Although antibody responses against placental and CSA-
binding P. falciparum parasites have been extensively analyzed
(6, 7, 14, 18, 22, 44, 50, 51), immunity in pregnant women
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against field isolates obtained from the general population has
not been examined in such detail (22, 44, 51). Also, contradic-
tory results have been reported for the association between
placental infection and antibody responses (8, 22, 31, 38, 40,
41, 51). The aim of this study was to describe pregnancy-
specific and general antimalarial immunity in Mozambican
pregnant women, men, and children, taking into consideration
the effect of placental infection, gender, and parity. To address
this, antibodies were measured not only against P. falciparum
parasites isolated from the placentas and peripheral blood of
pregnant women but also against parasites infecting nonpreg-
nant individuals and merozoite recombinant antigens. Impor-
tantly, P. falciparum isolates were used without in vitro expan-
sion or selection to avoid changes of their var expression
profiles (42).

MATERIALS AND METHODS

Study area. The study was carried out at the Centro de Investigacao em Sadde
de Manhica (CISM) in the Manhica District, Mozambique. Adjacent to the
CISM is the Manhiga District Hospital (MDH). The characteristics of the area
have been described in detail elsewhere (1). Perennial malaria transmission with
some seasonality is attributed mostly to P. falciparum, and the estimated ento-
mological inoculation rate for 2002 was 38 infective bites per person per year (2).

Study participants and plasma samples. Between June 2006 and June 2007, 40
children 1 to 5 years of age (mean age, 3.2 years; standard deviation [SD], 0.9 year)
and 40 men more than 15 years of age (mean age, 26.5 years; SD, 8.9) were recruited
into the study from patients attending the MDH with P. falciparum clinical malaria.
Before treatment, peripheral blood was collected in lithium heparin tubes by veni-
puncture. Following centrifugation, plasma was stored at —20°C. Ninety plasma
samples collected in 2004 and 2005 from pregnant women at delivery (30 from PG
[mean age, 19.1 years; SD, 1.9 years| and 60 from multigravidae [MG; mean age, 22.9
years; SD, 4.0]) were randomly selected from women who received a placebo in the
context of an intermittent preventive-treatment trial during pregnancy conducted in
the same study area (35). The subgroup of 90 women selected for analysis here was
comparable to the main group of pregnant women participating in the trial (35) both
in terms of prevalence of infection (P = 0.599 and P = (.548 for peripheral blood
and placental infections, respectively) and parity (P = 0.100). A panel of 14 negative-
control plasma samples from Spanish men and nonpregnant women without a
history of travel to areas where malaria is endemic and a pool of positive-control
plasma samples obtained from 10 pregnant women with more than 3 previous
pregnancies were tested in parallel.

Parasite isolates. A panel of 38 P. falciparum isolates collected from blood group
O donors was used for the study. Twenty-six of them were obtained from nonpreg-
nant hosts (14 from children 1 to 5 years of age, 6 from men, and 6 from nonpregnant
women older than 15 years of age) attending the MDH with a primary clinical
diagnosis of P. falciparum malaria and asexual-stage parasitemia of 1 to 5% on thick
blood film examination. Before treatment, peripheral blood was collected by veni-
puncture in lithium heparin tubes and 2 drops were spotted onto filter paper.
Following centrifugation, 300 .l of the red blood cell pellet was resuspended in 6 ml
of TRIzol (Invitrogen) and stored at —20°C for RNA isolation. The remaining red
blood cell pellet was cryopreserved in liquid nitrogen.

Placental (n = 4) and peripheral blood (n = 8) isolates were collected from
pregnant women attending the Maternity Clinic of the MDH with microscopi-
cally detected P. falciparum parasitemia in their peripheral or placental blood.
Placental blood was extracted from freshly delivered placentas by making 1-cm-
deep incisions in the endometrial side of the placenta and by withdrawing blood
into lithium heparin tubes. Peripheral blood isolates and placental isolates pre-
viously cultured to ring stage were cryopreserved as described above. The labo-
ratory lines CS2¢g4 (MRA-96 from MR4, Manassas, VA), FCR3cga, 193T¢ga,
R29%osetting+» [tGicami> and E8Bcpagicami Were also included in the study.

Parasitemic individuals were treated according to national guidelines at the
time of study. Participants were included in the study only if they or their
parents/guardians (in the case of children) gave informed consent. The study was
approved by the National Mozambican Ethics Committee and the Hospital
Clinic of Barcelona Ethics Review Committee.

Quantification of IgGs on the surfaces of infected erythrocytes. P. falciparum
isolates from individuals with group O erythrocytes (to avoid blood group in-
compatibility) and 1 to 5% parasitemias were used to quantify the levels of IgGs
in plasma samples against parasite antigens on the surfaces of IEs by flow
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cytometry. Cryopreserved IEs were thawed and cultured to the trophozoite
stage. Ninety-five microliters of the parasite suspension at a 1% hematocrit in
phosphate-buffered saline (PBS)-1% bovine serum albumin (BSA) were sequen-
tially incubated for 30 min with 5 pl of test plasma, 100 pl of rabbit anti-human
IgG (DakoCytomation) diluted 1/200, and 100 pl of Alexa Fluor-conjugated
donkey anti-rabbit IgG diluted 1/1,000 (Invitrogen) plus 10 pg/ml ethidium
bromide (EtBr). Data from 1,000 EtBr-positive events were acquired with a
Becton-Dickinson FACSCalibur flow cytometer. Plasma samples were tested in
a single assay against each particular parasite. The adjusted mean fluorescence
intensity (MFI) was calculated by subtracting the MFI in channel FL1 of the
EtBr-negative cell population from that of the EtBr-positive cell population.

Quantification of total IgGs and IgGs against merozoite antigens. Levels of
IgGs in plasma samples were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) against the recombinant 19-kDa fragment of merozoite surface protein
1 (MSP1,4) from strain 3D7, the F2 region of erythrocyte-binding antigen 175
(EBA175) from strain CAMP, and the full ectodomain of apical membrane
antigen 1 (AMAL1 from 3D7), produced at the ICGEB, New Delhi, India. Briefly,
high-binding 96-well microplates (Nunc MaxiSorp) were coated overnight at 4°C
with 200 ng per well of recombinant antigen diluted in 100 pl of 0.05-mol/liter
carbonate-bicarbonate buffer. After being blocked with 2% BSA at 4°C for 8 h,
100 pl of plasma diluted 1/500 was tested in duplicate. After incubation with
peroxidase-conjugated goat anti-human IgG antibodies (Sigma) at a dilution of
1/30,000, H,O, and o-phenylenediamine chromogen were added and the optical
density (OD) at 492 nm was measured. Total IgGs in plasma samples were
measured by coating 96-well microplates with plasma samples diluted 1/160,000
in PBS-0.1% BSA. After the plates were blocked for 4 h with PBS-2% BSA and
washed with PBS, peroxidase-conjugated goat anti-human IgG was added at a
dilution of 1/50,000. Reaction mixtures were developed as described above.

Parasite genotyping and quantification of var2csa transcription. Parasite
DNA was extracted from filter papers (QIAamp DNA blood kit; Qiagen) and
used to estimate the multiplicity of infection (MOI) by PCR typing based on
polymorphic regions of the mspl and msp2 genes (49). RNA was extracted from
TRIzol samples (PureLink Micro-to-Midi RNA purification kit; Invitrogen).
After DNase I (Invitrogen) treatment for 1 h at 37°C, cDNAs were prepared
using the Superscript III first-strand synthesis system (Invitrogen). Quantitative
PCR was performed on an ABI PRISM 7500 real-time system (Applied Biosys-
tems) using 5 pl of cDNA in a final volume of 20 pl, including 10 wl of Power
SYBR green master mix (Applied Biosystems) and 200 nmol/liter of primers for
the var2csa gene fragment encoding DBL3X (17) and the seryl-tRNA synthetase
gene as the endogenous control (47). Level of var2csa transcription was ex-
pressed as the difference between the cycle threshold (Cy) value of var2csa and
the C; value of the endogenous gene (dCy).

Definitions and statistical methods. Placental malaria infection was defined by
the presence of parasites and/or pigment on histological examination of placental
tissue (23). Age groups were categorized as =20, 21 to 25, and >25 years. ODs
for merozoite recombinant antigens and MFIs for P. falciparum isolates collected
from pregnant and nonpregnant hosts, as well as laboratory lines, were pooled
after subtraction of the mean values of results for negative controls (background)
to allow for comparisons between plasma samples (13, 15, 52). The associations
of age, parity, placental infection, and gender of the plasma donor with pooled
MFIs and ODs were log transformed and analyzed among responders by linear
regression with a robust variance estimator to account for within-subject corre-
lation. Analysis was also done for each isolate and merozoite recombinant an-
tigen, and the results are presented in the tables in the supplemental material,
both in terms of IgG levels (linear regression analysis of log-transformed data)
and high/low responders (defined as being above or below the median value of
results for all samples measured for each antigen or parasite [logistic regres-
sion]). Both crude and multivariate models were used. Differences between
var2csa transcription levels (dC;) and MOIs among groups of parasite isolates
were evaluated by the Kruskal-Wallis test and Poisson regression, respectively.
Data were analyzed with Stata version 9.0 (Stata Corporation). A P value of
<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Characteristics of P. falciparum isolates. Thirty-eight parasite
field isolates, 3 CSA-binding cell lines (CS2, 193T, and
FCR3g4), 3 non-CSA-binding cell lines (R29, E8B, and ItG),
and 3 P. falciparum merozoite antigens produced as recombinant
proteins (MSP1,,, F2 region of EBA175, and AMAL) were in-
cluded in the study of antibody responses among pregnant
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TABLE 1. Characteristics of the P. falciparum isolates
used in the study”

Mean Mean .
Source of isolates S{\]IS:Cgth age (yr) MOI Mggml;r;ﬁﬂec)sa
! (SD) (range)  (rang

Children 14 32(09) 39(2-8) 6.0 (3.4t07.9)
Men 6 32.0(9.8) 2.8(2-5) 6.1 (4.7t08.2)
Nonpregnant women 6 28.0(8.9) 3.0 (2-6) 49 (23t05.7)
Periphery of pregnant 8 22.7(39) 28(24) -21(-32to4.1)

women
Placenta of pregnant 4 21.8(4.0) 35(34) —-27(-34t013)

women

“ MOI, multiplicity of infection; dC, difference in the cycle thresholds for the
var2csa and seryl-tRNA synthetase genes.

women (n = 90), men (n = 40), and children (n = 40). MOIs did
not differ significantly between isolates from pregnant and non-
pregnant hosts (P = 0.687) or between peripheral blood and
placental isolates from pregnant women (P = 0.558) (Table 1).
Transcription levels of var2csa (dC;s in Table 1) were similar for
placental and peripheral blood isolates from pregnant women
(P = 0.396). However, var2csa transcription was lower in parasites
isolated from nonpregnant hosts (median dC. = 5.80; range, 2.33,
7.24) than in parasites isolated from pregnant women (median
dC, = —2.36; range, —3.45, —1.13; P < 0.001).

IgG reactivity with IEs and merozoite antigens among chil-
dren and men. Forty plasma samples from children and 40
from men were used to measure levels of total IgG as well as
IgGs against the panel of parasites and recombinant antigens
described above.

Compared to children, men had higher levels of IgGs against
isolates from nonpregnant hosts (26 out of 26 isolates [100%])
and peripheral blood isolates from pregnant women (5 out of
8 isolates [62%]) (Fig. 1 and see Table S1 in the supplemental
material). A similar trend, although not statistically significant,
was found for total IgGs (P = 0.058) and merozoite antigens (2
out of 3 merozoite antigens [EBA175 and AMAI, 67%] in
Table S1 in the supplemental material). In contrast, levels of
IgGs against CSA-binding lines and placental isolates were
similar in men and children (Fig. 1).

Placental infection and IgG reactivity with IEs and mero-
zoite antigens. Ninety plasma samples from pregnant women
collected at delivery (30 PG and 60 MG) were used to measure
levels of IgGs against the panel of parasites and recombinant
antigens. Among these 90 pregnant women, 40 (44%) were
infected in their placentas (20 out of 30 PG [67%] and 20 out
of 60 MG [33%]; P = 0.004). Eight women (9%) were also
infected in their peripheral blood (3 of the 30 PG [10%] and 5
of the 60 MG [8%]; P = 1.000). There were no differences
between PG and MG in their use of bed nets (20 out of 30 PG
[67%]; 35 out of 60 MG [58%]; P = 0.645), in the proportions
who delivered during the rainy season (21 out of 30 PG [70%];
29 out of 60 MG [48%]; P = 0.117), or in their neighborhoods
of residence (P = 0.598). Placental infection was associated
with an increase in total IgG and levels of IgGs against mero-
zoite recombinant antigens (2 out of 3 antigens [67%]), CSA-
binding lines (3 out of 3 antigens [100%]), non-CSA-binding
lines (3 out of 3 lines [100%]), and isolates from pregnant
women (10 out of 12 isolates [83%]) and from nonpregnant
hosts (22 out of 26 isolates [85%]) (Fig. 2 and see Table S2 in
the supplemental material). The analysis stratified by parity
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FIG. 1. IgG levels (MFIs or ODs) in plasma samples from children
and men residing in Manhica, Mozambique, against merozoite anti-
gens, P. falciparum laboratory lines, and field isolates. Vertical bars
represent geometric mean levels of pooled MFIs or ODs, error bars
the 95% confidence intervals, and P values the statistical significance of
the results of univariate regression analysis with a robust variance
estimator. Note that mean levels of IgG recognition by negative con-
trols were as follows: of merozoite antigens, 0.24; CSA-binding lines,
7.60; non-CSA-binding lines, 6.83; placental isolates, 7.40; peripheral
blood isolates from pregnant women, 3.89; and peripheral blood iso-
lates from nonpregnant hosts, 2.15.

showed that placental infection was associated with an increase
in antibody levels both in PG and in MG (data not shown).
Parity and IgG reactivity with IEs and merozoite antigens.
Given the effect placental infection can have on IgG levels, we
separated pregnant women with and without placental infec-

0D (x100)
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pregnant  non-pregnant
P 0.016 0.006 <0.001 0.001 <0.001 <0.001 < 0.001

.\-’\I'I'th placental infection

FIG. 2. IgG levels (MFIs or ODs) in plasma samples from pregnant
women with or without placental infection against merozoite recom-
binant antigens, P. falciparum laboratory lines, and field isolates. Ver-
tical bars represent geometric mean levels of pooled MFIs or ODs,
error bars the 95% confidence intervals, and P values the statistical
significance of the results of regression analysis with a robust variance
estimator (adjusted by age and parity).

Wlhom placental infection
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Pregnant women without placental infection
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FIG. 3. IgG levels (MFIs or ODs) in plasma samples from pregnant
women without (top) and with (bottom) placental P. falciparum infec-
tion by parity against merozoite recombinant antigens, P. falciparum
laboratory lines, and isolates. Vertical bars represent geometric mean
levels of pooled MFIs or ODs, error bars the 95% confidence intervals,
and P values the statistical significance of the results of regression
analysis with a robust variance estimator (adjusted by age).

tion for the analysis of immune responses by parity. To account
for the effect of age on IgG levels, all analyses were adjusted by
age. Among women without placental infection, levels of IgGs
were lower in PG than in MG for CSA-binding lines (2 out of
3 lines [33%]), for both placental and peripheral blood isolates
from pregnant women (10 out of 12 isolates [83%]), and for
peripheral blood isolates from nonpregnant hosts (10 out of 26
isolates [38%]), as well as for total IgGs (Fig. 3, top, and see
Table S3 in the supplemental material). Among women with
placental infection, levels of IgGs were significantly higher in
MG than in PG only for placental isolates (Fig. 3, bottom, and
see Table S3 in the supplemental material). There was no
statistical evidence of an increase in the IgG levels against
merozoite antigens or isolates from nonpregnant hosts with the
increasing age of pregnant women (see Table S4 in the sup-
plemental material).
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Gender and reactivity with IEs and merozoite antigens. Lev-
els of IgGs against the panel of parasites and recombinant
antigens were compared between the 40 men and the 40 preg-
nant women with placental infection. Plasma samples from PG
showed better reactivities with merozoite antigens, CSA-bind-
ing parasite lines, and isolates from pregnant women than
those of infected men. However, no differences were found in
the reactivities of plasma samples from infected PG and men
to isolates from nonpregnant hosts (Fig. 4, top). Plasma from
infected MG showed better reactivity than plasma from men to
merozoite antigens and CSA- and non-CSA-binding parasite
lines, as well as parasite isolates from pregnant women and
nonpregnant hosts (Fig. 4, bottom).

DISCUSSION

Natural immunity against P. falciparum malaria appears to
depend on the gradual acquisition of a broad repertoire of
IgGs against the surfaces of erythrocytes infected by mature
forms of the parasite (30). This immunity is acquired as a result
of antigenic stimulation through repeated parasite infections
from early childhood onwards (33). In agreement with this,
results of the present study show that IgGs against IEs isolated
from children, men, and nonpregnant women, as well as
against non-CSA-binding lines, AMA1l and EBAI175, are
higher in men than in children from Manhiga.

The currently accepted model of pregnancy-specific immu-
nity to P. falciparum malaria predicts that exposure to placental
parasites leads to acquisition of antibody responses against the
VAR2CSA family of variant surface antigens (8, 51). This
study confirms that var2csa is uniquely transcribed by placental
and peripheral blood isolates from pregnant women as well as
CSA-binding laboratory lines. The observation that men and
children have equally poor IgG levels against parasite isolates
from pregnant women and CSA-binding laboratory lines is
consistent with the concept that immunity against VAR2CSA
is acquired specifically during pregnancy.

Previous studies have differed in views about the association
between placental infection and antibodies (8, 22, 31, 38, 40,
41, 51). In this study, analysis of plasma from pregnant women
with and without placental infection revealed that placental
infection boosts antibody responses against isolates from both
pregnant and nonpregnant hosts and against CSA-binding as
well as non-CSA-binding laboratory lines. Placental infection
also boosted total IgG and IgGs against merozoite antigens
that are expressed by all isolates. This observation suggests that
placental parasites may stimulate the production of antibodies
that cross-react with parasites infecting nonpregnant hosts.
Alternatively, placental infection might consist of parasites ex-
pressing var genes other than var2csa that can stimulate the
production of antibodies with different specificities. Nonspe-
cific stimulation of B lymphocytes (4) by placental infection
might also be responsible for the increase in pregnant women
of IgGs against diverse P. falciparum isolates, and even against
other pathogens, as previously reported (27, 39). Finally, the
profound effect of placental infection on antibody responses
suggests that IgG levels in plasma samples collected from preg-
nant women at delivery may reflect exposure to P. falciparum
during pregnancy. The analysis of immune responses in preg-
nant women should thus take into consideration the presence
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FIG. 4. IgG levels (MFIs or ODs) in plasma samples from men and
primigravidae with placental infection (top) and from men and multi-
gravidae with placental infection (bottom) against merozoite recom-
binant antigens, P. falciparum laboratory lines, and parasite isolates.
Vertical bars represent geometric mean levels of pooled MFIs or ODs,
error bars the 95% confidence intervals, and P values the statistical
significance of the results of regression analysis with a robust variance
estimator (adjusted by age).

of placental P. falciparum infection. For this reason, further
analysis of the effect of gender and parity on IgG levels was
stratified by the infection status of the placenta.

Plasma from PG with placental infection exhibited higher
levels of IgGs against isolates from pregnant women and CSA-
binding parasite lines than plasma from infected men. How-
ever, no differences were found in the reactivities of plasma
samples from infected PG and men with isolates from non-
pregnant hosts. Analyses were adjusted for age to correct for
the effect of different durations of exposure. These observa-
tions are consistent with current models for the development
of immunity to malaria in pregnancy in which antibodies
against placental isolates and CSA-binding parasite lines de-
velop following exposure to such isolates during pregnancy.

The results of this study also show that, compared to MG,
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PG without placental infection had lower IgG levels against
isolates from pregnant as well as from nonpregnant hosts.
Parity groups were comparable in terms of their use of insec-
ticide-treated nets, neighborhoods of residence, and season at
delivery, suggesting that there was no difference in exposure
between PG and MG. Age was also discarded as a possible
confounding factor by adjusting the analysis for this variable
and by showing no difference in IgG levels between age groups
in pregnant women. The lower level of antibody responses
among PG than among MG against all types of parasite iso-
lates (i.e., those of placental origin but also parasites from
nonpregnant hosts) may reflect previous placental exposure to
a broad range of P. falciparum erythrocyte membrane protein
1 antigens (both VAR2CSA and others) in MG but also a
nonspecific modulation of immune responses during first preg-
nancies. Pregnancy-associated immunomodulation may be
needed to prevent immune responses against fetal antigens
(37, 46, 53) and might explain poor pregnancy outcomes in the
absence of placental infection (36) and the increased suscep-
tibility to malaria during the early postpartum period (16). Of
importance, placental infection in PG was still associated with
a boosting of IgGs, suggesting that first-time mothers can pro-
duce antibodies in response to plasmodia infection and that
other immune mechanisms, such as cell-mediated immunity
(43) and opsonization/phagocytosis (25), might be modulated
during pregnancy (43).

In conclusion, this study highlights our findings that placen-
tal infection boosts antibody responses against a wide range of
parasite antigens. Prospective studies using plasma samples
collected from pregnant women in early stages of pregnancy
and analysis of the functional properties of the antibodies (i.e.,
inhibition of CSA adhesion [44]) are needed to understand the
role of antibody responses against VAR2CSA and other P.
falciparum antigens in protection against malaria in pregnancy.
Our results confirm the idea that immunity to parasites tran-
scribing var2csa is pregnancy specific but, importantly, also
show that PG have lower immune responses against parasites
not specifically associated to pregnancy (i.e., those infecting
children, men, and nonpregnant women) than women of
higher parities. Both this generalized low IgG response in
primigravidae and the lack of antibodies specific to placental
parasites expressing VAR2CSA may predispose women to ma-
laria in their first pregnancies.
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RESUM

Els parasits Pf que s’acumulen en la placenta de les dones embarassades
transcriuen de forma predominant el gen var2csa, que codifica per al lligand d’unié
dels parasits al receptor placentari CSA. El bloqueig de I'adhesié a CSA podria
protegir contra alguns dels efectes adversos de la infeccid i, per tant, VAR2CSA
constitueix un candidat a vacuna contra la malaria per a les dones embarassades.
Tot i aixi, parasits aillats de sang placentaria poden adherir-se a altres receptors in
vitro, i estudis protedmics han identificat PfEMP1 diferents de VAR2CSA en la
membrana d’eritrocits infectats per parasits placentaris. Recentment, s’ha descrit
gue genotips presents en la placenta en el moment del part poden persistir en sang
periferica durant el postpart. En el primer dels articles que conformen aquesta tesi,
es va descriure com la infeccié de la placenta estimula la resposta d’lgG contra
parasits Pf d’origen no matern. En conjunt, aquests resultats condueixen a la
hipotesi que les infeccions maternes podrien estar formades per parasits que

transcriuen altres gens var.



Els nivells de transcripcié de var2csa i de gens var corresponents als grups A,
B i C es van mesurar per PCR a temps real en 30 aillats parasitaris de sang
placentaria i 21 aillats de sang periférica de dones embarassades, a més de parasits
aillats de 42 homes, dones no embarassades i nens de Mogambic. En el cas de les
infeccions maternes, es va avaluar I'associacié entre la presencia de parasits que
expressaven A, B i/o Ci les caracteristiques immunologiques i parasitologiques dels

pacients.

Els principals resultats obtinguts van ser:

- var2csa és el gen var predominant en parasits materns. Els parasits
placentaris presenten nivells de transcripcié de var2csa superiors als nivells
de parasits materns en sang periferica i soques seleccionades per unié a
CSA.

- El 67% dels parasits placentaris i el 100% dels parasits periferics de dones
embarassades transcriuen gens var dels grups A, Bi/o C.

- Els parasits periferics materns transcriuen gens var A, B i/o C a nivells
similars als que transcriuen els parasits que infecten adults amb malaria
clinica (p>0.420).

- Tant la freqliencia com els nivells de transcripcidé de gens dels grups B o C
son més alts a la sang periférica que a la placenta en mostres maternes
aparellades (p<0.046).

- Latranscripcid de A, Bii/o C a la placenta esta associada a una major densitat
parasitaria (p=0.004) i a menors nivells d’lIgG contra parasits que s’uneixen a
CSA (p=0.004), comparat amb aquelles infeccions placentaries que només
transcriuen var2csa.

- Els parasits aillats de nens presenten els nivells més alts de transcripcié de

gens var del grup A (p<0.001).



Aquest és el primer estudi en quantificar I'expressié global de gens var en
dones embarassades mitjangcant PCR a temps real. Els resultats indiquen que la
presencia de multiples gens var és freqlient en les infeccions maternes. A nivell de
la placenta, les dades de transcripcid coincideixen amb les d’estudis que han
identificat altres proteines PfEMP1 en la membrana d’eritrocits infectats, i
explicarien perque alguns parasits placentaris poden persistir en I’hoste després del
part. L’associacié entre la transcripcio de A, B i/o C i la densitat parasitaria a la
placenta sembla indicar que aquestes variants podrien acumular-se en aquest
organ durant 'embaras. Tot i aixi, no es pot descartar que I'acumulacié de parasits
var2csa a altes densitats augmenti la probabilitat de detectar parasits que
espontaniament canvien el seu perfil transcripcional. A nivell de sang periférica, la
similitud en els perfils var entre dones embarassades i adults simptomatics indica
que els parasits que transcriuen A, B i/o C en embarassades podrien tenir un pes
significatiu en la infeccidé. L’heterogeneitat de transcripcid de gens var en 'embaras
podria explicar els fenomens d’adhesié de parasits materns periférics a CD36, a
més de contribuir a l'establiment d’infeccions en el primer trimestre, al

desenvolupament de malaria greu i a I'anémia materna.

L’estudi permet concloure que les infeccions maternes sdn complexes, pero
sempre en un context de dominancia de parasits que transcriuen var2csa. Vacunes
basades en VAR2CSA i destinades a bloquejar la unid de parasits a CSA, combinades
amb epitops d’altres PfEMP1 o altres antigens de Pf més conservats, evitarien
I"acumulacié de parasits a la placenta i, a la vegada, minimitzarien la preséncia de

parasits que expressin altres gens var en sang periferica.
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Background. Increased susceptibility to Plasmodium falciparum infection during pregnancy has been attributed
to the accumulation of infected erythrocytes in the placenta. This phenomenon is mediated by a var gene coding for
VAR2CSA, which adheres to chondroitin sulphate A. However, the contribution of parasites transcribing other var
genes to maternal infections has not been well characterized.

Methods. Transcription of var2csa and var groups A, B, and C was measured by real-time polymerase chain
reaction in 30 placental and 21 peripheral P. falciparum isolates from pregnant women and in 42 isolates from
nonpregnant adults and children. Associations of infections with non-var2csa isolates with maternal parasitemia
and immune responses were assessed.

Results. Placental parasites showed the highest levels of var2csa. ABC var genes were transcribed by 20 (67%) of
30 placental isolates and were associated with higher parasitemia compared with infections by parasites only
transcribing var2csa (P = .004). Peripheral isolates from pregnant women transcribed ABC var genes at levels similar to
those of parasites infecting nonpregnant adults with clinical malaria (P[varA] = .420, P[varB] = .808, and P[varC] =
619).

Conclusions.  Transcripts of var2csa are abundant in pregnancy-associated P. falciparum infections; however,
ABC var types are also common, especially in peripheral blood, with transcription levels similar to those of
infections out of pregnancy. These findings are of interest for the design of malaria vaccines for pregnant women.

Parasitic diseases constitute a great threat to the health of
women living in tropical countries [1]. Disparities
between sexes in the burden of infectious diseases
increase during pregnancy, when women become more
susceptible to several pathogens [2]. This is the case of
Plasmodium falciparum infection, which is more frequent
and severe among pregnant women than among non-
pregnant women and men [3]. P. falciparum infection in
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pregnancy is characterized by the accumulation of tro-
phozoite infected erythrocytes (IEs) in placental
intervillous spaces [4], a phenomenon that has been
suggested to trigger deleterious effects on the mothers
and their offspring, especially in primigravidae [3].
Adhesive properties of IEs to different host receptors,
including chondroitin sulphate A (CSA) in the placenta
(5], are mediated by P. falciparum erythrocyte mem-
brane protein 1 (PfEMP1) [6]. Each parasite contains
~60 var genes that codify for different PfEMP1 var-
iants [7]. Despite immense diversity in global var ge-
nomic repertoires, genes can be classified into 5 groups
(A-E) on the basis of the position in the chromosome
and 5’ upstream sequence [8]. Transcription of A and/
or B groups has been associated with symptomatic and
severe malaria [9-13], whereas C genes have been linked
to asymptomatic infections [10, 11] and cerebral ma-
laria [13]. The D type gene, varlcsa, was initially
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associated with CSA binding, but was later found to be consti-
tutively transcribed in all isolates [14, 15] and probably not
exported to the erythrocyte surface [14]. Conversely, the single
and relatively conserved member of group E, var2csa, is tran-
scribed by placental isolates [15-17], expressed on the surface of
placental IEs [18], and provides high-affinity binding to CSA
[19]. Antibodies blocking this adhesion are developed after ex-
posure to placental parasites [20] and are associated with re-
duced risk of malaria infection in multigravidae [20] and
improved pregnancy outcomes [21, 22].

In the light of these experimental findings, adverse effects of
malaria in pregnant women have been attributed to specific
adhesion of VAR2CSA to placental tissue, and therefore this
antigen constitutes an attractive vaccine candidate against
malaria in pregnancy [23]. However, IEs from pregnant women
have been shown to adhere other receptors [5, 24, 25], to
simultaneously up-regulate other genes [26, 27], and to express
non-VAR2CSA PfEMP1 in the membrane [28, 29]. Moreover,
placental infection was found to boost antibody responses
against IEs from nonpregnant hosts which do not express
VAR2CSA [30, 31] and to persist after delivery [32], suggesting
that VAR2CSA may not be the only parasite variant infecting
pregnant women. All this evidence led us to hypothesize that
parasites transcribing A, B, or C var genes may also contribute to
pregnancy.
transcription of these var groups has been little explored in

malaria  physiopathology  in Importantly,
maternal infections [26, 27]. To address this, we aimed to
characterize the var gene profile of parasites infecting pregnant
women by real-time quantitative polymerase chain reaction
(PCR), and to analyze the association of infections with non-
var2csa variants with maternal parasite densities and immune

responses.

METHODS

Study Area

The study was conducted at the Centro de Investigagio em Saude
da Manhiga in Manhiga district, southern Mozambique. A detailed
geographic and demographic description of the area has been
reported elsewhere [33]. Briefly, Manhica is characterized by
perennial malaria transmission with some seasonality of
moderate intensity, mostly attributable to P. falciparum. At the
time of the study, the prevalence of active P. falciparum infections
detected by placental histology was 18% [34], and malaria control

in pregnancy relied exclusively on case management.

Participants and Sample Collection

Pregnant women were recruited at delivery at the maternity ward
of the Manhiga District Hospital (MDH), from March 2004
through November 2005. Demographic data of the mother and
birth weight of the newborns were recorded. Placental and pe-
ripheral parasitemia were determined by optical examination of

thick and thin blood films. If films tested positive for
P. falciparum, peripheral and/or placental blood samples were
withdrawn into ethylenediaminetetraacetic acid tubes after
making several 1-cm—deep incisions in the endometrial side of
freshly delivered placentas. After centrifugation, plasma samples
were stored at —20°C. Placental IEs were snap frozen in ethanol
and dry ice and stored at —80°C. Peripheral IEs were cultured to
trophozoite stage and frozen as described.

Children aged 1-5 years, nonpregnant women of childbearing
age, and men >15 years of age were recruited from patients
attending the MDH with a primary clinical diagnosis of
P. falciparum malaria and asexual peripheral parasitemia on
thick blood film examination. Blood samples were collected into
heparin tubes, and IE pellets were cryopreserved in glycerolyte
solution. Two blood drops from each sample were spotted onto
filter paper (Schleicher and Schuell; no. 903TM).

Written informed consent was obtained from participants or
their respective parents or guardians before sample collection.
Parasitaemic individuals were treated according to standard
national guidelines at the time of the study. Approval for the
protocols was obtained from the National Mozambican Ethics
Review Committee and the Hospital Clinic of Barcelona Ethics
Review Committee.

DNA Extraction and msp Genotyping

DNA was extracted from a 50-pL blood drop onto filter paper by
use of a QIAamp DNA Mini kit (Qiagen) and resuspended in
100 pL of water. Merozoite surface protein 1 and 2 genes (msp1
and msp2, respectively) were amplified through nested PCR [35]
and visualized by agarose gel electrophoresis. The multiplicity of
infection (MOI) was estimated as the highest mspI or msp2 allele
number detected in each sample.

RNA Extraction and Complementary DNA Synthesis

Cryopreserved IEs were thawed and matured to pigmented par-
asite forms [36]. Snap frozen and matured IEs were resuspended
in 20 vol of Trizol (Invitrogen), and RNA was extracted using
a PureLink Micro-to-Midi RNA purification kit (Invitrogen).
The quantity and integrity of the RNA was assessed in a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific) and a 2100
Bioanalyzer (Agilent), respectively. Total RNA was treated with
DNAse-I (Invitrogen) for 1 h at 37°C, and reverse transcription
was performed using the Superscript III First Strand synthesis
system (Invitrogen). RNA samples without reverse transcriptase
enzyme were processed in parallel. Reverse transcription positive
and negative controls were tested by PCR of P. falciparum
tubulin (PF10_0084) using primers forward 5'-GATCCAAGT-
GGTACCTAT-3" and reverse 5'-GGATACTCCTCTCTTATT-3’
(sequences provided by A. Rowe, University of Edinburgh,
Edinburgh, UK) to confirm the presence of complementary DNA
and discard genomic DNA (gDNA) contamination. RNA was
also extracted from 3 CSA-binding strains (CS2¢sa [strain MRA-
96 from Malaria Research and Reference Reagent Resource
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Centre], FCR3sa, and 193Tcss) and the rosetting strain R29,
after culture and selection for their specific cytoadhesion phe-

notypes [36].

Quantitative PCR of var, hprt, and shp1

The relative copy number of target genes was determined in an
ABI Prism 7500 Real-Time system (Applied Biosystems),
using primers directed to the var2csa DBL3X domain [17] and
var groups A (primer set Al), B (primer set Bl), and C
(primer set C2) [12]. Transcripts from the trophozoite up-
regulated gene hypoxanthine phosphorybosyltransferase (hprt,
PF10_0121; forward, 5'-GTTGCCATCGCTTGTCTITTT-3';
reverse, 5'-TTCCCTCATCATTAACCAAACA-3") and the ring
upregulated gene skeleton binding protein 1 (sbpl, PFE0065w;
forward, 5'-GGCACTTGCAACTACCGAAT-3’; reverse 5'-
GCTTGAAAAACCGTCATCGT-3") were quantified to com-
pare the intraerythrocytic developmental stage of the isolates.
Reactions were performed in a final volume of 20 pL, including
5 pL of DNA and 10 pL of Power SYBR Green Master mix
(Applied Biosystems). Cycling conditions were 50°C for 2 min,
95°C for 10 min, and 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for
1 min. Seryl-tRNA synthetase (seryl-tRS, PF07_0073) was used
as the endogenous control [16]. Data were analyzed using the
7500 System SDS software (version 1.4; Applied Biosystems).
Efficiencies (E), calculated by the formula E = 10~"" from 7-
log dilutions of 3D7 gDNA, where m is the slope, were 1.90 for A
genes, 1.82 for B genes, 1.86 for C genes, 1.89 for var2csa, 1.91
for hprt, 1.94 for sbpl, and 1.92 for seryl-tRS. Specificity of
primer pairs was ensured by melting curve analysis of final
products. Target gene cycle threshold (Ct) values exceeding
linearity of dilution curves (Ct > 34) were not quantified. Plate
design was based on the Pfaffl method [37], using 3D7 gDNA as
the reference. The formula C/E*“* was used to estimate the
number of gene copies [11], where C is the number of copies of
the gene in 3D7 and ACt is the difference in Ct values between
a sample and 3D7 gDNA in the corresponding plate. To nor-
malize for the amount of total DNA loaded in each reaction,
target gene copies were divided by seryl-tRS copies.

Flow Cytometry and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Immunoglobulin G (IgG) against IE surface antigens expressed
by FCR3csa and R29 laboratory lines at trophozoite stage were
measured in plasma samples from pregnant women by flow
cytometry [30]. IgG levels were expressed as the difference
between the mean fluorescence intensity of IEs and that of
uninfected red blood cells. IgGs against the merozoite
recombinant protein EBA-175 were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay and expressed as optical density at 492 nm
[30]. A pool of plasma samples from hyperimmune Mozambican
pregnant women and men as well as 10 plasma samples from
nonexposed Europeans were included as positive and negative
controls, respectively.

Definitions and Statistical Methods

Pregnant women were classified as primigravidae if they were in
their first pregnancy and multigravidae if they reported having
at least 1 previous pregnancy. Nonpregnant individuals were
grouped into adults (men and nonpregnant women) and chil-
dren. Transcription of each var group was defined as negative
when no fluorescence was detected or when Ct > 34 and pos-
itive for quantifiable samples. Isolates positive for at least 1 var
group other than var2csa were defined as ABC var parasites.
Categorical and continuous variables were compared by the
Fisher exact test and Kruskal-Wallis test, respectively. Prevalence
of var transcription in matched placental and peripheral in-
fections in pregnant women were compared by the McNemar
test and reported as the number of pairs with a divergent var
profile. Parasite densities, MOI, and level of var transcription in
paired infections were compared by the Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test and reported as the median difference
between placental and peripheral values. Data were plotted using
Prism software (version 4; GraphPad), and statistical analysis
was performed with Stata/SE software (version 11.0; StataCorp).
P values of <.05 were considered to be statistically significant.

RESULTS

Characteristics of Study Participants and Parasite Isolates

Among 361 pregnant women recruited at the MDH, 43 pre-
sented P. falciparum parasitemia by microscopic analysis of their
peripheral and/or placental blood samples. Fourteen samples
had insufficient blood volume for RNA extraction, and 8 had no
detectable P. falciparum RNA. Transcriptional data were finally
obtained for 30 placental and 21 peripheral isolates from
32 different pregnant women, detailed as follows: 19 placental
and peripheral isolate pairs from the same women, 5 placental
isolates (peripheral pairs not available), 2 peripheral isolates
(placental pairs not available), and 6 placental isolates from
women without peripheral infection. The transcription of var
was also measured in 23 isolates from nonpregnant adults and
19 from children. Characteristics of the studied populations are
summarized in Table 1. The number of pregnancies in multi-
gravidae was 2-6. The mean parasite density was higher in
placenta blood samples compared with that in paired peripheral
blood (difference, 3,968 parasites/pL; P = .044), whereas the
median MOI was similar in both compartments (difference, 0;
P = .636). Parasitemia was also higher in nonpregnant adults
and children, all with clinical malaria, compared with para-
.001). MOI was lower in
.011). Maternal parasitemia

sitemia in pregnant women (P =

children compared with adults (P
and MOI did not differ by parity or age and were not associated
with newborns’ weight (data not shown).

To discard differences in the developmental stage of parasites
[38], sbpl and hprt transcription were compared between pla-
cental isolates and all in vitro matured peripheral isolates. Both
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Table 1. Characteristics of the Study Population

Nonpregnant adults (N = 23) Children (N = 19)

Parameter Pregnant women (N = 32)
Median age, years (IQR) 20 (18-26)

Female sex NA
Primigravidae 16 (50)

Median newborn weight, g (IQR)

Median parasite level, parasites/uL (IQR)
Peripheral blood samples
Placental blood samples

Median multiplicity of infection (IQR)
Peripheral blood samples 5 (3-6)°

Placental blood samples 4 (3-5)°

2,910 (2,560-3,245)

2,266 (982-13,496)°
7,928 (1,995-19,866)°

25 (14-51) 2 (1-4)

12 (52) 4(21)
NA NA
NA NA

65,518 (30,273-117,812) 33,008 (21,292-53,553)

NA NA
4 (1-7) 3 (2-7)
NA NA

NOTE. Data are no. (%) of participants, unless otherwise indicated. IQR, interquartile range; NA, not applicable.

N =21,
b N=30.

isolate types showed similar relative copy numbers of sbp1 (copy
no. for placental isolates, 2.3 [interquartile range {IQR}, .9—4.6];
copy no. for peripheral isolates, 3.4 [IQR, 1.7-7.8]; P = .481)
and hprt (copy no. for placental isolates, 7.1 [IQR, 5.0-11.8];
copy no. for peripheral isolates, 8.7 [IQR, 3.7-18.6]; P = .127).
Moreover, matured peripheral isolates differed significantly in
their levels of sbp1 and hprt compared with 10 uncultured ring-
stage peripheral isolates (sbpI copy no., 102 [IQR, 74.9-157.1];
hprt copy no., 2.3 [IQR, 1.0-4.8]; P < .001 for both genes).

Transcription of var Genes

Primer coverage was assessed by determining the number of var
genes contained in a subgroup of 40 field gDNA samples. The
median number of genes (no. of A genes, 10 [IQR, 7-31]; no. of
B genes, 23 [IQR, 19-32]; no. of C genes, 3 [IQR 2-3]; no. of
var2csa genes, 2 [IQR, 1-3]) did not differ from expected
numbers in 3D7 [12] (P = .851 for A genes; P = .778 for
B genes; P = .134 for C genes; P = .223 for var2csa genes),
confirming that primers were suitable for var gene quantification
in the parasite isolates included in the study.

Transcripts from var groups A, B, and/or C were detected in
20 (67%) of 30 placental isolates and in all 21 (100%) periph-
eral isolates from pregnant women. Among placental isolates
(n = 30), 14 (47%) isolates transcribed genes from var group A,
5 (17%) transcribed genes from group B, and 14 (47%) tran-
scribed genes from group C. Among peripheral isolates
(n = 21), group A transcription was detected in 13 samples
(62%), group B in 12 samples (57%), and group C in 19 samples
(91%). The prevalence of group A was similar between paired
placental and peripheral isolates (10 [53%] and 11 [58%] iso-
lates, respectively; P > .999 [7 divergent pairs]), whereas B and
C transcript prevalence was higher in peripheral isolates
(10 [53%] for B and 17 [89%] for C) than in matched placental
infections (4 [21%] for B and 10 [53%] for C; P = .031 [6 di-
vergent pairs] and P = .039 [9 divergent pairs], respectively).
Two (33%) of 6 placental isolates from pregnant women

without peripheral infection transcribed a C gene, but none
transcribed an A or B gene.

Relative copy numbers of var genes in quantifiable samples
were compared between placenta and peripheral isolates col-
lected from pregnant women, and also between isolates from
pregnant and nonpregnant individuals. Copy numbers of
groups B and C were higher in peripheral isolates compared
with matched placental pairs (median difference for B, —.003;
P = .046; and median difference for C, —.01; P < .001) (Figure
1A-1C), and a similar trend was found for A genes (median
difference, —.002; P = .091). Peripheral isolates from pregnant
women transcribed similar levels of var groups A, B, and C
compared with isolates from nonpregnant adults (P = .420, P =
.808, and P = .619, respectively) (Figure 1A-1C). Transcript
levels of group A genes were significantly higher in parasites
infecting children compared with those infecting pregnant and
nonpregnant adults (P < .001), whereas no differences in levels
of B and C genes were found between parasite populations.

Transcripts of var2csa detected by quantitative PCR were
present in all P. falciparum isolates collected from pregnant
women and in 42 (97%) of 43 isolates from nonpregnant
individuals. Levels of var2csa were higher in pregnant women
than in nonpregnant hosts (P < .001), higher in placenta blood
samples than in matched peripheral blood samples (median
difference, 6.1; P < .001), and higher in field isolates from
pregnant women than in CSA-binding laboratory lines
(P = .008) (Figure 1D).

Parasitemia, lgG Responses, and var Transcription in Pregnant
Women

Pregnant women infected with parasites transcribing A, B, and/
or C in the placenta had higher placental parasitemia than
pregnant women infected with parasites only transcribing
var2csa (P = .022 for A, P = .046 for C, and P = .004 for any
ABC var gene) (Figure 2A). In contrast, peripheral parasitemia
was not associated with the presence of A, B, or C transcripts
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Figure 1. Transcription of var genes of Plasmodium falciparum in pregnant women (PW), nonpregnant adults, and children, as well as in 4 laboratory
strains (CS2¢sa, 193Tcsa, FCR3csa. and R29). Data are shown as log-transformed relative copy numbers. Boxes delimit medians and interquartile ranges;
bars indicate extreme values. Transcription prevalence is indicated inside boxes. Plac, placental isolates; per, peripheral isolates.

(P =.158 for A, P = .394 for B, and P = .719 for C) (Figure 3A).
On the other hand, IgG levels against FCR3 s IEs were lower in
pregnant women with ABC var placental infections compared
with infections only transcribing var2csa (P = .004) (Figure 2B).
Presence of peripheral parasites transcribing C genes was
also associated with low levels of IgG to FCR3css (P = .031)
(Figure 3B). No differences were found in levels of IgG against
surface antigens of R29 IEs or against the merozoite recombi-
nant protein EBA-175 (Figure 2C, Figure 2D, Figure 3C, and
Figure 3D). Similarly, no differences in A, B, or C var
transcription were found by age, parity, newborns’ weight, or
MOI (data not shown).

DISCUSSION

The results of this study show that infection with non-var2csa
P. falciparum variants is common during pregnancy, since ABC

var transcripts were detected in two-thirds of placental in-
fections and in all peripheral infections among Mozambican
pregnant women. Peripheral isolates from pregnant women
transcribed ABC var genes at levels similar to those of parasites
infecting nonpregnant adults, and ABC var transcription by
placental parasites was associated with high parasite densities in
this organ. On the other hand, isolates from pregnant women
were found to predominantly transcribe var2csa, in accordance
with the current concept that gives to this gene a central role in
placental malaria [5, 16].

Higher var2csa levels in placental isolates compared with
parasites in peripheral blood samples of pregnant women
supports the hypothesis of placental-mediated selection of
var2csa variants. Interestingly, var2csa levels in isolates from
pregnant women were found to be higher than levels in 3
P. falciparum strains selected for CSA binding. This finding
could be explained by simultaneous transcription of multiple
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Figure 2. Parasitemia and immunoglobulin G (IgG) levels against Plasmodium falciparum antigens in pregnant women infected in their placentas with
isolates transcribing A, B, or C var gene groups (plus signs, gray boxes) and isolates not transcribing that particular var subgroup (minus signs, white
boxes). Placental isolates transcribing at least 1 of the A, B, or C var groups (ABCvar+) were compared with isolates exclusively transcribing varZcsa
(ABCvar—). Data are shown as log-transformed number of parasites per microliter, mean fluorescence intensity (MFI), or optical density (OD) values,
respectively. Boxes delimit medians and interquartile ranges; bars indicate extreme values. *P < .05, Kruskal-Wallis test.

var2csa copies contained in field parasites [39], as is also sug-
gested by the analysis of Mozambican parasite genomes, in
which var2csa primers amplified a median number of 2 (IQR,
1-3) gene copies. Alternatively, reduction in overall abundance
of var transcripts in parasites adapted to culture may occur [40].
Similarly, maternal parasites transcribed var2csa at higher levels

than ABC var genes in parasites from nonpregnant adults and
children, an observation already reported in a microarray-based
study of the transcriptome of maternal parasites [26]. These
results suggest a distinct transcriptional regulation of var2csa
compared with other var genes [41], although heterogeneous
transcription of different ABC var genes with the same binding
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Figure 3. Parasitemia and immunoglobulin G (IgG) levels against Plasmodium falciparum antigens in pregnant women infected in their peripheral blood
with isolates transcribing A, B, or C var gene groups (plus signs, gray boxes) and isolates not transcribing that particular var subgroup (minus signs, white
boxes). Data are shown as log-transformed number of parasites per microliter, mean fluorescence intensity (MFI), or optical density (OD) values,
respectively. Boxes delimit medians and interquartile ranges; bars indicate extreme values. *P < .05, Kruskal-Wallis test.

specificities [42] in nonpregnant hosts or incomplete primer
coverage of the whole var repertoire may also contribute to these
differences.

In addition to transcribing var2csa, 67% of placental isolates
also transcribed ABC wvar genes. This observation is in
accordance with results of previous proteomic studies that
identified non-VAR2CSA PfEMPI1 in placental IEs [28, 29].
However, the transcription of non-var2csa var genes in infected
placentas was the lowest when it was compared with that in
peripheral isolates from pregnant women, nonpregnant adults,
and children. Moreover, none of the 6 placental isolates collected
from pregnant women without peripheral infection transcribed

A or B gene groups. Detection of ABC var transcripts in the
placenta may be explained by perfusion of the intervillous spaces
with peripheral IEs transcribing these var genes. Alternatively,
the association found for the presence of placental ABC var
transcripts with high parasite loads and low antibody levels
against FCR3cgs suggests that reduced immunity against
CSA-binding strains may allow accumulation of parasites tran-
scribing var2csa in the placenta, therefore increasing the number
of parasites that can potentially switch from var2csa to an ABC
var type. However, this observation should be taken with
caution, since the potential confounding effect of parity, age, or
parasitemia on maternal antibody responses [20, 22, 31] could
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not be discarded due to the limited number of isolates included
in the study.

Peripheral parasites from pregnant women transcribed
ABC var genes at levels similar to those of parasites from
nonpregnant adults with clinical malaria. This finding in-
dicates that ABC var transcription by parasites present in the
systemic blood circulation of pregnant women does not
merely result from spontaneous var switching of var2csa
parasites [43], but rather represents parasite populations
similar to those causing disease out of pregnancy. These re-
sults are in accordance with results of previous studies
showing that, although at low intensities, 47%-71% and 60%
of peripheral isolates from pregnant women can cytoadhere
to CD36 [5, 24] and form rosettes [25], respectively. Ob-
servations from this study would explain the high prevalence
of infection and parasitemia at first trimester [44, 45], when
placental structure is incomplete [46] and CSA is not avail-
able for VAR2CSA selection. Of importance, there is some
evidence that P. falciparum infection early in pregnancy may
contribute to reduce the birth weight of newborns [47].
Moreover, parasites transcribing A, B, or C var genes, which
have been associated with severe disease [10—13], may be able
to accumulate in other organs of pregnant women, such as
the brain [48], and to contribute to the development of
maternal anemia, a common consequence of malaria during
pregnancy that increases maternal mortality, intrauterine
growth retardation, and fetal anemia [49]. Finally, ABC var
gene variants may persist after delivery [32] and increase the
risk of malaria during the postpartum period [50].

This study presents 2 main limitations. First, it was not
possible to address whether the ABC var transcription profile
found in symptomatic adults and pregnant women differed
from that in asymptomatic individuals, since asymptomatic
nonpregnant adults were not recruited for this study. Second,
whether maternal parasites that transcribe ABC var genes can
cytoadhere in the placenta or other tissues could not be de-
termined, because P. falciparum parasites from pregnant
women were not cryopreserved to allow in vitro character-
ization of their adhesion profile.

In conclusion, this study shows that, although var2csa
transcription predominates in placental and peripheral
infections during pregnancy, pregnant women are also in-
fected in their peripheral blood by parasites transcribing A, B,
and/or C var genes at levels similar to those of isolates from
nonpregnant adults. Vaccines designed to block adhesion of
IEs to CSA, combined with non-VAR2CSA PfEMPI1 or other
conserved P. falciparum antigens, may prevent accumulation
of parasites in the placenta and significantly reduce maternal
infections with non-var2csa parasites, especially early in
pregnancy [44, 45, 47]. The contribution of var genes other
than var2csa to malaria pathogenesis in pregnant women
should be further evaluated.
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INTRODUCCIO

Els eritrocits infectats per Pf s’adhereixen a la placenta gracies a la

interaccié entre el lligand parasitari VAR2CSA i els grups sulfat del receptor CSA ™.

L’acumulacié de parasits a altes densitats en aquest organ augmenta el risc de

. . . + 136 . .
parts prematurs i retard en el creixement intrauteri *, uns dels principals efectes

134

adversos de la malaria en I'embaras i causa de baix pes al naixement . El risc

). ., , . ., e . . 129,
d’infeccid per Pf és major en primipares i disminueix en embarassos successius

272 . . T . . \ . . .
, indicant que la susceptibilitat a malaria en el primer embaras podria atribuir-se,

223

almenys parcialment, a la manca d’immunitat contra VAR2CSA “*°. En conjunt,



aquestes evidencies suggereixen que VAR2CSA podria ser un dels components

d’una vacuna destinada a prevenir la malaria en I’'embaras.

VAR2CSA esta constituit per 6 dominis DBL, dels quals DBL2X, DBL3X i DBL6e

238 . .
. Immunitzacions en models

produits de forma recombinant poden unir-se a CSA
animals tant amb dominis individuals com amb I'antigen VAR2CSA complet
estimulen la produccié d’anticossos que reconeixen soques heterologues, pero la

237

reactivitat creuada a nivell funcional és limitada “*’. Per tant, la immunitat efectiva

contra parasits que expressen VAR2CSA podria dependre de I'adquisicio

23

. . . N . 0
d’anticossos contra un determinat repertori de regions variables “. Per altra

banda, estudis previs han suggerit que proteines VAR2CSA que difereixen en la
seva seqléncia primaria tenen diferent capacitat per adherir-se a CSA 208, 268,
Partint de la hipotesi que variacions en la seqliiencia de VAR2CSA determinen
I'eficiencia de la citoadhesié de Pf a la placenta i la seva acumulacid en altes
densitats, es va proposar identificar quines regions polimorfiques en gens var2csa
expressats per parasits placentaris estan implicades en aquest fenomen. Els blocs
polimorfics dels dominis DBL2X i DBL3X es van classificar en un nombre limitat de
variants de sequéencia. L’associacid entre cadascuna de les possibles variants i la
densitat de parasits es va avaluar per analisis de regressio. Les regions rellevants es
van analitzar posteriorment en relacid a la seva immunogenicitat i exposicid en la
superficie de la proteina, aixi com la seva contribucié al baix pes dels nounats o Ia

inflamacié de la placenta. Aquesta aproximacio podria ajudar a definir un repertori

limitat de regions rellevants per al disseny de vacunes.



MATERIALS | METODES

Area d’estudi, participants i mostres.

L’estudi es va realitzar en 20 dones que presentaven parasits Pf a la placenta
en el moment del parti que van a donar a llum a la maternitat de I’"Hospital Distrital
de Manhica entre marg¢ del 2004 i novembre del 2005. La densitat de parasits es va
determinar mitjangant I'examen microscopic de frotis sanguinis, i es va expressar
com a nombre d’eritrocits infectats per ul de sang. Després d’obtenir el
consentiment informat dels participants, la sang periferica es va recollir en tubs
EDTA, es va centrifugar, i el plasma es va guardar a -802C. Aproximadament 4 ml de
sang placentaria es van recollir en tubs EDTA a partir de diverses incisions en la cara
materna de la placenta. Després de la centrifugacid, els eritrocits es van congelar
per immersié en etanol i gel sec i es van guardar a -802C. Dues gotes de 50 ul de
sang es van dipositar sobre paper de filtre (Schleicher and Schuell, n2 903TM) i es
van guardar a 42C. Un fragment de teixit de la placenta es va guardar en parafina
per tal de determinar la presencia de pigment i cel-lules inflamatories mitjangant
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analisi histologic “°.

Extraccio de DNA, RNA i sintesi de cDNA.

El DNA genomic (gDNA) dels parasits es va extreure de gotes de sang en
paper de filtre utilitzant columnes QlAamp DNA Blood kit (Qiagen) i una elucié final
en 100 pl d’aigua. Per a I'extraccio de RNA, els eritrocits es van descongelar i
dissoldre en 20 volums de Trizol (Invitrogen) a 372C; I'RNA es va purificar amb el
sistema Purelink Micro-to-Midi RNA Purification Kit (Invitrogen). Després d’una
digestid amb DNAsa-I Amp Grade (Invitrogen) durant 1 hora a 372C per eliminar les
restes de gDNA, el DNA complementari (cDNA) es va sintetitzar utilitzant
Superscript lll First Strand Synthesis System (Invitrogen). Per a cada mostra es va

processar en paral-lel un control sense transcriptasa reversa.



Seqlienciacid dels dominis DBL2X i DBL3X de var2csa.

Els dominis DBL2X i DBL3X de var2csa es van amplificar a partir de cDNA

mitjancant PCR niada o semi-niada amb la polimerasa d’alta fidelitat Platinum High-

Fidelity Taqg (Invitrogen) i els primers i condicions descrits en la taula 1. Les regions

amplificades equivalen a les posicions 1975-2514 (539bp, DBL2X) i 3769-4368

(572bp, DBL3X) de var2csa en 3D7 (PlasmoDB: PFLO030c). Els productes finals es

van purificar amb el sistema Wizard SV Gel and PCR CleanUp (Promega), lligar al

vector pCR2.1-TOPO i transformar en cel-lules competents One Shot Cells, seguint

els procediments estandard descrits en TOPO-TA cloning Kit (Invitrogen). Una

mediana de 18 (IQR [de I'anglées, inter-quartile range] 16-20) clons per domini i

aillat placentari es van amplificar per PCR amb polimerasa d’alta fidelitat i amb els

primers universals M13F/M13R. Després de la precipitacié amb isopropanol-etanol,

els productes es van seqiienciar a Macrogen Inc (http://dna.macrogen.com/eng/).

DBL2X DBL3X

Reaccid primaria

2XF: 5'-CTAATACAATAGGTTTACCCCCAAGAAC-3*  3XF: 5-CCAGGTAAAGGAGGCGAGAAA-3’
2XR: 5'- GGGACCAAATATATAAGAGGTATTCC-3’ 3XR: 5’-CTGCGAGTGATTTATTGAAAGAAAA-3’

94°C 5 min; 94°C 5 min;
40X:94°C30s,50°C30s, 68°C 1 min; 40X:94°C 30s, 45°C 30s, 68°C 1 min;
682C 5 min 682C 5 min

Reaccié niada / semi-niada

B51 (ref. 68) D3F (ref. 196)

2XR D3R1 (ref. 196)

94°C 5 min; 94°C 5 min;

40X: 94°C 30's, 50°C 30 s, 68°C 1 min; 40X: 94°C 30 s, 50°C 30s, 68°C 1 min;
682C 5 min 682C 5 min

Taula 1. Condicions d’amplificacié per PCR dels dominis DBL2X i DBL3X.

Analisi de seqiiéncies.

Les sequiéncies es van assemblar amb el software SeqMan6.0 (DNASTAR).

Totes les sequéncies assemblades pertanyents a una mateixa mostra es van alinear



amb I'aplicacié RevTrans (http://www.cbs.dtu.dk/services/RevTrans/) per a una
primera revisio manual. Les mutacions puntuals es van considerar valides només si
es trobaven en més d’una seqiiéncia. Setze seqliéncies amb grans delecions
internes i 31 seqliencies amb codons de terminacid es van excloure de la base de
dades. El conjunt de totes les sequéncies de nucleodtids de I'estudi es va introduir
en BioEdit 7.0.9, traduir a aminoacids, i alinear mitjancant I'aplicacié ClustalW
seguit d’'una correcci6 manual. L'entropia de Shannon per a cada posicid de
Ialineament es va calcular en en BioEdit. El servidor BepiPred **
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) es va utilitzar per a la prediccid

d’epitops lineals de cel-lules B en les seqliencies VAR2CSA, fixant el llindar

d’assignacio d’epitops en 0.9.

Segmentacio dels alineaments multiples.

L'alineament multiple es va dividir en blocs o segments independents
utilitzant el meétode descrit per Bockhorst et al. 205
(https://pantherfile.uwm.edu/joebock/www/segmentation/). Els segments
resultants estan caracteritzats per contenir residus polimorfics fortament

correlacionats i independents dels residus polimorfics en altres segments (exemple

1).

a b C
ALMALCTA ASTP
COMDLETTLSP
¢cDMALCTTLTE
ALSALCTA ARG
ALSDILETASTP
1 2 34 5 6 7 8 9 10

Exemple 1. Cinc seqiencies d’aminoacids alineades es poden dividir en 3 segments
independents a, b i c. En aquest exemple, cada segment a, b o c esta format per 2 variants de
seqiencia (groc i verd). Els residus polimorfics en el segment a estan fortament
correlacionats: alanina (A) en la posicié 1 correlaciona amb leucina (L) en la posicié 2, mentre
cisteina (C) en la posicié 1 correlaciona amb I'acid aspartic (D) en 2. Les dues variants de
seqléncia que adopta el segment a sén independents de les dues variants que adopta el

segment b. Adaptat de https://pantherfile.uwm.edu/joebock/www/segmentation/.



Per a determinar els millors parametres de segmentacid es van comparar
inicialment 3 longituds maximes de segments (< 10, < 15 i £ 25 aminoacids), fixant
el nombre maxim de variants de seqliéncia permeses per segment en 5. Després
d’un examen visual de les particions, es va escollir com a particié optima la longitud
maxima de 10 aminoacids, ja que longituds superiors no simplificaven Ia
segmentacio. El nombre de segments resultants va ser de 20 per DBL2X i 24 per
DBL3X. Les classificacions de les seqliencies de cada segment en < 5 variants es van
revisar manualment, i es van corregir les classificacions d’aquelles variants presents
en 2 o menys dones: en 17 segments la variant minoritaria es va fusionar dins una
altra variant que divergia en un Unic residu, mentre que en 13 segments la variant

minoritaria es va ometre ja que divergia de la resta en més d’'un aminoacid.

Seqiiéncies i model estructural de referéncia per DBL3X.

L’estructura crital-lografica 3bgK (Protein Data Bank), corresponent al
domini DBL3X de la soca A4 ***, es va utilitzar com a model per a la localitzacié
espacial dels segments mitjancant el software UGENE 1.9 (Unipro). La seqliéncies
de Genbank GQ903569-GQ903572, GQ465375-GQ465427, DQ995590-DQ995632,
DQ286630- DQ286631, DQ306266-DQ306298 i AY461586-AY461584 es van utilitzar
per comparar la distribucié de les variants de VAR2CSA entre la poblacié d’estudi i

altres poblacions de parasits.

Altres determinacions experimentals.

El nombre de parasits geneticament diferents es va determinar a partir de
I'amplificacié de les regions polimorfiques dels gens msp1 i msp2 en gDNA *°; la
multiplicitat d’infeccid es va definir com el nombre més alt d’al-lels msp1 o msp2.

Els nivells d’lgG contra antigens de superficie d’eritrocits infectats per la linia
de laboratori CS2 (soca MRA-96, Malaria Research and Reference Reagent

Resource Centre) es van mesurar en plasma de sang periferica mitjancant

citometria de flux, d’acord amb els métodes descrits en 'article 1. CS2 és una soca



de Pf seleccionada per adherir-se a CSA in vitro i que transcriu alts nivells de
var2csa (article 2, figura 1). Els nivells d’anticossos es van expressar com la
diferencia entre la intensitat de fluorescéncia mitjana (MFI) dels eritrocits infectats
i la MFI de les cél-lules no infectades. Com a control positiu es va incloure una
mescla de plasma procedent de dones mogambiqueses amb un minim de 3
embarassos previs. Deu plasmes d’individus europeus sense exposicié prévia a

malaria es van utilitzar com a controls negatius.

Definicions i metodes estadistics.

El baix pes al naixement es va definir com qualsevol pes inferior a 2500g. La
inflamacié a la placenta es va definir com la presencia de 10 o més cel-lules
mononuclears i/o leucocits polimorfonuclears en els espais intervellosos, a partir
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. L’associacio entre les

del comptatge mitja de 10 camps a 400 augments
caracteristiques clinico-demografiques i parasitologiques de les dones
embarassades, aixi i com la relacié entre aquestes variables i la diversitat de
sequéncies, es van comparar mitjancant correlacions de Spearman i el test de
Mann-Whitney per a variables continues, o bé el test de Fisher en el cas de
variables categoriques.

El llindar d’entropia es va fixar en el primer tercil del conjunt de valors
d’entropia per a totes les posicions dels aliniaments multiples. Els segments
variables es van definir com aquells que contenien 1 0 més residus amb un valor
d’entropia superior al llindar, i només aquests segments es van incloure en I'analisi
estadistic. L’associacié entre les diferents variants de seqiéncia de cada segment
(variable independent) i la densitat de parasits (variable dependent) es va avaluar
per regressid binomial negativa. Les densitats de parasits medianes en les dones
infectades per cada variant es van comparar i la variant amb una mediana més
baixa es va utilitzar com a categoria basal en la regressid. La significacié global en
els segments amb més de dues categories es va estimar mitjancant el test de Wald.
L’associacié de les variants de sequencia amb el baix pes i la inflamacio es va

analitzar mitjancant regressio logistica, mentre que I'associacid amb el logaritme



del nivell d’IgG es va analitzar per regressio lineal. L’associacid entre les variants de
sequéncia i la paritat es va estimar per regressié logistica multinomial, col-locant en
aquest cas la paritat com a variable independent. La repeticié de mesures en un
mateix individu (i.e. multiples seqliencies per cada aillat placentari) es va tenir en
compte mitjangant una estimacié robusta de la varianca en cada model. Tots els
analisis es van realitzar en STATA 11.0 (StataCorp). Els valor de p < 0.05 es van

considerar estadisticament significatius.

RESULTATS

Caracteristiques de la poblacié estudiada.

Les caracteristiques cliniques, parasitologiques i immunologiques en les
dones incloses a I'estudi es resumeixen a la taula 2. Dins el grup de multipares, la
mediana d’embarassos era de 3 (IQR 2 — 6). Quinze dones (79%) presentaven
pigment malaric a la placenta, un indicador d’infeccié cronica. La densitat mediana
de parasits a la placenta era superior en primipares (14781 [IQR 4425-39171]
parasits/ul) respecte multipares (7740 [IQR 2394-67396] parasits/ul), pero aquesta
diferéncia no era estadisticament significativa (p=0.605). Els nivells d’lgG contra
CS2 estaven correlacionats amb una menor densitat de parasits a la placenta (rho=-
0.691; p=0.001), i eren similars entre dones de diferent paritat (MFI en
primipares=739 [IQR 136 - 1222], MFI en multipares=719 [IQR 61 - 2345]; p=0.683).
Cinc nadons presentaven baix pes al néixer, 4 (80%) dels quals provenien de dones
en el seu primer embaras (p=0.311).

Les dones que van donar a llum nadons amb baix pes presentaven densitats
parasitaries medianes superiors a les de dones amb nens de pes normal (15740
[IQR 13821 — 17598] i 8199 [IQR 1995 — 67396] parasits/ul, respectivament), pero
la diferéncia de densitats no era significativa (p=0.458). Deu dones (50%)

presentaven inflamacid a la placenta. Les dones amb inflamacié no diferien de la



resta en la densitat de parasits a la placenta (p=0.706) o en la prevalenga de baix

pes dels nadons (p=0.500).

Parametre N=20

Edat, anys (IQR) 20 (18 — 26)
Primipares, n (%) 10 (50)

Pes dels nadons, g (IQR) 2890 (2505 — 3250)
Nadons amb baix pes, n (%) 5(25)
Inflamacio a la placenta, n(%) 10 (50)
Densitat de parasits, 10° parasits/ul (IQR) 12.2 (2.5-53.3)
Infeccions croniques*, n (%) 15 (79%)
Al-lels msp, n (IQR) 4.5(3.5-6.5)

IgG contra CS2, MFI (IQR) 584.5(73.9-1222.4)

Taula 2. Caracteristiques de les dones embarassades incloses a

I'estudi. *N=19.

Diversitat de seqiiéncies i variabilitat de VAR2CSA en parasits placentaris.

El nombre final de seqliencies valides obtingudes s’indica en la taula 3. Tot i
I’elevada diversitat es podia identificar una variant majoritaria en cada infeccio, que
representava el 55% [IQR 20% - 82%] i el 42% [IQR 20% — 54%] del total de clons
per DBL2X i DBL3X, respectivament. El nombre de seqiéncies DBL2X i DBL3X
diferents per infeccid equivalia a 1.8 i 2 vegades el nombre d’al-lels msp,
respectivament (taula 3). La diversitat de seqliencies DBL2X era major en dones
amb inflamacié a la placenta (12 [IQR 8 — 16] contra 4.5 [IQR 3 — 9], p=0.025). No es
va observar cap dependéncia significativa pel que fa a la resta de variables ni a la

diversitat de seqliencies per DBL3X.



Parametre DBL2X DBL3X

Total de seqiencies obtingudes, n 373 328
Seqliencies diferents, n (%) 177 195
Longitud, aminoacids de 152 3 185 de 179 2 197
Sequiencies diferents per infeccid, mediana (IQR) 9(5-14) 10(7-12)
Sequiencies diferents per al-lel msp, mediana (IQR) 1.8(1.3-2) 2(1.6-2.5)

Taula 3. Diversitat de seqiiencies d’aminoacids per DBL2X i DBL3X.

L’alineament multiple es va utilitzar per determinar la variabilitat de
VAR2CSA (figura 1). La identitat mitjana entre totes les possibles parelles de
sequencies era del 72.8% per DBL2X i del 82.4% per DBL3X, mentre que el nombre
de posicions invariables de I'alineament era de 43 (21%) per DBL2X i 38 (19%) per
DBL3X.

Associacio entre variants de VAR2CSA i la densitat parasitaria a la placenta.

Divuit segments DBL2X i 15 segments DBL3X contenien residus variables
(figura 1), cadascun dels quals va ser categoritzat en una mediana de 3 variants de
sequéncia. Set segments DBL2X i 7 segments DBL3X contenien com a minim 1
variant associada a una elevada densitat de parasits, segons l'estimacié de la
significanca global de la regressio (figura 1). Els resultats detallats de la regressio
per a cada variant i les respectives seqliencies d’aminoacids es mostren en la taula
4.

D’entre les variants associades a una major densitat de parasits, la
sequéncia v2 de DBL3X estava també associada a un major risc de baix pes (OR
[odds ratio]=34.6, p=0.029), mentre que la variant d1 de DBL2X es trobava
exclusivament en dones amb inflamacié placentaria. Per DBL3X, el risc d’estar
infectat per les variants h1 i il era superior en primipares respecte multipares (h1:
RRR [de I'angles, relative rate ratio]=15.1 [1.4-145.8], p=0.023; i1: RRR=12.6 [1.3-
126.5], p=0.031), i les variants a1, h1, i1 i vl estaven associades a una reduccié del

nivell d’l1gG contra CS2 (efectes<0.30 [0.01-0.65], p<0.006).
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Figura 1. Variabilitat de VAR2CSA al llarg de I'alineament multiple de les seqliéncies per A)
DBL2X i B) DBL3X. Els valors d’entropia (H) es van calcular en cada posicio de I'alineament en
BioEdit. La linia de punts indica el valor d’entropia corresponent al primer tercil (0.327). Els
requadres en taronja delimiten els segments variables. Els asteriscs indiquen els segments que
contenen alguna variant associada a una major densitat de parasits a la placenta (p<0.05, Wald
test sobre la regressid binomial negativa amb estimacid robusta de la varianca). Les regions
ombrejades de color verd delimiten epitops lineals de cél-lules B, segons les prediccions

realitzades en BepiPred amb un llindar d’assignacid de 0.9.



Densitat de parasits

Exposicié en

Segment Variants de seqiiéncia Dones, n (% Clons, n Epitop B L
9 nan eqdenct %) IRR (CI 95%) p-valor T 0P °  superficie
DBL2X
a 1 EYTKDLE / EYTKNLE / EYTKGLE / EYTNDLE 16 (80) 232 4.6 (1.7-12.5) 0.003 no
2 DFTKDLE / DFTKDME / DFTKNVE 13 (65) 141 1
b 1 LQKIFG 15 (75) 173 3.7 (1.2-11.3) 0.019
2 LQKAFG 9 (45) 71 4.5(0.9-21.4) 0.058 no -
3 LOQIFG 10 (50) 123 1
d 1 NIASDEN-TS / NIASDEN-TL 4 (20) 47 5.6 (1.3-23.9) 0.019
2 NIST-EQDTL / NIST-EQDTS 12 (60) 149 3.5(1.39.2) 0.013 si
3 NNTA-EQGTL / NNTIVEN-TS / NNTA-EQHTL 12 (60) 135 1.3 (0.6-3.0) 0.462
4 NISA-EQDTL / NISI-EQNTL / NNSA-EQDTS 4 (20) 42 1
n 1 EQRQGKVNA / EQRQTKVNA / EQRQAKVNA 9 (45) 110 10.7 (3.4-33.6)  <0.001
2 KQRQENVNA 5 (25) 58 7.1(2.6-19.8) <0.001 no
3 EQRQEKVKD / EQRQGKVKP / KQRQEKVKP 10 (50) 128 1.7 (0.5-5.6) 0.383
4 EQRQEKVNA / KQRQEKVNA 9 (45) 77 1
o 1 VIENCK 12 (60) 149 8.1 (2.0-33.3) 0.004
2 VIKNCN / VIENCN / VITNCN / VTKNCN 13 (65) 137 7.5 (2.0-28.7) 0.003 no
3 VINSCN / VINSCK 5 (25) 55 1.8 (0.4-9.7) 0.470
4 VIKNCK / VITNCK 4 (20) 32 1
p 1 E-S----- G 15 (75) 176 5.8 (1.7-19.7) 0.005
2 NTSGKRKIG / NTSGERIIG / NTSSKTKLG / 8 (40) 121 11(0.34.9) 0.857 si -
/ NTSSKRKIG
3 EC------ G 7 (35) 74 1
r 1 KCKNK- / ECKNKC 12 (60) 108 27.4 (5.6-133.7) <0.001
2 K----C / E----C 16 (80) 231 26.1(8.8-77.3)  <0.001 no -
3 ECEKKC 3(15) 32 1
DBL3X
a 1 NLWDKSYG / NLWYKSYG 11 (55) 105 13.8 (4.0-47.1)  <0.001
2 ELWYKSYG 13 (65) 151 10.7 (3.4-33.5)  <0.001 no si
3 ELWDKSYG / ELWDKRYG 9 (45) 7 1
h 1 QNPM------ / ONHM------ / KN------- D/
P b 19 (95) 278 12.7 (3.4-47.2)  <0.001 no si
2 RNPMKEGGED / RNPMKG---- 5 (25) 41 1
i 1 KKG-QKGK- -KG-QKEK- / KK----EK- 20 (100 292 12.6 (3.1-51.5
: QUBK- [ -KG-QKEK- (100) ¢ ) <0001 si si
2 GKGKQKEGG / GKGNQKEGG 5(25) 36 1
j 1 -——--- NDPN / EEKN--NDSN 14 (70) 143 5.0 (1.6-16.1) 0.007
2 --ANNNKNSN / EKANNNKNSN 6 (30) 57 2.1 (0.5-8.6) 0.282 si si
3 EEKNNN--SN / EEANNN--SN / --ANNNN-SN 13 (65) 128 1
n 1 NIYEYIGKLQ / NIYGYIGKLQ 18 (90) 242 4.0 (1.1-14.1) 0.033 .
no parcial
2 NTYEYIGKLQ 6 (30) 86 1
u 1 -KKQKKNGT / NKKQKKNGT / IKKQKKNGT 14 (70) 171 6.0 (2.1-17.5) 0.001
2 NKKKKKNGT / NKK-KKNGT 8 (40) 63 2.0 (0.7-5.8) 0.214 no no
3 -KKQONNKCT / NKK-NNKCT / NKK-NNKGT 10 (50) 76 1
v 1 FNGDECGVS / FNGNECGVS 5 (25) 56 9.7 (2.6-37.0) 0.001
2 FSIDECGVS / FSIDECGIF 7 (35) 44 4.1 (1.3-13.3) 0.019
3 YTGNECGVS 13 (65) 171 3.2 (0.8-13.5) 0.107 si si
4 FNVDECGVS 4 (20) 28 2.3(0.3-15.1) 0.400
5 YTGNECGIF 4 (20) 29 1

Taula 4. Variants

de sequéncia de DBL2X i DBL3X associades a un augment de la densitat

parasitaria a la placenta. La categoritzacio de les variants en nombres de I'1 al 5 és arbitraria i

independent entre diferents segments. L'IRR (de I'anglés, incidence rate ratio) s’interpreta com

la ratio de la densitat en una determinada variant de seqiieéncia respecte la variant basal (i.e.

aquella present en les infeccions de menor densitat mediana de parasits). [continua]



[ve de la taula 4] Els p-valors s’han obtingut per regressié binomial negativa amb estimacié
robusta de la varianca. La pertinenca d’un segment a un epitop B s’ha definit segons la seva
coincidéencia amb les regions identificades en BepiPred (figura 1). L’exposicié en superficie s’ha
definit a partir de la localitzacié dels segments en I'estructura 3bgk de Protein Data Bank

(figura 2). Cl, interval de confianca.

Prediccié d’epitops B i exposicié en superficie.

Els criteris que es van utilitzar per a definir una regié com a potencial diana
d’anticossos van ser la seva correspondéencia amb epitops lineals de cel-lules Bi la
seva exposicio a la superficie del domini. Els segments d i p en DBL2X i els segments
i, j i v de DBL3X formaven part dels epitops identificats en aquests dos dominis
(figura 1 i taula 3). Per a DBL3X, la localitzacié dels segments sobre I'estructura
cristal-lografica del domini va mostrar que 5 dels 7 segments associats a majors
densitats de parasits es troben en regions exposades (a, h, i, j, v; figura 2), mentre
que el segment u no es troba exposat i el segment n exposa a la superficie només

una part dels seus residus.

Figura 2. Estructura 3D de DBL3X (Protein Data Bank 3bgk). Els segments que contenen
variants de seqliéncia associades a altes densitats parasitaries s’han pintat en vermell. Els

segments h-i-j i els segments u-v corresponen a seqliéncies adjacents.



Distribucio geografica de les variants de seqiiéncia de VAR2CSA.

La proporcio de les variants associades a alta parasitéemia respecte el total

de sequéencies VAR2CSA diferents identificades Mogambic es representa en la

figura 3A. En 9 de 14 segments aquestes variants de seqliencia representen més

del 50% de la poblacié de sequencies VAR2CSA. La distribucié de variants en

poblacions de parasits d’altres origens geografics es va comparar utilitzant dades

disponibles en GenBank per a DBL3X, ja que cap estudi previ ha obtingut

sequencies de DBL2X a nivell d’expressio genica. La figura 3B mostra tres exemples

d’histogrames representatius dels segments de DBL3X. Les proporcions calculades

per Mogambic no diferien significativament de la resta amb I'excepcié de Malawi

perjiv,iPapua Nova Guinea per hiv.
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Figura 3. Proporcid de les variants associades a altes densitats parasitaries (vermell/taronja)

sobre el total de seqliéncies VAR2CSA. A) Proporcié de les diferents variants [continua]



[ve de la figura 3] en els segments DBL2X i DBL3X identificades en aquest estudi (nimero total
de seqliencies DBL2X=177, DBL3X=195, taula 3). B) Distribucid de les variants de seqiiencia en
parasits placentaris d’altres origens geografics. Es representen histogrames per a 3 segments
de DBL3X. El nombre de seqliencies de cada poblacié és de 21 per Malawi (DQ286630-
DQ286631, DQ306266-DQ306298, AY461586-AY461584 '*°), 43 per Senegal (DQ995590-
DQ995632 ***) i 53 per PNG (Papua Nova Guinea; GQ465375-GQ465427 *’®). Els asteriscs
indiquen diferéncies significatives en la proporcié de les variants associades a alta parasitemia

respecte la poblacié de Mogambic (p<0.05, test de Fisher).

DISCUSSIO

L’analisi de les regions polimorfiques dels dominis DBL2X i DBL3X ha permeés
identificar variants de sequéencia que podrien afectar la capacitat de Pf per
acumular-se a la placenta a altes densitats. Algunes de les regions que contenen

. . . . . . .. 213
aquests polimorfismes estan directament implicades en la interaccié amb CSA “~

1% formen part d’epitops B i/o es troben exposades a la superficie dels dominis,
suggerint que sén potencials dianes de la resposta immunologica i que poden ser

rellevants en el disseny de vacunes contra la malaria en I'embaras.

Les infeccions placentaries analitzades en aquest estudi presentaven una
elevada diversitat de sequiéncies VAR2CSA, equivalent aproximadament al doble
del nombre d’al-lels msp, el metode actualment recomanat per estimar complexitat
geneética de les infeccions per Pf. Aquest resultat suggereix, d’'una banda, que els
metodes de sequienciacio podrien ser més sensibles a I’hora d’estimar el nombre
real de genotips. En aquest sentit, la piroseqlienciacié de mspl i msp2 ha
demostrat sextuplicar I'estimacié de la multiplicitat d’infeccié respecte el métode
classic de PCR niada *”’. Alternativament pero, aquest resultat podria reflectir la
transcripcié simultania de multiples copies de var2csa per part de parasits
genéticament identics. Diversos estudis previs suggereixen que la duplicacié de

210, 211

var2csa és freqlient en els genomes de parasits placentaris , i que les soques

amb multiples copies de var2csa soén seleccionades positivament al llarg de
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I'embaras en regions d’alta transmissid “°°. Finalment, no es pot descartar un

. . . . s N 279
augment de la diversitat deguda a processos de recombinacid entre parasits ; el
fet que la major part de les infeccions fossin croniques indica que sén infeccions de

llarga durada, amb temps suficient per a que es donin aquest tipus de processos.

Tot i la restriccid funcional de VAR2CSA, la superficie dels dominis implicats
en l'adhesié a CSA és altament polimorfica, probablement a causa de la pressid

205, 234 . .
. Aguest polimorfisme

immunologica a la que esta sotmes aquest antigen
podria repercutir en |'eficiéncia de les diferents variants per acumular-se en I’hoste
a altes densitats i, per tant, augmentar el risc d’efectes adversos. En aquest estudi
hem identificat 14 regions de DBL2X i DBL3X en les que determinades variants de
sequencia s’associen a infeccions d’alta densitat. Només en 2 casos les mateixes
variants s’associaven a un major risc de baix pes o inflamacié placentaria. Es
possible que el nombre d’individus estudiats fos insuficient per establir
correlacions significatives entre les variants polimorfiques i els efectes adversos a
nivell clinic que se’n deriven, especialment pel que fa al baix pes. Cinc de les
regions associades a altes densitats formaven part d’epitops B, i també 5 es troben
exposades a la superficie dels dominis, suggerint que son accessibles a anticossos.
No obstant, pel que fa aquest ultim punt no es pot assegurar que la localitzacié en
la superficie es mantingui en I'estructura nativa multidomini de VAR2CSA **°.

Les variants potencialment patogeniques es poden dividir entre aquelles
que difereixen en pocs aminoacids de la resta de seqiiéncies del segment, i
aquelles variants que presenten un grau de polimorfisme elevat caracteritzat per
delecions en la sequencia d’aminoacids. La primera situacid -per exemple v en
DBL3X- suggereix que mutacions puntuals podrien ser suficients per afectar la
funcionalitat de la proteina. El fet que variants de seqliencia que difereixen en
només un o dos aminoacids es trobin en parasits d’altres origens geografics exclou
la possibilitat que aquestes mutacions puntuals siguin atribuibles a errors en la PCR

o la seqlienciacio, i suggereix que el polimorfisme en VAR2CSA es distribueix de

forma homogeénia a escala global. Per altra banda, un clar exemple de variants



altament polimorfiques és el que constitueixen els segments adjacents h, i i j, que
pertanyen a una regié de DBL3X que participa directament de la interacci6 ionica
amb CSA *** ?" En abséncia de CSA, els residus d’aquesta regié es troben
desordenats i podrien protegir la resta de posicions implicades en la unié a CSA
(residus lisina i arginina entre el subdominis 2 i 3) del sistema immunologic. En
contacte amb els ions sulfat de CSA, aquesta regié s’ordenaria formant un loop

2% Les variants h/i/j associades a altes densitats (XNXX-----XXKX-XXXK-------

estable
NDXN) es troben en la major part de parasits tant a Mogcambic com en altres zones
geografiques, suggerint que aquest polimorfisme aporta algun avantatge funcional
com podria ser una major afinitat per CSA. La vacunacié amb un domini DBL3X que
contingués les variants de seqléncia h/i/j minoritaries
(RNPMEKXXXXXGKGXQKEGGXXXNNNXXSN; e.g.: soca HB3) podria no impedir la
citoadhesid a la placenta de soques heterologues que presentessin I'altra variant
de seqliencia, la qual cosa explicaria les dificultats d’estudis anteriors per a
desenvolupar anticossos amb reactivitat creuada que inhibeixin I'adhesié **’. El lloc
d’unié a CSA en el cas de DBL2X no es coneix en detall, perd s’ha proposat que es

238
, ressaltant la

trobaria entre les posicions 125-205 de I'alineament multiple
rellevancia dels 4 segments polimorfics identificats dins d’aquesta regio.

Es probable perd que l'augment de la parasitémia associat a una
determinada variant VAR2CSA no depengui exclusivament de la seva afinitat pel
receptor, sind també de la seva capacitat per escapar del sistema immunologic.
Algunes variants de seqliéncia, incloses h/i, sbn més freqiients en dones amb
baixos nivells d’IgG al final de 'embaras i en dones primipares. Es possible per tant
que certs polimorfismes redueixin la immunogenicitat del domini i que, en

conseqliencia, la densitat de parasits augmenti per la manca d’anticossos que

controlin la infeccid.

A falta de la validacié experimental dels resultats obtinguts, el nostre estudi
reforga la hipotesi que determinats polimorfismes en VAR2CSA poden afectar

I’eficiencia de la infeccid a la placenta. El disseny de vacunes basades en VAR2CSA



hauria de prioritzar la inclusié de les regions associades a altes densitats de

parasits a la placenta.
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Discussio

El control de la malaria en I'embaras és una prioritat per tal de reduir la
morbiditat i mortalitat globals associades a la malaria. Les intervencions
preventives actuals, com I'is de mosquiteres, I'IPT o les fumigacions intra-
domiciliaries amb insecticides han demostrat ser notablement efectives pero
segueixen presentant inconvenients logistics i biologics, com per exemple el
potencial desenvolupament de resisténcies en els vectors i els parasits **°. Degut a
la complexitat de la malaltia, I'eliminacié de la malaria en zones d’alta transmissid
requereix tant de la renovacid de les eines de control actuals com del
desenvolupament de noves eines, entre les que destaquen les vacunes preventives
> 280 L3 infeccié per Pf durant I'embaras presenta algunes particularitats
biologiques que han conduit a la identificacié d’un candidat a vacuna especific per
aquest grup de poblacid. Els parasits que infecten dones embarassades expressen
en la superficie dels eritrocits VAR2CSA, una proteina PfEMP1 que no ha estat
exposada al sistema immunologic fora de I'embaras, i que permet al patogen
adherir-se a receptors CSA de la placenta. S’ha proposat que la vacunacid amb
proteines recombinants VAR2CSA abans del primer embaras induiria la produccio
d’anticossos que bloquejarien I'acumulacié de parasits a la placenta i previndrien
d’efectes clinics adversos com el retard del creixement intrauteri o el baix pes dels
nounats al naixement, imitant el procés d’adquisicié natural d’immunitat que
permet reduir el risc de malaria en les dones multipares. Tot i I'aparent simplicitat
d’aquest model d’infeccid, segueixen existint diverses controversies
immunologiques i moleculars que suggereixen que altres factors més enlla de la
interaccid VAR2CSA-CSA poden contribuir a la patogénesi de la malaria en dones
gestants. A fi d’obtenir una millor comprensio de la fisiopatologia de la malaria en

I’embaras, els estudis d’aquesta tesi han aprofundit en la descripcié de la resposta



humoral contra Pf en el moment del part (article 1), la composicié molecular de les
infeccions maternes (article 2) o el polimorfisme dels antigens VAR2CSA expressats
per poblacions naturals de parasits placentaris (article 3). Aquests estudis han
tingut en compte tant els elements immunologics i moleculars especifics de les

infeccions maternes com aquells no especifics de 'embaras.

El primer article presentat en aquesta tesi ha explorat la immunitat materna
contra antigens de superficie d’eritrocits infectats per Pf i antigens del merozoit, a
més del nivell general d’IgG. La primera conclusid que se’n deriva és que la infeccid
per Pf en la placenta estimula de forma acusada la resposta humoral contra
malaria. L'augment d’aquesta resposta no es restringeix a antigens especifics dels
parasits placentaris o soques seleccionades per adherir-se a CSA, sind que s’estén a
parasits amb baixos nivells d’expressi6 de var2csa, linies de laboratori
seleccionades per adherir-se a altres receptors i antigens del merozoit, a més
d’augmentar els nivells d’lgG totals (article 1, figura 2). Estudis immunologics previs
havien obtingut resultats contradictoris en relacié a les associacions entre infeccid i
anticossos. Un augment de la resposta d’IgG contra antigens especifics d’embaras

associada a la infeccid placentaria ja s’havia descrit per a dominis VAR2CSA

233, 247 225, 259, 281

recombinants i antigens en la superficie dels eritrocits infectats

Altres estudis, en canvi, no havien observat diferéncies en els nivells d’IgG contra
VAR2CSA *** 0 en els nivells d’IgG inhibidors de I'adhesi6 *** entre dones infectades
i no infectades. Pel que fa a la resposta materna contra antigens no especifics
d’embaras, la informacié de la que es disposa és més escassa. Staalsoe et al. **> van
suggerir que la infeccid cronica de la placenta s’associava a alts nivells d’IgG contra
parasits aillats d’'un home adult. Tot i aixi, altres estudis que no van trobar
diferéncies en funcié de la infeccid en les respostes maternes contra eritrocits
infectats " 2!, MSP-1 2% **, AMA-1 *** o altres proteines intra-eritrocitiques *°*.

Els nostres resultats confirmen que la malaria placentara provoca un augment de la

resposta immunologica humoral contra tot tipus d’antigen de Pf.



Aquest fenomen es podria explicar per diversos factors. En primer lloc, la
infeccid podria activar la resposta policlonal de limfocits B induint un augment
d’lgG amb diverses especificitats, un fenomen que ja ha estat descrit tant en
infeccions maternes com no maternes 2*°%*.

En segon lloc, anticossos generats contra parasits placentaris que expressen
VAR2CSA podrien reconeixer de manera creuada altres P/EMP1 en la superficie
dels parasits d’origen no matern. La preséncia d’epitops compartits entre VAR2CSA
i els altres PFEMP1 sembla pero poc probable, degut a I'alt polimorfisme en la
familia P/EMP1 i al fet que el mateix fenomen no es produeix en sentit contrari:
homes exposats a PFEMP1 diferents de VAR2CSA no desenvolupen anticossos que
reconeguin els parasits placentaris (article 1, figura 1).

En tercer lloc, la infeccid placentaria podria estar constituida tant per
parasits que expressin VAR2CSA com per parasits que expressin altres P/EMP1. En
aquesta situacio, la diversitat de P/EMP1 estimularia simultaniament la produccio
d’anticossos amb diferents especificitats que permetessin el reconeixement de
parasits que infecten nens i adults. En suport a la presencia de parasits que
expressin altres P/EMP1 a la placenta, estudis anteriors havien identificat peptids
corresponents a diversos PfEMP1 en les membranes d’eritrocits placentaris

’  la quantificacié de la

infectats mitjancant espectrometria de masses
transcripcié de gens var en aillats materns de Pf ens va permetre determinar que
fins a un 67% d’aillats placentaris expressen gens var dels grups A, B i/o C, a més
de var2csa (article 2, figura 1). Aquest resultat suggereix que altres P/EMP1 poden
estar presents en la placenta en el moment del part. Desafortunadament, la
capacitat d’aquests parasits per adherir-se a CSA o altres receptors placentaris no
es va poder determinar degut a la manca de parasits criopreservats que
permetessin realitzar assajos d’adhesié. Els nostres resultats contrasten amb els de
dos estudis previs que van utilitzar microarrays de DNA per a caracteritzar el

197, 198 .
. Aquests estudis no van detectar cap

transcriptoma dels parasits placentaris
expressio diferencial de gens var més enlla de la de var2csa; tot i aixi, no es pot

descartar que el gran polimorfisme dels repertoris var en les poblacions naturals



de parasits en comparacido amb els oligonucledtids de 3D7 presents en el
microarray limités la capacitat per identificar canvis en I'expressié de gens var. En
qualsevol cas, el nostre estudi mostra que els nivells d’expressio de A, Bi/o Ca la
placenta s6n més baixos en comparacié amb tota la resta de parasits periférics
(article 2, figura 1). Es possible que els parasits placentaris que transcriuen gens A,
B i/o C tinguin el seu origen en la poblacié de parasits que transcriuen A, Bi/o C en
la sang periferica, ja que i) els nivells de transcrits en aillats periferics sén
significativament superiors als de les respectives parelles placentaries, i ii) no va
ser possible detectar A ni B a la placenta en abséencia d’infeccié periférica. Una
possibilitat alternativa pero no contradictoria que expliqui la transcripcio de A, B
i/o C a la placenta implicaria que aquesta poblacié derivés directament de la
poblacié de parasits VAR2CSA acumulada en aquest organ. L’associacié simultania
entre la preséncia de gens A, B i/o C, alta densitat de parasits i baixos nivells
d’anticossos contra FCR3csay (article 2, figura 2) suggereix que, en absencia
d’immunitat efectiva capag de bloquejar 'adhesié dels parasits a CSA, augmentaria
el nombre de parasits var2csa que podrien canviar espontaniament I'expressio del
gen var dominant.

En contrast amb els parasits placentaris, els nivells de gens var A, B i/o C
detectats en sang periférica de dones embarassades séon comparables als de
parasits aillats d’individus adults amb malaria clinica. Aquesta similitud indica que
la poblacid de parasits que transcriuen gens diferents de var2csa en les infeccions
maternes és significativa. Recentment, un treball de seqlienciacié a nivell de RNA
ha demostrat que diversos gens var poden estar sobre-expressats en parasits
periferics de dones embarassades tanzanes en comparacid6 amb parasits
procedents de nens **°. Aquestes poblacions de parasits podrien expressar PFEMP1
amb afinitat per receptors diferents de CSA i, per tant, podrien acumular-se en
altres teixits. En mostres de Benin i Tanzania, Barfod et al. van descriure com
anticossos monoclonals generats contra VAR2CSA podien reconeixer un 88%
d’aillats placentaris perd només un 64% d’aillats materns periférics **°, una

evidencia indirecta de que les poblacions de parasits periféerics poden expressar



una major varietat de PfEMP1. Altres estudis a nivell fenotipic han mostrat que
entre un 41% i un 71% d’aillats materns periférics poden adherir-se a baixa
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intensitat a CD36 o formar rosetes **°. La preséncia de PfEMP1 alternatius a

VAR2CSA podria explicar 'alta prevalenga d’infeccié i densitat parasitaria en el

. . » . 129, 151
primer trimestre d’embaras

, un periode en que la perfusié sanguinia de la
placenta no és completa i en que la interaccidé dels parasits amb CSA en el espais
intervellosos podria estar limitada. Infeccions per Pf en els primers 5 mesos de
gestacid son, de fet, un factor de risc per a una posterior infeccié placentaria **° i
per a una reduccié en el pes dels nadons ***, suggerint que els parasits presents en
sang periferica a 'inici de 'embaras poden persistir fins al moment del part. D’altra
banda, aquests parasits podrien contribuir també a I'anemia materna i ser un
factor de risc per altres presentacions cliniques greus en dones embarassades. En
concret, un estudi de 2008 sobre les causes de mortalitat materna a Mogambic va
concloure que un 10% del total de morts maternes poden atribuir-se a malaria
greu, la major part de les quals degudes a una acumulacié de parasits en el sistema
nervids central °*’. Precisament, 'acumulacié de parasits al cervell en nens africans
és un fenomen associat a la transcripcié de gens var diferents de var2csa ® °* %,
Finalment, cal tenir present que els parasits que expressen altres PfEMP1 en el
moment del part podrien persistir en el postpart i augmentar el risc de malaria
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clinica en aquest periode ™ 7.

L’augment dels nivells d’anticossos contra parasits placentaris en les dones
multipares respecte les primipares s’ha associat a I'adquisicié d’'immunitat contra
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malaria durant I'embaras

. Tot i aixi, el nostre estudi ha demostrat que en
absencia d’infeccié placentaria, la dependéencia de paritat en el reconeixement
d’antigens de Pf no és exclusiva dels parasits que transcriuen alts nivells de var2csa
(article 1, figura 3). Més encara, les dones primipares tenen menys IgG totals i IgG
contra antigens del merozoit que les dones multipares. Aquest efecte no es pot

atribuir a diferéncies d’edat ja que els analisis es van ajustar per aquesta variable i



els nivells d’lgG eren similars entre diferents grups d’edat. Alguns treballs anteriors
havien descrit una certa dependéencia de paritat en el reconeixement matern de
261 . 262, 263 Y . . . . . re
MSP-1 i RESA . No obstant aix0, estudis previs no havien identificat
diferéncies entre primipares i multipares en els nivells d’anticossos contra parasits
o ’ 225, 281 222 . o
aillats d’adults 0 nens ““°. Aquests estudis es van basar en un nombre reduit
de parasits i -amb I'excepci6é de Maubert et al. ®*- no van tenir en compte I'efecte
. 222,225

modulador de la infeccid , la qual cosa podria explicar les diferéncies amb les

nostres dades.

La interpretacid conjunta dels resultats dels articles 1 i 2 suggereix que la
susceptibilitat a malaria en I'embaras s’explicaria per la manca de resposta
especifica contra VAR2CSA, pero també per una reduccié general de la immunitat,
particularment accentuada en els primers embarassos. La reduccio de la immunitat
podria ser un dels factors que expliqués perqué altres variants PfEMP1 poden
infectar dones embarassades i persistir fins al moment del part. Tot i aixi, no
existeixen evidencies solides que indiquin que la modulacié immunologica
associada a 'embaras disminueixi la resposta humoral, ni que aquesta disminucid
sigui especialment accentuada en primipares. Al contrari, els canvis immunologics
destinats a evitar el rebuig del fetus afecten principalment la immunitat de tipus
Th1l ™° i la capacitat per produir 1gG en resposta a vacunes sembla mantenir-se
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intacta en dones embarassades

. Una possibilitat és que la reduccio dels nivells
d’'immunoglobulines en primipares estigui relacionat amb un menor historial
d’exposicié al parasit. Les dones multipares han estat presumiblement més
exposades a Pf no només pel fet de tenir més edat, sind per haver passat per
diversos embarassos previs: el risc de picades infectives es pot arribar a duplicar
durant els mesos d’embaras en comparacié amb dones no embarassades en una

146 . . . .
; cadascuna de les interaccions parasits-placenta durant els

mateixa area
embarassos previs potenciaria la produccié d’IgG (article 1), resultant en un major

nivell d’anticossos en dones multipares.



L'augment dels anticossos associat a la preséncia de parasits a la placenta
suggereix que els anticossos contra antigens de superficie en el moment del part
son un indicador d’exposicid a Pf més que no pas un marcador de proteccio clinica.
En suport a aquesta hipotesi, s’"ha observat en dones mogambiqueses que els
nivells d’IgG contra antigens de superficie al final de 'embaras no estan associats
al risc d’efectes clinics adversos deguts a la malaria **°. Per tant, per a determinar
com participen els anticossos en la proteccid contra malaria caldria mesurar la
resposta humoral a l'inici de I'embaras o la capacitat funcional de les IgG per
inhibir I'adhesié. Alguns estudis ja havien questionat I'existéncia d’una correlacio
directa entre els nivells d’lgG contra antigens de superficie i la capacitat dels
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mateixos plasmes per inhibir I'adhesié a CSA “°°, encara que altres treballs si que

222, 257 .
. Els nivells

havien identificat una correspondéncia entre les dues mesures
d’anticossos com a marcadors serologics d’exposicié a Pf en dones embarassades
podrien ser ultils, en canvi, per a monitoritzar la prevalenca d’infeccid en dones
embarassades i detectar retrospectivament els canvis en la transmissié de malaria
en una determinada regid, tal i com ja s’esta utilitzant per a individus no
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embarassats de la comunitat “".

La relativa complexitat molecular i immunologica de les infeccions maternes
descrita en aquest treball no implica que VAR2CSA sigui menys important en el
desencadenament de bona part de la patologia associada a la malaria durant
I’embaras. Els nostres estudis confirmen una clara sobre-expressié de var2csa en
parasits materns respecte parasits d’altres individus, i mostren que els nivells
d’expressié de var2csa sén superiors als de la resta de gens var tant a la placenta
com a la sang periférica materna (article 1, taula 1; article 2, figura 1). Per tant, la
seva caracteritzacié hauria de seguir essent una de les prioritats en el
desenvolupament de vacunes especifiques per prevenir la malaria en dones
embarassades. Els articles 2 i 3 han permes aprofundir en la caracteritzacio

molecular de VAR2CSA en poblacions naturals de Pf.



Els resultats de I’article 2 indiquen que els nivells de var2csa sén més alts en
la placenta que en la sang periferica dels mateixos individus. Aquesta diferencia
reflecteix probablement el fet que la poblacié de parasits periféerics conté una
proporcié més gran de parasits que transcriuen gens var diferents de var2csa. Tot i
aixi, els nivells de transcripcié de var2csa a la placenta van demostrar ser també
superiors als de linies de laboratori monoclonals seleccionades per adherir-se a
CSA. Si bé no es pot descartar una reduccié dels nivells de transcripcié en les
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soques de laboratori deguda a les condicions del cultiu in vitro

, aquesta
diferencia podria atribuir-se a la transcripcié simultania de més d’un gen var2csa
en els parasits placentaris ***. L'amplificacié de var2csa per PCR quantitativa en els
genomes de 40 aillats de Pf ja indicava una duplicacié del nombre de copies del
gen en aquests parasits, unes estimacions similars a les realitzades préviament en
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estudis a Senegal .

Aquest fenomen podria explicar I'alta diversitat de
sequencies VAR2CSA no identiques en els aillats placentaris respecte el nombre
d’al-lels msp, I’habitual marcador molecular de la multiplicitat d’infeccié (article 3).
La co-expressid en la membrana d’un mateix eritrocit de més d’una variant
VAR2CSA s’haura de demostrar en el futur, tanmateix ja s’ha vist que és
bioldgicament possible per altres PFEMP1 **2.

La multiplicitat de copies de var2csa podria tenir diverses implicacions.
D’una banda, la capacitat per expressar diversos VAR2CSA podria suposar un
avantatge per als parasits a I’hora d’evadir la resposta immunologica i persistir
durant tot el periode de I'’embaras. Un estudi publicat aquest any 2011 suggereix
que, en zones d’alta transmissid, els parasits amb multiples copies de var2csa
s’acumularien a mesura que avang¢a l'embaras i que aquesta seleccid podria
dependre de la progressiva adquisici6 d’anticossos contra dominis de VAR2CSA %72,
En segon lloc, la preséncia de 2 VAR2CSA diferents en superficie podria augmentar
les capacitats adhesives de la céel-lula infectada; Achur et al. van descriure com els
parasits obtinguts d’infeccions placentaries naturals s’adhereixen a CSA amb una

afinitat triple a la de 3 linies de laboratori (3D7, FCR3 i CS2) ** que contenen una

Unica copia de var2csa. Finalment, I'exposicidé a diverses variants VAR2CSA al llarg



d’una infecci6 materna possibilitaria I'adquisicid de respostes contra multiples
epitops diferents i explicaria perque pocs embarassos son suficients per adquirir

immunitat.

Tant I'adquisicié d’immunitat com també la capacitat dels parasits per

230, 268 .
. L'estudi

adherir-se a CSA semblen tenir un component especific de soca
d’associacié entre la preséncia de determinades seqiiencies de VAR2CSA i la
parasitémia placentaria en infeccions naturals per Pf ha permeés identificar 14
regions dels dominis DBL2X i DBL3X importants per a I'acumulacié dels parasits a la
placenta i que, per tant, podrien ser rellevants en el desenvolupament de vacunes
basades en VAR2CSA. En aquest context, és necessari que aquestes regions
estiguin exposades al sistema immunologic en la conformaciéd nativa de la
proteina. Entre les regions identificades en I'article 3 destaca un segment de DBL3X
implicat directament en la interaccié idnica amb CSA ** 2% i que compleix, a més,
els requisits d’accessibilitat al sistema immunologic: es troba en la superficie de
DBL3X i forma part d’'un potencial epitop de cel-lules B. El fet que un dels llocs
d’unié a CSA es trobi entre les regions associades a altes densitats de parasits
suggereix que |'aproximacid metodologica és valida, i que la resta de regions
poden influir igualment en I'acumulacié de parasits a la placenta, ja sigui a través
de conferir una major afinitat per CSA, o a través d’una major capacitat per evadir
la resposta immunologica. De totes maneres aquests resultats requereixen encara
d’una validacié experimental detallada.

L’analisi de regions variables de DBL2X i DBL3X mitjancant el métode de
segmentacio i la posterior associacid entre les variants polimorfiques i els fenotips
clinics, es podria aplicar a altres dominis com DBL6g, o fins i tot a altres PfEMP1.
Per exemple, podria contribuir a identificar regions funcionals de PfEMP1

associades a diferents perfils d’adhesid a receptors o a diferents presentacions

cliniques de malaria greu.



Limitacions del treball realitzat i preguntes obertes

Els estudis presentats en aquesta tesi presenten algunes limitacions. En
primer lloc, i des del punt de vista immunologic, no va ser possible avaluar |'efecte
de I'HIV sobre el nivell d’anticossos. La prevalenga del virus en dones en edat
reproductiva a I'area de Manhiga era aproximadament del 36% durant el periode
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en que es van realitzar aquests estudis . S’ha descrit que I'HIV redueix les I1gG

maternes contra antigens de superficie d’eritrocits infectats a nivell sistémic > >*
i, @ més a més, la co-infeccié amb el virus de I'HIV podria afectar mecanismes
efectors de la resposta cel-lular com la fagocitosi **°. En segon lloc, la manca
d’eritrocits criopreservats en I'estudi de transcripcié de gens var no va permetre
determinar si els parasits que transcriuen gens diferents de var2csa poden adherir-
se a la placenta i contribuir d’aquesta manera a la patogenesi associada a
I"acumulacié de parasits en aquest organ. En aquest mateix estudi, tampoc va ser
possible determinar si el perfil de transcripcid var descrit en els parasits periférics
de dones embarassades i adults amb malaria clinica diferia d’aquell que presenten
els parasits que infecten adults asimptomatics, ja que no es disposava de mostres
per aquest grup de poblacié. En quart lloc, la regié seqiienciada de DBL3X no
incloia bona part del subdomini 3, el qual conté alguns dels aminoacids que
participen en la unié amb CSA. Es possible doncs que regions polimorfiques en

altres zones de DBL3X presentin també variants de seqiiencia associades a una

major densitat de parasits.

Per altra banda, els resultats obtinguts recalquen la complexitat de la
infeccio durant 'embaras i, en conseqtiéncia, la importancia de seguir estudiant en
detall els mecanismes de la infeccid materna per Pf. Estudis prospectius a nivell
immunologic haurien de tenir en compte el rol dels anticossos a I'inici de I'embaras
aixi com la caracteritzacié funcional de les IgG. D’altra banda, la descripcié de la
resposta de tipus cel-lular durant I'embaras podria contribuir a entendre els

mecanismes de proteccié contra els efectes adversos de la malaria. La resposta



cel-lular esta sotmesa a canvis importants durant els embarassos normals, i la
polaritzacié cap a una resposta de tipus Th2 ja ha demostrat disminuir la
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resisténcia contra parasits com Leishmania en models animals

. En humans, la
limfoproliferacié en resposta a antigens de Pf mesurada ex vivo esta especialment
inhibida a la placenta *** i en dones primipares **>. A més, 'augment dels nivells de
citocines de tipus Thl com TNF o IFNy, caracteristic de les infeccions placentaries,
podria reflectir un intent de control de la infeccié que resultaria avantatjos sempre
i quan aquestes respostes es trobessin estrictament regulades **.

A nivell molecular, sera necessari determinar si infeccions complexes
formades per parasits VAR2CSA i parasits que expressen altres P/EMP1 estan
associades a efectes adversos com I'anemia, el baix pes, el risc de malaria greu o el
risc de malaria en el postpart. Pel que fa a VAR2CSA, les variants polimorfiques que
podrien estar associades a una major eficiencia de la citoadhesié necessiten ser
avaluades a nivell experimental. Comparar les propietats adhesives de diversos
dominis recombinants que continguin variants de seqléncia diferents, o bé avaluar
el reconeixement de les diferents variants per plasmes de dones embarassades de

zones endemiques podria aportar informacid sobre la utilitat d’aquestes regions en

el desenvolupament de vacunes preventives.






Conclusions

1. La infeccié de la placenta per Pf provoca un augment generalitzat dels
nivells d’anticossos contra antigens especifics de parasits placentaris
(VAR2CSA), pero també contra antigens expressats per parasits que infecten
nens, homes i dones no embarassades. Aquests resultats suggereixen que
parasits que expressen PfEMP1 diferents de VAR2CSA podrien infectar la
placenta i, d’altra banda, que els nivells d’IgG en el moment del part sén
marcadors d’exposicié a Pf més que de proteccid. Anticossos en fases
inicials de I'embaras o respostes immunologiques cel-lulars podrien ser

rellevants en el control de la malaria durant I’embaras.

2. En absencia d’infeccié placentaria, les dones primipares presenten una
reduccio dels nivells d’lgG contra antigens de Pf especifics i no especifics
d’embaras en comparacié amb les dones multipares. Aquesta diferencia
podria explicar la major susceptibilitat a la infeccié per Pf en els primers

embarassos.

3. La infeccid per parasits que expressen gens var diferents de var2csa és
freqlient durant 'embaras, tot i que la poblacié de parasits que expressen
var2csa és majoritaria. A la placenta, la transcripcié de gens var A/B/C
s'associa a altes densitats de Pf; en sang periférica, els parasits materns
transcriuen var A/B/C a nivells similars als de parasits d’adults no
embarassats amb malaria clinica. Es necessari, per tant, avaluar I'impacte
gue poden tenir infeccions amb parasits que transcriuen gens var diferents
de var2csa en el desenvolupament d’anémia materna o en la restriccié del

creixement intrauteri.



4. Diferents sequéncies d’aminoacids en regions polimorfiques de VAR2CSA,
entre les que destaca un fragment de DBL3X implicat en la unié a CSA,
s’associen amb un augment de la densitat parasitaria a la placenta. Els
parasits que contenen aquestes seqliencies podrien citoadherir a la placenta

amb més eficiencia i afectar en major mesura el desenvolupament fetal.

5. Una vacuna per prevenir la malaria durant I'embaras hauria d’evitar la
presencia de parasits a la placenta, perd també les infeccions per parasits
que expressen PfEMP1 diferents de VAR2CSA. Vacunes multi-epitop que
incloguin les regions de VAR2CSA implicades en I'acumulacié de parasits a la
placenta, a més d’epitops conservats d’altres antigens, podrien ser més

efectives en la prevencié de la malaria durant I'embaras.
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The Duffy binding-like (DBL) domains are common adhesion modules present in Plasmodium falciparum
erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1) variants, which are responsible for immune evasion and cytoad-
herence. Knowledge about how immune responses are acquired against polymorphic DBL domains of PIEMP1
can aid in the development of vaccines for malaria. A recombinant DBLa domain, encoded by R29 varl, which
binds complement receptor 1 to mediate rosetting by the P. falciparum laboratory strain R29, was expressed in
Escherichia coli, renatured by oxidative refolding to its native form, and purified to homogeneity. Antibody
levels in 704 plasmas obtained from residents of areas of different levels of malaria endemicity in Orissa
(India) and Manhica (Mozambique) were assessed by enzyme-linked immunosorbent assay. The refolded
DBL« domain was pure, homogeneous, and functional in that it bound human erythrocytes with specificity and
was capable of inhibiting rosetting. The proportion of individuals who had measurable anti-DBLa immuno-
globulin G responses was low in areas of low malaria endemicity in Orissa (6.7%) but high in areas of high
endemicity in Orissa (87.5%) and Manhica (74.5%). Seroprevalence and antibody levels against the recombi-
nant protein increased with the age of inhabitants from areas with high transmission rates (P < 0.001). Half
of the children in these areas had seroconverted by the age of 5 years. These findings suggest that in spite of
the extreme polymorphism of PEEMP1 DBL« domains, the acquisition of specific antibodies is rapid and age
related and reflects the reduced risk of malaria in areas with high transmission rates. Further studies are
required to elucidate the role of these antibodies in protection from malaria.
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Abstract

Introduction: Severe malaria has been attributed partly to the sequestration of Plasmodium falciparum-infected
erythrocytes (IEs) in the microvasculature of vital host organs. Identification of P. falciparum cytoadherence phenotypes
that are associated with severe malaria may lead to the development of novel strategies against life-threatening malaria.

Methods and Findings: Forty-six P. falciparum isolates from Mozambican children under 5 years of age with severe malaria
(cases) were examined and compared to 46 isolates from sex and age matched Mozambican children with uncomplicated
malaria (controls). Cytoadherence properties such as platelet-mediated clumping, rosetting and adhesion to purified
receptors (CD36, ICAM1 and gCiqgR), were compared between these matched pairs by non-parametric tests. The most
common clinical presentation associated with severe malaria was prostration. Compared to matched controls, prevalence of
platelet-mediated clumping was higher in cases (P =.019), in children presenting with prostration (P =.049) and in children
with severe anaemia (P=.025). Prevalence of rosetting and gC1qR adhesion were also higher in isolates from cases with
severe anemia and multiple seizures, respectively (P=.045 in both cases), than in controls.

Conclusions: These data indicate a role for platelet-mediated clumping, rosetting and adhesion to gCiqR in the
pathogenesis of severe malaria. Inhibition of these cytoadherence phenotypes may reduce the occurrence or improve the
prognosis of severe malaria outcomes.
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BACKGROUND: Factors involved in progression from Plasmodium falciparum (Pf)
infection to severe malaria (SM) are incompletely understood. Altered antibody and
cellular immune response against Pf might increase the risk of developing SM.
METHODS: A sex- and age-matched case-control study was carried out in 134
Mozambican children with severe or uncomplicated malaria (UM). IgG and IgM against
Pf lysate, merozoite antigens, a Duffy binding like (DBL)-a rosetting domain and
antigens on the surface of infected erythrocytes, as well as levels of 12 plasma cytokines
and chemokines, were measured by ELISA or flow cytometry.

RESULTS: Compared to UM, matched children with SM had reduced levels of IgG
against DBLa (P<0.001), IgM against MSP-1 and AMA-1 (P<0.049 for both) and TGF-
B (P <0.001), whereas levels of IgG against Pf lysate and IL-6 were increased (P=0.007
and P=0.049, respectively). Parasite density decreased with increasing anti-DBLa IgG
among SM children (P=0.004).

CONCLUSIONS: SM is characterized by low anti-merozoite IgM and low IgG against
a DBLa domain involved in rosetting, together with an exacerbated pro-inflammatory
cytokine response. These differences are not attributable to lack of previous exposure to
Pf in children with SM. Results are of relevance for the design of strategies to control

life-threatening malaria.
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