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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario

ADNg Acido desoxirribonucleico genémico

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

CelTOS Proteina para el atravesamiento de células de ooquinetes y esporozoitos (del

inglés Cell Traversal Protein for Ookinets and Sporozoite)

CK2 Casein quinasa

CR1 Receptor del complemento 1 (del inglés Complement Receptor 1)

CyRPA Antigeno protector rico en cisteina (del inglés Cysteine-rich Protein Antigen)
DBP Proteinas de unién a Duffy (del inglés Duffy Binding Proteins)

FCB2 P. falciparum cepa falciparum Colombia Bogotéa 2

FIDIC Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia

FVO P. falciparum cepa falciparum Vietnam Oak-Knoll

GEST Proteina de egreso del gametocito y atravesamiento del esporozoito (del inglés

Gamete Egress and Sporozoite Traversal Protein)

GP Glicoforina

GPI Glicosilfosfatidilinositol

HABP Péptido de unidn de alta afinidad (del inglés High Affinity Binding Peptide)

IFA Inmunofluorescencia

MSP Proteina de superficie del merozoito (del inglés Merozoite Surface Protein)
OMS Organizacion Mundial de la Salud

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction)
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PfAMA-1
Antigen 1)

PfEBA

PL

PfRh

PVRBP

Ripr
RON

RT-gPCR

SPECT

TLP

Antigeno apical de membra 1 de P. falciparum (del inglés Apical Membrane

Antigeno de union a eritrocito de P. falciparum (del inglés Erythrocyte Binding
Antigen)

Fosfolipasa

Proteina homologa de unién a reticulocito de P. falciparum (del inglés Reticulocyte

Binding Homologue)

Proteina de unién a reticulocito de P. vivax (del inglés Reticulocyte Binding

Protein)
Proteina que interactta con Rh5 (del inglés Rh5 interacting protein)
Proteina del cuello de la roptria (del inglés Rhoptry Neck Protein)

PCR cuantitativa con transcriptasa reversa (del inglés Reverse Transcription
Quantitative PCR)

Proteina esencial para atravesamiento de células (del inglés Sporozoite Protein

Essential for Cell Traversal)

Proteina similar a TRAP
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PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE GENES QUE CODIFICAN PROTEINAS DE
INVASION A ERITROCITO PERTENECIENTES A LAS FAMILIAS DE LIGANDOS
PfEBA Y PfRh DE LA CEPA FCB2 DE Plasmodium falciparum

RESUMEN

Plasmodium falciparum, es el parasito causante de malaria asociado a la mayor
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Es un problema de salud publica cada vez mas
dificil de tratar, debido especialmente al aumento de resistencia por parte del parasito a
los antimalaricos actuales; por esta razdn es necesaria la busqueda de nuevas
herramientas en pro del control y la erradicacion de la enfermedad principalmente
enfocadas al desarrollo de vacunas eficaces. Para esto es indispensable la
caracterizacion de proteinas que puedan ser blancos potenciales, como lo son los
ligandos de invasion, correspondientes a las familias de antigenos de union a eritrocito
(PfEBAS) y proteinas homologas de union a reticulocito (PfRHs), ya que multiples
estudios de expresion transcripcional de los genes que codifican para estos ligandos,
han demostrado que son esenciales en el proceso de invasion al eritrocito y que su
expresion varia entre diferentes cepas y aislados. Por este motivo, el presente proyecto
determiné de manera parcial el perfil transcripcional de genes pertenecientes a estas dos
familias, cuantificando su expresion transcripcional mediante la técnica RT-gPCR, en una
cepa autéctona de Colombia. Con los resultados obtenidos, se espera dar pie a futuros
estudios comparativos con otras cepas del parasito, para asi mejorar la comprension de
los fenotipos que utiliza P. falciparum en el proceso de invasion al eritrocito y asi mismo

buscar métodos para bloguear dicha invasion.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium falciparum, Ligandos de invasién, PfRHs,
PfEBAs, RT-gPCR.
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1. INTRODUCCION

La malaria es un problema de salud publica, que para el afio 2017 caus6 alrededor de
219 millones de casos, presentando 435.000 muertes secundarias a esta enfermedad,
especialmente en poblacion ubicada en zonas endémicas del planeta (regiones
tropicales y subtropicales)'?. A pesar de la implementacién de programas de control y
prevencion de la enfermedad, en los ultimos afios se ha observado un estancamiento en
la disminucién de su incidencia®, por tanto, es necesaria la blUsqueda de nuevos
mecanismos de control, medicamentos antimalaricos y el desarrollo de vacunas
efectivas, teniendo en cuenta los factores asociados al vector (Alimentacion, picadura,
comportamiento reproductivo, entre otras) al componente humano (inmunologia,
demografia, cultura, caracteristicas socioeconémicas), al entorno (temperatura,
humedad, hidrografia, etc.) y especialmente al parasito, ya que es bien sabido que buena
parte del problema se debe al aumento de la resistencia por parte de este a los

antimalaricos existentes?4.

La variabilidad antigénica, asociada al fenotipo de invasion del parasito durante el
proceso de invasion al eritrocito, es uno de los obstaculos que se presentan para el
desarrollo exitoso de vacunas®. Por ende, el estudio de la expresion transcripcional de
proteinas involucradas en este proceso, permite el analisis del fenotipo de invasion del
parasito. Un punto clave en esta aproximacion, es el estudio de genes que codifican para
los principales ligandos involucrados en las vias alternas de invasion del merozoito al
eritrocito, correspondientes a las familias de proteinas Antigeno de union a eritrocito
(PfEBA) y proteinas homologas de union a reticulocito (PfRh), los cuales, ademas de ser
vitales en conjunto para una invasion exitosa, se ha demostrado que varian su expresion

de una cepa a otra, otorgandoles diferentes fenotipos de invasion®-2,

Es conocido que los parasitos se adaptan a la poblacion en la que se encuentra,

presentando cambios transcripcionales y fenotipicos, por lo que estos varian entre cepas;
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actualmente, existen diversas cepas de P. falciparum extensamente caracterizadas,
especialmente 3D7 (derivada de NF54), algunas otras de origen africano (FCR-3,
Uganda Palo alto-FUP), asiatico (W2mef, Dd2, FVO) y algunas americanas (7G8, HB3 'y
Santa Lucia). En nuestro pais, desde 1982 se ha utilizado la cepa falciparum Colombia
Bogota 2 (FCB2) como modelo en varias investigaciones y ensayos tanto a nivel nacional
como internacional®*3, sin embargo, esta cepa no se encuentra completamente

caracterizada.

Por este motivo, en el presente proyecto se determiné el perfil transcripcional de los
genes de la familia PfEBA y PfRh, resolviendo la pregunta ¢cuél es el perfil
transcripcional de los principales genes involucrados en el proceso de invasion a
eritrocitos de la cepa FCB2 de P. falciparum?, haciendo parte del proyecto de
caracterizacion de la cepa FCB2 llevado a cabo en la Fundacion Instituto de Inmunologia
de Colombia (FIDIC), siendo de importancia para la posterior utilizacion de esta cepa

como referente de P. falciparum en el pais.

Este conocimiento permitira el analisis comparativo de la expresion génica con cepas de
otras regiones, ayudando a profundizar en el estudio de los fenotipos de invasion del
parasito y como estos pueden variar dependiendo de la diversidad fenotipica de la
poblacién expuesta a cada una de estas cepas; ademas, este trabajo dara las bases
para futuros estudios, como el analisis de los mecanismos de adaptacion de la cepa a
cambios en el hospedero, tratamiento con enzimas o anticuerpos, disrupciones
genéticas, entre otros, contribuyendo en el campo del desarrollo de vacunas y

tratamientos antimaléaricos con énfasis en la poblacion colombiana.
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2.1

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el perfil transcripcional de los genes pertenecientes a las familias de ligandos
de invasion a eritrocito Pfeba (Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81) y Pfrh (Pfrhl, Pfrh2a,
Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5) de la cepa FCB2 de P. falciparum en estadios de esquizonte, por

medio de la técnica RT-qPCR.

2.2.

Objetivos especificos

Estandarizar la técnica de RT-gPCR para el analisis de la expresion
transcripcional de los genes de invasion a eritrocito Pfebal75, Pfebal40,
Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa FCB2 de P. falciparum.

Cuantificar mediante RT-qPCR, la expresion de los genes de invasion a eritrocito
Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa
FCB2 de P. falciparum.

Describir el perfil transcripcional de los genes de invasion a eritrocito Pfebal75s,
Pfebal40, Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5, de la cepa FCB2 de P.

falciparum en el estadios de esquizonte.

16



3. ANTECEDENTES

La malaria (del italiano “mala aria” = mal aire), también conocida como paludismo (del
latin “pallus” = pantano) o fiebre del pantano4, es una enfermedad que se conoce desde
tiempos antiguos, siendo descrita por la civilizacién egipcia, mesopotamica, griega, los
antiguos chinos y los hindues; sin embargo, su etiologia era un misterio y se atribuia a
miasmas de los pantanos®®. En 1879, Robert Koch, Edwin Klebs y Corrado Tomassi-
Crudeli acreditaron la enfermedad a una bacteria a la que denominaron Bacillus

malariae?®.

No fue hasta el afio 1880 donde Charles Louis Alphonse Laveran atribuy6 la malaria a
un parasito'®>6, seguido de los descubrimientos de Camillo Golgi, en 1886, quien observé
gue los intervalos de ruptura de los eritrocitos y liberacion de los parasitos coincidian con
los picos de fiebre caracteristicos de la enfermedad!®. En 1890 se hizo la primera
clasificacion de estos parasitos, que incluia a Haemamoeba vivax, Laverania malariae y
Haemamoeba malariae, hoy en dia conocidos con el nombre de Plasmodium vivax, P.

falciparum y P. malariae respectivamente?®.

En 1897, Ronald Ross, concluyé que los mosquitos son los vectores de la malaria aviar
y Giovanni Battista Grassi, Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli y Camillo
Golgi determinaron que los mosquitos del género Anopheles transmiten la malaria
humana®>%, Mas adelante, en 1948, H.E. Shortt y C.C. Garnham, descubririan los

estadios tisulares del parasito en el higado de monos y humanos?6.

En 1975, Dvorak et al*” observaron la invasion del merozoito de P. knowlesi al eritrocito
mediante microscopia de interferencia, donde determinaron a grandes rasgos los pasos
involucrados en la misma; sin embargo, se desconocia cuél era el mecanismo que
utilizaba el parasito para deformar la membrana eritrocitaria e invaginarse en esta, y

cudles eran los receptores o ligandos involucrados?’.

Estudios posteriores establecieron la importancia del acido sidlico presente en las

glicoforinas de la membrana del eritrocito durante el proceso de invasion; también
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describieron que eritrocitos deficientes de glicoforina A (GpA) o glicoforina B (GpB), y

eritrocitos tratados con neuraminidasa y/o tripsina eran resistentes a la invasion*®-2°,

En 1985, Camus et al?! describieron una proteina de 175 kDa que se ligaba al acido
sidlico, a la que se denomind Antigeno de Unién a Eritrocito de P. falciparum (PfEBA)
175, de la cual, en 1992, se describié su estructura, encontrando una alta similitud con
proteinas de unién a Duffy (DBP) de P. vivax y P. knowlesi, en su dominio C-terminal®? y
en 1994, se determind que se unia especificamente a GpA mediante dominios ricos en

cisteina?324,

En 2001, gracias a los estudios de Adams et al?®® se asociaron a la familia PfEBA, las
proteinas MAEBL, EBL-1, PfEBA140(BABL) Y PfEBA181(JESBEL) ya que poseian una
estructura génica multi-exén parecida entre ellas y a PIEBA175, ademas sus secuencias
de aminoacidos tenian un similitud de 30 a 40%. En 2003 se determino que PfEBA140
se ligaba a la glicoforina C (GpC)?¢ y PfEBA181 a un receptor “X” en una via resistente

a tripsina y sensible a quimotripsina?’.

Por otro lado, en el afio 2000 se inici0 la identificacion de las proteinas pertenecientes a
la familia de proteinas homdélogas de union a reticulocito de P. falciparum (PfRh). Las
proteinas PfRh2a y PfRh2b fueron descritas por Rayner et al?®, mediante la comparacion
con la proteina de union a reticulocito 2 de P. vivax (PvRBP2) y la proteina de roptria de
235 kDa de P. yoelii, sugiriendo ademas que estas habian sido resultado de una
duplicacién, ya que observaron que tenian en comun una secuencia de nucleétidos de
mas de 8 kb?8. El papel de estas PfRhs (PfRh2a-PfRh2b) en invasion fue estudiado un
afio mas tarde por Triglia et al*®>, mediante el uso de anticuerpos anti-PfRh2a/2b, los

cuales fueron efectivos en la inhibicion de la invasién de la cepa 3D7 a eritrocitos.

En 2001, Rayner et al*® describi6 PfRh1, como una proteina ortéloga de PvRBP1,
determinando ademas, que se unia a su receptor de forma dependiente de acido sialico
y que cumplia un papel importante en la invasion en una via resistente a tripsina®°. Otro
miembro de esta familia se reporté el mismo afio, PfRh3, pero a diferencia de los
anteriores, este se transcribia pero no se traducia, por lo que se consideré un

pseudogens?.

18



En 2002, Blair et al®?, probd por primera vez la técnica de RT-gPCR para medir la
expresion de genes del parasito en sus diferentes estadios de la fase eritrocitaria; en
este caso se estudiaron los genes Pfebal75, pebl (Pfebal65), Pfebl-1, baebl (Pfebal40),
maebl y jesebl (Pfebal81), genes descritos parcialmente en estudios previos®. Los
resultados obtenidos mostraron que Pfebl-1 se expresa en esquizontes intermedios y
maebl se expresa durante todo los estadios eritrocitarios del parasito, ambos
dinsminuyendo su expresién en los esquizontes maduros, lo que sugiere que estas dos
proteinas tienen un papel en el desarrollo del merozoito, mientras que Pfebal75,
Pfebal40 y Pfebal81 se expresan en los esquizontes maduros, reafirmando que estan
implicados en el proceso de invasion, a diferencia de las otras dos?>%2, También se
propuso que existen promotores que permiten la expresion de estos genes en estadios

especificos del parasito®?.

Ese mismo afio (2002), los estudios de Taylor y colaboradores’ probaron que la
expresion de las proteinas implicadas en invasion a eritrocito, (especificamente PfRh2a,
PfRh2b Y PfRh1), variaba entre las diferentes cepas de P. falciparum; para esto utilizaron
las cepas 3D7 (Derivada de NF54), T996 (Tailandia) y FCB1 (Colombia), realizando
analisis de secuencia génica y de expresion y localizacién de proteinas mediante el uso
de Western Blot e inmunofluorescencia (IFA). Los resultados de estos experimentos
demostraron la variacion a nivel de secuencia, cantidad y ubicacion de las proteinas

estudiadas en cada cepa’.

Mientras tanto, Kaneko et al, describié un quinto miembro de la familia PfRh, al que
denomino PfRh4, que al igual que las otras PfRhs se expresaba en el extremo apical del
merozoito en las diferentes lineas de P. falciparum y posiblemente cumplia un papel en
la invasion alternativa al eritrocito®3. Mas adelante, se estudié la cepa Dd2 de P.
falciparum (Indochina. Acido sidlico dependiente), en la que se observé una sobre
expresion de PfRh4 cuando esta era cultivada en eritrocitos tratados con neuraminidasa,
lo que le permitia invadir estos eritrocitos; esto mostrd la importancia de PfRh4 en el

cambio de invasion dependiente de &cido sialico a la invasién independiente de acido
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sidlico®*. Afios después, en 2010, Tham y colaboradores determinaron que este ligando
se unia al Receptor de Complemento 1 (CR1) del eritrocito®.

En 2005, Triglia et al®¢, determiné que PfRh1 juega un papel en la invasion dependiente
de &cido sidlico, concordante con estudios previos que indican que PfRh1 se une a un
receptor “Y” sensible a neuraminidasa y resistente a tripsina y quimotripsina3®3’. Esto
indicé que PfRh1 junto a PFEBA140 y PfEBA175, estan involucrados en la invasion acido
sidlico dependiente. También se concluyd que parasitos que no expresan PfRh2a y
PfRh2b, pero si PfRh1, usan vias &cido sialico dependientes y viceversa®®.

Afios mas tarde, en 2011, Sahar desvel6 que las proteinas PfRh2a/b estaban
involucradas en la invasion acido sialico independiente, tripsina resistente y quimotripsina
sensible®®, siendo PfRh2b mas crucial que PfRh2a2%3"3, También confirmé que estas
PfRhs sufren un procesamiento proteolitico mediado por proteasas y subtilisinas durante
la invasion, generando tres fragmentos de diferentes tamafios reconocibles por
anticuerpos que son capaces de disminuir la tasa de invasion de cepas de P. falciparum

acido sidlico independientes®8.

La ultima proteina descrita, perteneciente a esta familia, se denomindé PfRh5 y fue
descrita en 2009 por Baum et al®®, como una proteina pequeia codificada en el
cromosoma 4 del parasito junto a PfRh4. Se determind que PfRh5 al igual que las demas
PfRHs, se almacena en las roptrias y juega un papel importante durante la invasion a
eritrocito, sin embargo, esta carece de dominio transmembrana y no se puede realizar la
delecion del gen que codifica para esta proteina (PfRh5), evidenciando su papel

fundamental en la supervivencia del parasito®.

En 2011, se determiné que la proteina basigina, perteneciente al grupo sanguineo OK,
era el receptor de PfRh5 en el eritrocito®®. Este mismo afio, también se describié la
proteina que interactua con PfRh5 (Ripr), la cual esta involucrada en invasion a eritrocito,
ya que forma un complejo con PfRh5, sin embargo ninguna de las dos posee dominio
transmembranal®!. En 2015, se encontré una nueva pieza del complejo, un antigeno
protector rico en cisteina (CyRPA) que forma parte del complejo PfRh5 —Ripr*?y en 2017,
se describi6 P113, como una proteina de superficie de merozoito anclada a

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que interactiia con el dominio N-terminal de PfRh5, siendo
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importante en la formacion del complejo al proporcionar un mecanismo de liberacion para

que PfRh5 pueda desanclarse del merozoito®.

Dentro de las cepas pertenecientes a P. falciparum, en nuestro pais se describié en 1982
la cepa FCB2 (falciparum Colombia Bogota 2), en el estudio de Espinal y
colaboradores*, donde se realizd el primer acercamiento a la caracterizacion de esta
cepa, aislada de un paciente de San Martin, Meta, junto con otras 7 cepas obtenidas de
diferentes partes de Colombia. Con los resultados de esta investigacion, se determino
gue la cepa FCB2 era resistente a cloroquina y sensible a quinina, presentaba una alta

produccién de gametocitos y no formaba nodulaciones en los eritrocitos*4.

A partir de lo descrito por Espinal*, la cepa FCB2 se ha utilizado en algunas
investigaciones, como la realizada en 2006 por Garavito y colaboradores®, donde se
probo la actividad antimalarica de las plantas Abuta grandifolia, Acacia farnesiana,
Acnistus arborescens, Calea prunifolia Kunth (Asteraceae), Croton leptostachyus, Piper
cumanense, Piper holtonii y Xylopia aromatica contra esta cepa®. En 2013, se realiz6 un
estudio similar, donde Garcia-Huertas y colaboradores?® probaron el efecto citotdxico y

Anti-malarico de Solanum nudum.

En 2008, Arango y colaboradores?!, utilizaron FCB2 como control junto a NF54
(Holanda), en un analisis de susceptibilidad in vitro de aislados clinicos a antipaltdicos,
donde se confirmé la susceptibilidad previamente descrita para esta cepa*. De igual
manera, en 2013, FCB2 fue utilizada como control en un estudio que buscaba determinar
los fenotipos de invasion de aislados clinicos de Colombia, Brasil y Peru, en eritrocitos
tratados con enzimas, para compararlos con los fenotipos ya conocidos de cepas de
referencia (7G8, HB3, Dd2, W2mef, 3D7) y aislados de Africa e India, sin embargo en

este estudio no se describié el fenotipo de invasién de FCB22

Por otra parte, en 2011, Curtidor y colaboradores*?, utilizaron la cepa FCB2, junto con
otras cepas del parasito, para la determinacién de péptidos de unién de alta afinidad
(HABPS), en la busqueda de nuevos blancos del parasito en estadio de esporozoito para

el desarrollo de vacunas.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. Generalidades

La malaria o paludismo es una enfermedad de distribucion mundial, causada por
parasitos del género Plasmodium, perteneciente al phylum Apicomplexa, del que hacen
parte otros patégenos humanos como Toxoplasma gondii, y Cryptosporidium parvum,
entre otros*>4®, todos caracterizados por ser parasitos intracelulares obligados*® y cuyos
zoitos poseen vesiculas secretoras en su extremo apical: las roptrias y los micronemas,
gue secretan su contenido hacia el polo apical y los granulos densos que lo secretan en
otras partes de la superficie del zoito en respuesta a sefales especificas*’*8; estos
organulos son los encargados de producir moléculas indispensables para el

reconocimiento, adherencia e invasion a su célula blanco“®.

Dentro del género Plasmodium, se conocen 6 especies causantes de enfermedad en el
ser humano: P. vivax, P. falciparum, P. knowlesi, P. malariae, P. ovale curtisi y P. ovale
wallikeri, siendo P. falciparum la especie predominante y que mayor mortalidad produce

a nivel mundial®4649,

4.2. Sintomatologiay clasificacion de la malaria

Inicialmente, la malaria se presenta como una enfermedad febril, acompafada de
sintomas inespecificos como dolor de cabeza, fatiga, nauseas, dolor muscular, articular,
entre otros®,>°. Con el tratamiento antimalarico adecuado los sintomas disminuyen junto
con la carga parasitaria del individuo, sin embargo, en algunos casos, cuando dicho
tratamiento no es administrado o no se completa, dependiendo del estado inmunoldgico
del paciente, la enfermedad puede progresar hasta volverse severa e incluso ocasionar
la muerte®. Por lo anterior, la malaria puede clasificarse en malaria no complicada y

malaria severa.
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4.2.1. Malaria no complicada

Es la malaria que no presenta signos severos o disfuncién orgéanica. Se determina con
test parasitolégicos positivos y sintomatologia que incluye un periodo febril que dura de
6 a 8 horas, cada 48 horas, acompafiados de periodos en los que el paciente presenta
escalofrio y temblor, junto con sintomas inespecificos como dolor de cabeza, fatiga,
malestar, dolores musculares, entre otros>°. Los picos de fiebre se presentan

especialmente cuando los estadios parasitarios se sincronizan®.

4.2.2. Malaria severa

Cuando la malaria no complicada no es tratada, el tratamiento es inefectivo o no se
completa, especialmente en malaria por P. falciparum, la enfermedad progresa hasta
volverse severa. Se diagnostica asi cuando hay un aumento de la parasitemia (mas de
10%)%%, sumado a uno o mas de los siguientes sintomas: acidosis metabdlica, anemia
severa, hipoglicemia, falla renal aguda, edema agudo de pulmoén, convulsiones,
postracion, sangrado y shock®%51, P. falciparum, al tener la capacidad de secuestrarse
en la microvasculatura, puede producir potencialmente malaria cerebral o malaria

severa®°l,
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4.3. Epidemiologia

4.3.1. A nivel mundial

Segun el Reporte anual de malaria de 2018 de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en 2017, se estimaron 219 millones de casos de malaria en todo el mundo. A
partir de 2015 se observo que no hubo avances significativos en la reduccion de casos®.
Africa es el continente més afectado, presentando para 2017 la mayor cantidad de casos
(92%), seguida de Asia sudoriental (5%) y el mediterrdneo (2%). P. falciparum fue la
especie predominante en la mayoria de zonas endémicas, a excepcion de Ameérica,

donde el 74,1% de los casos fueron causados por P. vivax3.

En 2017, se estimaron 435.000 muertes a nivel mundial, siendo el continente africano el
gue presentd mayor mortalidad (93%) y los nifios menores de 5 afios los mas afectados
(66% de mortalidad)?.

4.3.2. Malaria en Colombia

Colombia es un pais que posee una transmision endémico/epidémica de malaria, debido
al clima tropical y caracteristicas geograficas que favorecen la proliferacion del vector y
la transmisidn del parasito, ademas de la alta migracion humana que contribuye a la
propagacion de la enfermedad, siendo las éareas rurales las mas afectadas,
especialmente en la Costa Pacifica, Uraba, Sinu, bajo Cauca, la Orinoquia y la

Amazonia®?2.

Segun el boletin de la 4 semana epidemiol6gica de 2019 del Instituto Nacional de Salud
(INS)®3, en 2018 se notificaron 62.141 casos de malaria, donde predominaron los casos
por P. vivax (50,1%) seguido de P. falciparum (47,9%); los departamentos de Choco,

Antioquia, Guainia y Amazonas fueron los mas afectados, siendo la poblacion
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afrocolombiana la més afectada (40,4% de casos), ademas de que hubo un incremento
del 138% de los casos procedentes del exterior, a comparaciéon de 2017(Figura 1)%3.

2018: 62.141 casos Afrocolombianos

21.568 n= 25.095
2433 1.089
.
Poblacion minera Poblacién extranjera
0= 3.808 103 44 n<1.825
39
137 688

Poblacién Indigena 13 870

n=14.714

Figura 1. NOmero de casos de malaria reportados en Colombia en el 2018
discriminados por poblacion en riesgo. Tomado de: Boletin de la 4 semana
epidemiolégica de 2019 del INS. Fuente: Sivigila, Instituto Nacional de Salud, Colombia
2018

4.4. Ciclo biologico del parasito

El ciclo de vida de Plasmodium requiere un hospedero intermediario (animales
vertebrados) en el cual desarrolla su etapa asexual y un hospedero definitivo, quien actia
también como vector (Mosquitos del género Anopheles) donde desarrolla su ciclo

sexual’t.

4.4.1. Ciclo sexual

Los estadios infectivos del parasito para el mosquito son los gametocitos maduros, los
cuales son absorbidos por este cuando se alimenta de sangre®. Los gametocitos se
diferencian a gametos en el intestino del mosquito, donde se da la fertilizacion entre un

macrogameto y un microgameto, para formar un zigoto diploide que se desarrolla en
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ooquinete invasivo, el cual migra al intestino medio y se convierte en un ooquiste, del
que se liberaran esporozoitos infecciosos (formas mdviles del parésito) que migran a las
glandulas salivales del mosquito para ser inyectados en un hospedero intermediario

cuando el mosquito se vuelve a alimentar.

4.4.2. Ciclo extraeritrocitario

El estadio infectivo para el humano es el esporozoito, el cual es inyectado en la dermis
por el mosquito hembra infectado cuando este se alimenta de sangre>!34650 E|
esporozoito, con ayuda de la proteina similar a TRAP (TLP), busca penetrar el vaso
sanguineo mas cercano para circular hasta el higado, donde debe atravesar la barrera
sinusoidal, con ayuda de la proteina del esporozoito esencial para atravesar (SPECT),
SPECTZ2, la proteina de recorrido celular para ookinetes y esporozoitos (CelTOS),
fosfolipasa (PL) y la proteina de egreso de gametos y de atravesamiento de esporozoitos
(GEST)>. El esporozoito invade y forma una vacuola parasit6fora en el hepatocito
utilizando como receptores, las proteinas CD81 y B1 del hepatocito>>. En los
hepatocitos infectados, el parasito se desarrolla de la forma de esporozoito a esquizonte
hepatico, el cual presenta un proceso de esquizogonia, produciendo hasta 40.000

merozoitos por hepatocito infectado, que son liberados al torrente sanguineo®*°,

4.4.3. Ciclointraeritrocitario

Los merozoitos en torrente sanguineo, invaden eritrocitos mediante una serie de pasos
gue requieren interacciones moleculares, transduccién de sefales y rapidez para evitar
la respuesta inmune®, siendo este proceso el causante de la sintomatologia de la

enfermedad>>°%

La invasidén comienza con el primer contacto del merozoito al eritrocito, mediado por la
unién reversible de la proteinas de superficie del merozoito (MSP) con la proteina banda
3 del glébulo rojo*47. Estos contactos forman olas de deformacién en la membrana del

eritrocito, que permiten que el merozoito reoriente su polo apical hacia esta, dando lugar
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a la formacion de uniones entre receptores del eritrocito y ligandos del merozoito
pertenecientes a la familia de proteinas PfEBA Y PfRh>%°,

Cuando el polo apical se reorienta, se forma una union estrecha, mediada principalmente
por la unién del antigeno apical de membrana 1 (PfAMA-1) con el complejo de proteinas
del cuello de la roptria (RON), las cuales se translocan del merozoito a la membrana del
eritrocito®®. Este complejo PFAMA1-RON2 permite la liberacién del contenido de las
roptrias, contribuyendo a la formacion de la vacuola parasitéfora a medida que el parasito
se internaliza en el eritrocito impulsado por su motor actina-miosina®>#®. Este proceso de
internalizacién se da mientras se degradan los enlaces previamente formados, por accion
de proteasas romboidales (Figura 2)*>7. Cuando el parasito se invagina, hay una fusion
de la membrana del eritrocito con el extremo posterior del merozoito y este queda sellado
en la vacuola parasitofora y el eritrocito, causando una equinocitosis transitoria, en donde

el eritrocito se contrae y genera proyecciones®4.

Una vez establecida la infeccion, el merozoito comienza a desarrollarse a través de las
etapas de anillo, trofozoito y esquizonte, dentro del cual se replica, produciendo de 16 a
32 merozoitos, que son liberados, posterior a la ruptura de la membrana del eritrocito
hospedador*®46, Estos nuevos merozoitos invadirdn a los eritrocitos circulantes,
perpetuando asi el ciclo eritrocitario*®. Durante este ciclo, una pequefia porcién de
merozoitos es comprometida a diferenciarse a gametocito (desarrollo sexual) mediante
regulacion epigenética y la activacion del factor de transcripciéon AP2-G, cuando este se
expone a ciertos factores tanto del hospedero (nivel de hemoglobina, inmunidad,
tratamiento antimalarico) y/o del parasito (densidad, diversidad genética de la infeccion
o0 infeccién mixta), entre otros®®°°; los estadios mas jovenes de gametocitos (I-1V) se
secuestran en médula 0sea hasta desarrollarse a estadio V, los cuales se secuestran en
sangre periférica, volviéndose infectivos para el mosquito hembra del género

Anopheles®®.
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Figura 2. Interacciones receptor-ligando que tienen lugar durante el proceso de invasion del merozoito al
eritrocito. (Tomado de Harvey et al.)

4.4.4. Vias alternas de invasion

Los ligandos pertenecientes a las familias PfEBA (PfEBA140, PfEBA165, PfEBAL175 y
PfEBA181)8%° y PfRh (PfRh1, PfRh2a, PfRh2b, PfRh3, PfRh4 y PfRh5)® estan
involucrados en el proceso de invasion de P. falciparum al eritrocito, y se caracterizan
por ser proteinas funcionalmente redundantes, lo cual, permite al parasito modular la
expresion de las mismas, concediéndole la capacidad de adaptarse a la variabilidad de
receptores de los eritrocitos y permitiéndole invadir eritrocitos de cualquier edad, a

diferencia de P. vivax?*.

Estos ligandos permiten al parasito invadir, bien sea en una via dependiente de acido
sialico donde actuan PfEBA175, PfEBA140, PfEBA181 y PfRh1, los cuales requieren
restos de &cido sidlico en los receptores eritrocitarios para poder interactuar6476% o en
una via independiente de acido sidlico mediada principalmente por PfRh44’ (tabla 1),

ademas de tener funciones de sefializacién posterior a los pasos de invasion®.

28



Tabla 1. Caracteristicas de los genes pertenecientes a la familia PfEBA y PfRh y PFAMA-1

. . Comportamie
. i Ubicacidnen |  Ubicacién Dependencia a
Familia Proteina , - Peso Receptor nto con
el merozoito | cromosomica AS. .
enzimas
EBA175 Micronemas 7 175kDa Glicoforina A | dependiente NsTsCr
EBA EBA140 Micronemas 13 140kDa Glicoforina C | dependiente NsTsCr
EBA181 Micronemas 1 181kDa Proteina 4.1 dependiente NsTrCs
RH1 Roptrias 350kDa Receptor "y" dependeinte Ns
RH2a Roptrias 13 3130 a.a. Receptor "z" | independiente NrCsTr
RH RH2b Roptrias 13 3170 a.a. Receptor "z" | independiente NrCsTr
RH4 Roptrias 4 220 kDa Crl independiente NrTs
RH5 Roptrias 4 63 kDa Basigina independiente NrCrTr
AMA1 Micronemas 11 83kDa RON2 independiente

4.4.4.1. PfEBALYS.

Es una proteina de 175 kDa, la cual se libera de los micronemas en respuesta a un

aumento de Ca?* citosélico, producido cuando el merozoito sale del eritrocito y detecta

la baja concentracion de K+ en el plasma sanguineo®. Este ligando, se une a los epitopes

de sialoglicano de la Glicoforina A del eritrocito mediante su region RIl, en una via

dependiente de acido sidlico, sensible a tripsina y resistente a quimotripsina*’. Ademas

de esto, PfEBAL75 tiene funciones sefalizadoras, ya que al unirse a GpA, desencadena

la liberacién del contenido de las roptrias®.

Estudios recientes han demostrado que la union de anticuerpos a GpA produce una

disminuciéon en la deformacion de la membrana del eritrocito*” y también se ha

evidenciado que la unién PfEBA175-GpA desencadena una respuesta biofisica en el

eritrocito, produciendo una desestabilizacion del citoesqueleto del eritrocito®?.

4.4.4.2. PfEBA140

Es una proteina de 140 kDa que se liga a GpC, en una via acido sidlico dependiente,

sensible a tripsina y resistente a quimotripsina. Aln no se sabe con exactitud cuales son
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sus sitios de union, pero, segun algunos estudios, lo mas probable es que la Region I
de PfEBA140 se una al Glicano N de GpC583-65,

Esta union no se ha visto relacionada con la deformacién de la membrana del eritrocito,
pero la uniébn de anticuerpos a GpC se ha visto relacionada a la exposicion de

fosfatidilserina en eritrocitos normales®®.

4.4.4.3. PfEBA181

A pesar de que aun se desconoce el receptor exacto de esta proteina en la membrana
del eritrocito, se sabe que interactGia con la proteina 4.1%” en una via dependiente de
acido sialico, resistente a tripsina y sensible a quimotripsina. Al interactuar con la proteina
4.1, la cual una tiene relacion directa con la espectrina y la actina, desestabiliza el

citoesqueleto del eritrocito®”.

4.4.4.4, PfRhl

PfRh1 es una proteina de 350 kDa®, que se almacena en las roptrias del merozoito y se
liga a un receptor “y” en una via dependiente de acido sidlico, resistente a tripsina y
quimotripsina®. Mdltiples estudios han revelado que esta proteina tiene un papel
fundamental en la sefializacion con Ca?" permitiendo la liberacién del contenido de los
micronemas, incluyendo a PfEBA175%8, y esta implicada en la fosforilaciéon de la cola
citoplasmatica de PfRh4 por casein kinasa 2 (CK2), necesaria para la invasion mediada

por PfRh4-CR1%°,

4.445. PfRh2a/b

Estas proteinas, se codifican en el cromosoma 13 y se almacenan en roptrias, miden
aproximadamente 9 kb, de las cuales poseen 8 kb en comun, teniendo 2700 aminoacidos
comunes en su ectodominio; esta similitud indica que se produjeron por un evento de
duplicacion®. Aun se desconoce a qué receptor se ligan, ni se sabe con exactitud que

funcién cumplen, sin embargo, se sabe que tienen un fenotipo independiente de acido
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sidlico, sensible a tripsina y resistente a quimotripsina; PfRH2b resulta ser mas
indispensable que PfRh2a y se ha visto que en cepas con expresion baja o nula de
PfRh1, estas se expresan en mayor cantidad638,

4.4.4.6. PfRh4

Es una proteina de 220 kDa®*, la cual se almacena en las roptrias y se une a CR1 en una
via independiente de acido sialico y sensible a tripsina. Esta proteina es esencial en la
ruta independiente de &cido sidlico ademés de la variacién reversible del fenotipo de
invasion#’,’°, como en el caso de la cepa Dd2 que normalmente es &cido sidlico
dependiente y cuando invade eritrocitos tratados con neuraminidasa se adapta a invadir
en una ruta independiente a acido sialico (Dd2(NM)) mediante la sobre expresion de esta

proteina*.

4.44.7. PfRh5

A diferencia de las demas, PfRh5 es una proteina mas pequefa (63 kDa) sin dominio
transmembranal®®®4, por lo que necesita la unién combinada de PfRipr#!, CYRpa* y
P113“ para poder anclarse al merozoito y cumplir su funciéon, ademas se sabe que
PfRh5 interactia directamente con la basigina del eritrocito en una via independiente de
acido sialico®*4%47, Por otra parte, esta proteina, a diferencia de las demas PfRhs, no se
puede interrumpir genéticamente, lo que demuestra un rol vital en la supervivencia del

parasito®.

Ademas de un rol esencial en la invasion a eritrocito, la union PfRh5-Basigina es capaz
de desencadenar una sefial de Ca?*, que resulta en la fosforilacion de proteinas del
citoesqueleto del eritrocito, ademas de estar relacionado con la sefalizacion para la
liberacién de PfEBAs y posiblemente mediar la pre formacion de la unidn estrecha de

PfAMA1 —RON2 y preceder la liberacion del contenido de las roptrias*®,”*.
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4.5. Meétodos de determinacion del fenotipo de invasion

45.1. RT-gqPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular, la cual permite
la amplificacion de un segmento especifico de ADN a partir de una plantilla de ADN o
ARN, mediante la adicion de una polimerasa de ADN térmicamente estable, dNTPs
(trifosfatos de desoxinucleosidos) magnesio, cebadores y una solucién tampdén?’?. Para
la amplificacion, la muestra es sometida a cambios de temperatura en un termociclador
donde en primer lugar se debe denaturar el ADN molde a una temperatura de 92 a 98°C,
seguido del anillamiento de los cebadores directo y reverso con las dos hebras de ADN
separadas a una temperatura entre 55 a 72°C, finalmente se lleva a cabo la extension,
donde actua la polimerasa agregando dNTPs a la nueva cadena, a una temperatura de
~72°C; este ciclo se repite de 25 a 40 veces, dando como resultado una amplificacion
exponencial del ADN (figura 3)7%73,

Polymerase chain reaction - PCR
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Figura 3. PCR. La PCR es una técnica molecular que permite la amplificacién de un fragmento especifico
de ADN, donde intervienen un ADN molde, una polimerasa de ADN, dNTPs, magnesio, cebadores y una
sustancia tampon, los cuales se someten a variaciones de temperatura que permitan la denaturacion,
anillamiento y extension para formar nuevas hebras de ADN por cada ciclo de manera exponencial.

Tomado de: Society of Mucosal Inmunology (2014)
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Esta técnica tiene una amplia gama de aplicaciones como lo son el diagnéstico de
enfermedades, la deteccion de mutaciones, secuenciacion de ADN, identificacion
humana, entre otros’2. También es Util para la mediciéon de expresion génica, mediante
la utilizacién de ADNCc sintetizado a partir de ARNm, este tipo de PCR se denomina RT-
PCR (del inglés Reverse transcription PCR); sin embargo, no es una prueba cuantitativa
ya que al igual que la PCR convencional, la amplificacién se observa mediante la
formaciéon de bandas en electroforesis’?. Usando sondas especificas fluoromarcadas
como Tagman® o tintes intercalantes como SYBR® Green, es posible realizar
cuantificaciones precisas en PCR tiempo real (QPCR del inglés Quantitative PCR), ya
gue estas permiten detectar las amplificaciones mediante fluorescencia. En la PCR
tiempo real, se puede observar claramente la amplificacion exponencial del ADN,
precedida de una fase inicial en la cual aun no hay fluorescencia detectable, seguida de
una fase de lineal y de meseta o platau que indica el agotamiento de los componentes
de la PCR (figura 4)7274,

El ciclo donde comienza la fase exponencial se denomina valor Ct (del inglés threshold
cycle o ciclo umbral), el cual permite determinar la expresién de un gen (cuantificacion

relativa) o de varios genes al tiempo (cuantificacién absoluta)’?.
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Figura 4. Comportamiento de una amplificacion de qPCR tipica. Esta se compone de una
fase inicial, una fase exponencial, fase lineal y una fase de meseta o plateau. El valor C;
es el ciclo donde comienza la fase exponencial.
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Esta metodologia ya se ha utilizado previamente para la cuantificaciéon de expresion de
los genes de las familias Pfeba y Pfrh, siendo Blair el primero en utilizarla para este
proposito midiendo la expresion de genes de la familia Pfeba en diferentes estadios
eritrocitarios del parasito utilizando como modelo la cepa 3D7%2. A partir de esto, multiples
estudios han utilizado RT-gPCR para el analisis comparativo de expresion de estos
genes entre aislados clinicos de zonas endémicas de malaria y cepas de referencia®!?7®
o cambios de expresion génica relacionados a factores del hospedero’, también se ha
utilizado para determinar los posibles fenotipos de invasion de aislados y cepas y
cambios transcripcionales (switch) de estos genes mediante el uso de eritrocitos tratados

enzimaticamente34.70.77,
45.2. Otros métodos

Otro de los métodos mas utilizados para la determinacion del fenotipo de invasion es la
comparacion in vitro de la invasion del parasito a eritrocitos sanos y eritrocitos tratados
enzimaticamente!?347578; las enzimas utilizadas para este método son la
Neuraminidasa, que remueve el acido sialico de las glicoforinas, la tripsina, la cual realiza
protedlisis de receptores como GpA y la quimotripsina que realiza la protedlisis de GpC™®,
lo que bloquea la union del receptor a su respectivo ligando; un ligando se considera
sensible a la enzima cuando, posterior al tratamiento no es capaz de unirse a su receptor
en el eritrocito y se ve afectada la invasion a este (Tabla 2), de esta manera se puede
determinar el fenotipo de invasion de una cepa parasitaria y asi mismo se pueden

presumir las posibles proteinas involucradas en este.

Tabla 2. Sensibilidad de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRH al tratamiento enzimatico de los
eritrocitos. Tomado de Bowyer et al. (2015)

REC Receptor GYPA GYPE GYPC E Y Fa Fi CR1 B5G

Merozoite Ligand EBA17S EBL-1 EBA140 EBA1Z1 Rh1 Rh2a Rh2b Rh4 Rh5

Neuraminidase 5 5 g 5 5 5 g R R
Trypsin 5 R 5 R R R 5 5 R
Chymotrypsin R 5 R 5 5 R g g R
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La sensibilidad o resistencia de estos ligandos a los tratamientos enzimaticos, se puede
determinar por medio de ensayos de invasion posterior al tratamiento enzimatico de los
eritrocitos, analizados mediante citometria de flujo”> %8, ya que por medio de esta, se
pueden diferenciar los eritrocitos sanos de los parasitados mediante el uso de colorantes
de ADN y asi comparar la parasitemia de eritrocitos sin tratamiento enzimatico contra
eritrocitos tratados con neuraminidasa, tripsina o quimotripsina; igualmente este método
se puede utilizar para la medicion de la inhibicién de invasién por anticuerpos dirigidos a
ligandos especificos™.

Otros métodos utilizados, aunque con menor frecuencia, son de caracter mas molecular,
como los microarreglos, usados en ensayos de invasion para comparar la expresion de
un gen entre una cepa cultivada en eritrocitos normales y una cepa cultiva en eritrocitos
tratados enzimaticamente348%, la secuenciaciéon de ARN para observar cambios en la
secuencia génicas entre cepas y aislados??34, e inmunoldgicos como Blots utilizados
para determinar la presencia de las proteinas PfEBA y PfRH en cepas de P. falciparum
mediante el uso de antiuerpos e inmunofluorescencia para observar la cantidad y la
ubicacion de estas proteinas en los merozoitos y esquizontes utilizando anticuerpos

fluoromarcados3477:82,

Para este tipo de estudios, generalmente se utilizan 2 o mas de las técnicas mencionadas

anteriormente.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Tipo de estudio

El presente estudio fue de tipo descriptivo experimental.

5.2. Poblacion y muestra

La poblacién utilizada para esta investigacion fue de paréasitos FCB2 de P. falciparum en
estadio de esquizonte procedentes de cultivo in vitro con una parasitemia aproximada

del 3-4% y la muestra de estudio fue el ARN obtenido de los mismos.

5.3. Variables

5.1.1. Variables independientes
Expresion individual de los genes Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a, Pfrh2b,
Pfrh4 y Pfrh5 en la cepa FCB2 de P. falciparum.

5.1.2. Variables dependientes
Perfil transcripcional de los ocho genes involucrados en invasion a eritrocito de la cepa
FCB2 de P. falciparum.

5.4. Cultivo de parasitos

Teniendo en cuenta la metodologia propuesta por Trager y Jensen®, las cepas FCB2 y
3D78 (cepa control) fueron cultivadas con eritrocitos O+, procedentes de sangre
periférica de personas sanas, en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de plasma,
25ul de hipoxantina 0,1M (sigma), 25ul de HEPES 1M (sigma) y 250ul de gentamicina
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50ug/mL (invitrogen), y se mantuvieron en una atmosfera de O al 5%, CO2 al 5% y N al
90% a 37°C, con cambios de medio cada 48 horas.

Para la sincronizacién de los cultivos, se utilizé sorbitol (sigma) al 5%, siguiendo la
metodologia recomendada por Radfar® cuando la mayoria de parasitos se encontraban
en estadio de anillo de 6 horas, buscando asi obtener esquizontes aproximadamente a
las 40 horas posteriores (figura 5).

6h 14h 18h

J
.A N

Mh

‘ 48h
' B
" L .

Figura 5. Estadios de P. falciparum durante el ciclo eritrocitario
(Tomado de Radfar et al, 2009)

5.5. Extraccion de ARN, ADNg y sintesis de ADNc

A partir del cultivo sincronizado de parasito, a una parasitemia de 3 a 5% en estadio de
esquizonte, se tomaron alicuotas con el fin de extraer acidos nucleicos. Los eritrocitos

parasitados fueron lisados utilizando Saponina (sigma) al 0,2% en tampon fosfato salino
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(PBS). ElI ARN total de los mismos, se extrajo mediante el método de TRIzol™ LS
Reagent (Invitrogen) y el método Fenol-Cloroformo, o mediante la utilizacion del kit
ISOLATE Il RNA/DNA/Protein (Bioline), con el cual también se extrajo ADNg, siguiendo
las instrucciones del fabricante®; las muestras de ARN fueron tratadas con el kit DNase
| amplification grade (Invitrogen) para digerir el ADNg contaminante y a partir de estas se
realizo la sintesis de ADNc con el kit SuperScript 1ll Reverse Transcriptase (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante®” y sometiéndola a un ciclo térmico de 50°c

durante 50 minutos y 85°c por 5 minutos.

Todo el material genético obtenido se cuantificé mediante espectrofotometria, utilizando
la placa uDrop™ Plate (Thermo Fisher Scientific) en el espectrofotometro Multiskan
Go (Thermo Fisher Scientific) a una longitud de onda (A) de 260nm. Para determinar la
pureza de estos, se dividio la absorbancia (A) Axsonm €ntre Aizsonm Y para detectar
posibles contaminantes provenientes del proceso de extraccién se dividid Ajx2eonm €ntre

Ar230nme.

5.6. Estandarizacion de latécnica RT- gPCR

6.4.1. Disefio de cebadores y sondas

Los cebadores y sondas para los 8 genes de estudio, fueron disefiados con el software

Primer3Web (https://primer3plus.com/primer3web/primer3web input.htm), teniendo

como referencia, la secuencia gendmica de la cepa 3D7 de P. falciparum obtenida de

https://protists.ensembl.org/index.html; las secuencias de los cebadores y sonda de

PfAMAL se hicieron a partir de lo reportado por Nery en 20068 las secuencias obtenidas

se muestran en la tabla 2.
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Tabla 3. Secuencia de los cebadores y sonda con su respectivo fluoréforo y
apagador disefiados para cada gen.

en Cebador Secuencla cebador( 5°-3° ) Sonda
Directo ACCGGGTCCTTGTTCTAGAGA
.pfé‘bdjdﬂ CF6 = AAGCGAGGOTCAATCAAGCATTOCTT = BHO 2
Reverso TCTTCATTACTTT TCOCCATTCTAGA
Directo TETACGAAAAGEEAATTTEATGATED
Pfebai?s| £V — CAGAAAGEAGECTTTTTCAAGTATEECA - BHO2
Reverso ACTCCTTEAGAACTTTEATATTTEGE
Directo ACATETTETGAAGACAAAAGET
Pfebatel | CY5-TELCGGEEETGETATAATAGCC-BHO2
Reverso AAAAGCAGAATCATTTAAATTAGAATCGE
Birecto TEATAATAATTATGAACCTACCCCTTCR
Hﬂ?.i = Cf5 = CTTCACATGGGTAACGGTAGT AACTOGA = BHO2
Reverso AATACCGTTTTCTCTTOCTOGATAG
Directo ACAGAATCAACTAAAAGATCAGEAACA
H.I'.".‘fﬂ < FAM = ACAGCAGGAAGTETAGCTTTATGTGTGT = BHO 1
Reverso ACATCATCATTOGGT TCAAANGET
Directo AGTOCTATCAGCAATGOGTATGA
P_J';I'.'?fb < FAM = TGACCAACGTGATGCTAGTAGTCATGGT - BHO 1
Reverso CCATATGAATATOGCTACCAALA
Drirecto TGCCTATAACTCAACAGCAACTT
Hﬂﬁ < FAM = TGAGGAGEAAAATEAAATGEEATATEGEOA - BHO1
Reverso TGTCTTGTCTCCTATGETGGET
Fhs || RONCO AN AT aTo! FAM - ATGAAACATATGACAAAGTGAAAAGT - BHQ1
Reverso CEETTTCATCATCTGTCTCTTCA
Directo GEATTATGEETCEATGEAAATTETE
Pfamai = HEY — COGAAGEACTCAATTCA - BHAL
Reverso | CATAATCTGTTAAATGTTGTTCATATTGTTTAGETTGAT

6.4.2. PCR punto final

Para determinar la efectividad y las concentraciones de cebadores requeridas para la
amplificacion de cada gen, se realizaron PCRs punto final utilizando la enzima GoTaq
Probe gPCR Master Mix (Promega). Cada reaccion conté con un volumen final de 10 ul,
gue corresponden a 5 ul de Master mix, cebadores a una concentracion de 0,75 uMy 1
ul de ADN (con una concentracién de aproximadamente 100ng/ul). Las condiciones de
termociclado fueron 95°C por 2 minutos para la denaturacion inicial, 95°C por 15
segundos para la denaturacion en cada ciclo, 55°C por 1 minuto para el anillamiento,
75°C por 30 segundos para la extencion, 45 ciclos y 72°C por 2 minutos para la extension

final. Estos parametros se determinaron teniendo como base el inserto de la enzima®.

Para la electroforesis, se afiadieron 5 ul de los productos de PCR obtenidos en cada
pozo y se utilizaron 3ul del Marcador de Peso Molecular Hyperladder V (Bioline) como
guia para determinar el peso de cada producto. La electroforesis se realizé en un gel de
agarosa al 3% tefiido con Sybr safe (invitrogen) con Tris Acetato-EDTA (TAE) 1X y se

corrié en una camara ENDURO™ Gel XL Electrophoresis System (Labnet Inc.) a 120V

39



por 20 minutos. Las bandas obtenidas fueron observadas en un fotodocumentador
MiniBis (DNR Bio-Imaging Systems).

6.4.3. gPCR

La concentracion necesaria de cada sonda y la temperatura 6ptima para obtener curvas
de amplificacién, se determiné mediante gPCR. Se siguid un protocolo similar al utilizado
para realizar la PCR punto final, mas la adicién de sonda a una concentracién de 0,5M.
Las condiciones de termociclado fueron las mismas que para la PCR punto final, pero en
este caso se utilizd el termociclador CFX real-time PCR (Bio-rad) para observar la
amplificacion en tiempo real mediante el Software CFX Maestro (Biorad) (Anexo 1).

6.4.4. Medicion de la expresion transcripcional de los genes

Para la medicion de la expresion transcripcional de los ocho genes mediante RT-gPCR,
se elaboraron curvas de calibracion para cada gen, incluido el normalizador (Pfama-1),
utilizando diluciones seriadas 1:5, 1:10, 1:100, 1:250 Y 1:500 del ADNg de FCB2 y 3D7
a partir de una concentracion inicial de aproximadamente 100ng/ul. EI ADNc de 3D7 se
utiliz6 como control positivo, la muestra objeto de estudio fue el ADNc de FCB2. Cada

experimento se hizo por triplicado (Anexo 2).

6.4.5. Andlisis de datos

Para determinar la expresién de cada gen, se tuvieron en cuenta las eficiencias de
reaccion y R? obtenidos para cada curva de estandarizacion, utilizando el software CFX
Maestro Software (Biorad) para verificar que todos los datos obtenidos fueran
comparables entre ellos; luego de esto, se utilizé el método AAC: ?en el cual se calcula
la expresion relativa de cada gen en comparacion al gen normalizador (Pfama-1). Los
resultados obtenidos se graficaron en diagramas de barras en Excel, para facilitar la

interpretacion de los mismos.
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Tabla 4. Concentracion y calidad de las muestras de ADNc

6. RESULTADOS

6.1. Cuantificacion de las muestras de ADN

utilizadas para los experimentos siguientes.

obtenidas de las cepas FCB2 y 3D7

Concentracion Calidad
Cepa
ng/ul 260/230 | 260/280
FCB21 99,1 1,67 0,86
FCB22 149,8 1,69 0,34
3D71 96 1,55 1,03
3D72 135,2 1,71 0,68

Tabla 5. Concentracién y calidad de las muestras de ADNg
obtenidas de las cepas FCB2 y 3D7

Concentracion Calidad
Cepa
ng/ul 260/230 | 260/280
FCB21 19,3 1,33 0,24
FCB22 6,3 2,62 0,19
3D71 2,8 2,5 0,02
3D72 5,6 2,35 0,5

Se determind la concentracion y la calidad del material genético extraido (ADNg y ADNCc)
de las cepas FCB2 y 3D7 mediante espectrofotometria, la cual se basa en la capacidad
de absorbancia de la muestra. Por cada muestra se obtuvieron aproximadamente 30ul
de material genético y para la cuantificacién se utilizaron 2ul. En las tablas 4 y 5 se
observa la concentracion y calidad de cada una de las muestras de ADNc y ADNg
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Un ADN con pureza optima debe tener un valor 260/280 entre 1,8 a 2.0, en este caso,
todas las muestra presentaron un valor inferior, lo que indica una posible contaminacion
con fenoles y/o proteinas; con respecto al cociente 260/230, el valor para considerar puro
un ADN se encuentra entre 1,5 a 2,2, rango en que casi todas las muestras se

encontraron, lo que descarta contaminacion por sales o carbohidratos®,

6.2. Electroforesis de los genes de los genes pertenecientes a las familias PfRh y
PfEBA

La presencia de los genes Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4
y Pfrh5 y su transcripcion en esquizontes de la cepa FCB2 se determind mediante RT—
PCR, usando cebadores especificos para cada uno. Para todos los genes se obtuvieron
productos superiores a 100pb, siendo Pfebal40 el producto con mayor peso molecular
como se observa en la figura 6. En el anexo 3 se observa la electroforesis obtenida para

el control 3D7.

Los genes Pfebal81, Pfrhl y Pfrh2a presentaron bandas de mayor intensidad a
comparacion de las otras, lo que en un principio puede significar una mayor transcripcion

de estos genes con respecto a los demas.
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Figura 6. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia Pfeba y Pfrh y
Pfama-1 en ADNc de FCB2
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6.3. PCR tiempo real

En primer lugar, se estandariz6 la concentracion de sonda requerida para cada uno de
los genes a amplificar. Todos los genes presentaron una buena sefial de amplificacién
con una concentracion de 0,5 uM, de sonda; ademas, se pudieron realizar g-PCR duplex
amplificando genes con sondas de espectros diferente (Cy5 y FAM), en una misma

reaccion con un volumen final de 15 uL (Figura 7).

Luego de esto, se realizaron diluciones seriadas de ADNg de FCB2 1:10, 1:100, 1:250 y
1:500 por triplicado para cada uno de los genes a estudiar para poder elaborar curvas de

estandarizacion como se observa en las figuras 8-10.
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Figura 7. Estandarizacion de sondas para cada uno de los genes de estudio incluyendo el gen
normalizador con su respectivo control negativo. A) Pfebal75 (Cy5). B) Pfebald40 (Cy5). C) Pfebal81
(Cy5). D) Pfrhl (Cy5). E) Pfrh2a (FAM). F) Pfrh2b (FAM). G) Pfrh4 (FAM). H) Pfrh5 (FAM). I) Pfama-1(HEX).
Los genes Pfrh2a y Pfebal81 se amplificaron simultaneamente en una PCR duplex con volumen final de
180l
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Figura 8. Curvas de estandarizacién para los genes de la familia Pfeba. A) Curva de estandarizacién para el gen
Pfeba 175 (Cy5). E=72,9. R?=0,834. B) Curva de estandarizacién para el gen Pfebal40 (Cy5). E=73,1.
R?=0,927. C) Curva de estandarizacion para el gen Pfebal81 (Cy5). E=50,5. R?=0,966
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Figura 9. Curvas de estandarizacion de los genes de la familia Pfrh. A) Curva de estandarizacion para el gen
PfRh1l. E=76,2%. R?=0,93. B) Curva de estandarizacion de Pfrh2a. E=76,5%. R?=0,72. C) Curva de
estandarizacién de Pfrh2b. E=78,2%. R?=0,936. D) Curva de estandarizacion de Pfrh4. E=63,6%. R?=0,942.
E) Curva de estandarizacion de Pfrh5. E=75,7%. R?=0,913.
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Figura 10. Curva de estandarizacion del gen normalizador Pfama-1. E=78.7%. R?=0,88.

6.4. Determinacion del perfil transcripcional de cada gen

Para determinar la expresion de cada uno de los 8 genes, se tuvo en cuenta que las
eficiencias de todas las curvas de estandarizacion fueran similares, a continuacion, se
promediaron los diferentes Cts obtenidos de cada gen en los diferentes experimentos (3)
y a estos se les resto el Ct promedio del gen normalizador (Tabla 5), los valores obtenidos
se graficaron en un diagrama de barras en donde el O represente el valor Ct del gen
normalizador (figura 11).

Tabla 6. Expresion relativa de los genes pertenecientes a las familias Pfeba y Pfrh. Esta se calcul6

obteniendo la diferencia entre el Ct promedio obtenido para cada gen con el Ct obtenido del gen
normalizador (Pfama-1).

Expresion
Genes Ct promedio relativa
Pfebal75 24,755 3,085
Pfeba140 29,145 -1,305
Pfeba181 27,45 0,39
Pfrh1 25,46 2,38
Pfrh2a 28,01 -0,17
Pfrh2b 25,39 2,45
Pfrh4 27,5 0,34
Pfrh5 22,5 5,34
Pfama-1 27,84
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Figura 11. Expresion relativa de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRh con
respecto al gen normalizador PFAMAL
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7. DISCUSION

FCB2 es una cepa de Plasmodium falciparum autéctona de Colombia que se ha utilizado
como referente en mdltiples estudios investigativos tanto nacional como
internacionalmente!'-321: sin embargo, no se ha realizado una caracterizacion completa
de esta cepa. El presente estudio, es el primero en aproximarse a la caracterizacion
transcripcional enfocado a la fase de invasion intraeritrocitaria por medio de la
determinacién de la expresion de los genes involucrados en la invasion por vias alternas

del parasito al eritrocito.

En primer lugar, para el desarrollo de este trabajo fue necesaria la estandarizacion de la
técnica molecular RT-gPCR, lo cual implicé el mayor desafio, ya que, para esta, es
necesaria la eleccion de un kit comercial que se adapte correctamente a las necesidades
de la investigacion. Para este caso fueron probadas varias enzimas diferentes, tanto
individuales como en formato Master Mix; sin embargo, el kit GoTaq ® Probe QPCR
Master Mix de Promega fue el que mejor resultados arrojo, ya que a diferencia de las
demas, con este se logro obtener una buena amplificacion de cada uno de los genes, en
un periodo de tiempo mas corto, por lo que fue el kit utilizado para el resto del estudio.
Por otro lado, el disefio de cebadores para el caso de P. falciparum implica una dificultad
ya que es bien sabido, que posee un genoma rico en Adenina (A) y Timina (T)®, por lo
gue los cebadores elegidos para cada gen fueron disefiados teniendo en cuenta dichas

condiciones.

Seguido a esto, se procedid a realizar la qPCR con ADNg buscando obtener la
amplificacion en tiempo real de cada gen mediante el uso de sondas TagMan, ya que
proporcionan resultados mas confiables al ser mas especificas que otras sustancias

como lo son los intercalantes de ADN.

El paso a seguir fue la realizacion de curvas de estandarizacién con ADNg para cada
uno de los genes, un punto clave para la determinacion del perfil transcripcional de estos.
Para esto, se utiliz6 ADNg obtenido de diferentes cultivos de parasitos de la cepa FCB2.

Cabe resaltar que una de las mayores dificultades durante este proceso fue la no
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obtencién de curvas con R?ideales (es decir un valor minimo de 0,96), ademas de una
baja eficiencia de reaccion (E), causada especialmente por la diferencia entre los valores
Ct obtenidos entre las réplicas de cada punto de la curva de estandarizacion, esto debido
a posibles errores de pipeteo o la baja calidad de las muestras de ADN utilizadas, lo que
produjo que la técnica tuviera una baja reproducibilidad; no obstante, la mayoria de
eficiencias obtenidas en cada curva fueron muy similares, por o que aun asi se prosiguio
con el estudio, sin embargo, es necesario continuar con el trabajo de estandarizacién, en
busqueda de obtener mejores eficiencias de reaccion y R? con el objetivo de obtener
resultados reproducibles.

Se hicieron varios ensayos donde se amplificé el ADNc de la cepa FCB2 junto a las
diluciones seriadas de ADNg; a partir de estos ensayos, para cada gen se obtuvieron
diferentes Cts con valores similares, los cuales se promediaron para obtener un valor Ct
unico, para luego ser normalizado con el gen PfAMA-1 (tabla 6), obteniendo asi una
expresion relativa de cada gen con relacion a PFAMA-1, la cual se grafico en un diagrama

de barras (figura 11).

Al ser el primer estudio en aproximarse a la caracterizacion del perfil transcripcional de
estos genes en la cepa FCB2, no es posible comparar los resultados obtenidos con otros
estudios, sin embargo se puede comparar la estandarizacion de la técnica Rt-gPCR, ya
gue es una técnica que se ha utilizado en varios estudios de expresion de estos genes
en particular, especialmente en la cepa 3D77%2, Dd2%* y aislados clinicos®1260%75 En
todos estos casos, el protocolo de estandarizacion ha sido muy similar desde el cultivo,
la extraccion de ARN y la sintesis del ADNCc; se ha utilizado una cuantificacion relativa a
un gen normalizador mediante el método A ACt, siendo PfAMA-1 previamente utilizado
para este propdsito en los estudios de Nery et al®® y Gomez-Escobar et al®?, ademas, en
algunos de estos, también se opt6 por la utilizaciéon de sondas tipo TagMan®>°2, Por otra
parte, las condiciones de termociclado utilizadas en este estudio son muy similares a las
utilizadas en los estudios ya mencionados, siendo el disefio de los cebadores y la
utilizacion de diferentes tipos de Tag Polimerasas la diferencia mas significativa entre el
presente y los estudios previos, lo que se puede ver reflejado en la variacion de eficiencia

y reproducibilidad de la técnica.
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En la figura 11 se observa el resultado final al que se queria llegar en este estudio, es
decir, el perfil transcripcional de los genes involucrados en la invasion a eritrocito que
presentan los merozoitos de la cepa FCB2 de P. falciparum. A partir de esto, se puede
empezar a develar la ruta de invasién que utiliza esta cepa; en primer lugar, se observé
una mayor transcripcion de los genes pertenecientes a la familia PfRh a comparacion de
los pertenecientes a la familia PfEBA, lo que en un inicio puede indicar que esta cepa
invade en una ruta independiente de acido sidlico por ende, resistente a la
neuraminidasa, como es el caso de la cepa 3D7; el resultado obtenido es comparable y
concordante con el estudio realizado por Lopez-Perez y colaboradores?'?, en donde se
caracterizé el fenotipo de invasion de 6 aislamientos colombianos, de los cuales 5 eran
resistentes a la neuraminidasa, lo que puede significar que FCB2 es un buen referente

de P. falciparum en el pais al tener un comportamiento similar a los aislados estudiados.

Cabe destacar que la alta transcripcion de un gen no significa siempre una traduccion
proporcional o simplemente que haya traduccién (como es el caso de los pseudogenes
PfRh33%,9% y PfEBA165%,%9), asi que a pesar de que exprese los 8 genes analizados en
el presente estudio, no significa que todos se traduzcan en la misma cantidad; por esto
mismo, con este trabajo no se puede determinar con exactitud cual es el fenotipo de
invasion de esta cepa si no simplemente hacer una aproximacion mediante la
determinacion de los genes que se expresan en mayor cantidad, por lo que es necesario,
complementar este trabajo con ensayos de invasion de esta cepa a eritrocitos tratados
con neuraminidasa, tripsina y quimotripsina mediante métodos como la citometria de

flujo.

Como se ha mencionado ya, la redundancia funcional de las proteinas que traducen
estos genes, permite al parasito adaptarse a las condiciones del hospedero, ademas de
evadir la respuesta inmune, silenciandolos y activandolos mediante mecanismos
epigenéticos’’, por lo que es probable que la cepa FCB2 sea un ejemplo de la adaptacion
de P. falciparum no solamente a un hospedero en particular si no en general a la
poblacién colombiana. A futuro, seria ideal realizar analisis comparativos no solamente
con cepas de referencia de otras zonas endémicas de malaria, si no con aislados

obtenidos de diferentes regiones de Colombia, determinando el fenotipo de invasion de
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cada uno de estos, para poder establecer si los fenotipos de FCB2 y los aislados se
correlacionan y verdaderamente esta cepa puede ser un buen referente de P. falciparum
en Colombia. Asi mismo, se pueden realizar estudios poblacionales en zonas endémicas
del pais, para correlacionar el comportamiento fenotipico de esta cepa con las
caracteristicas propias de la poblacion colombiana, siempre con miras a desarrollar
mecanismos de control y erradicacion de la enfermedad para disminuir los casos de

morbilidad y mortalidad en el pais.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se estandariz6 la técnica RT-gPCR para los ocho genes de
estudio, sin embargo, es necesario optimizar la técnica para obtener resultados

reproducibles.

Mediante la técnica RT-gPCR, se pudo determinar que efectivamente, en los merozoitos
de la cepa FCB2 se transcriben todos los genes de estudio, al igual que lo hacen los
merozoitos de otras cepas como 3D7, (utilizada en este caso como control positivo), lo
gue confirma que estos genes son usados por la cepa conjuntamente para la invasion
exitosa del merozoito al glébulo rojo, ademas de esto, se observé que algunas bandas
eran mas fuertes que otras y que hay Cts inferiores a otros, lo que indica que no todos

los genes se expresan de igual manera.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, en donde se observo un predominio
los genes pertenecientes a la familia Pfrh en comparacién a Pfeba, se puede comenzar
a indagar que esta cepa invade en una via independiente de acido sialico, hipotesis que

puede ser confirmada con ensayos de invasion a eritrocitos tratados enzimaticamente.
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ANEXOS

Ampltication |

Anexo 1. Determinacién de la concentracion y la temperatura optima de amplificacién para las sondas de
cada uno de los genes
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Anexo 2. Montaje de placas para la cuantificacién de los genes pertenecientes a la familia Pfeba y PfRh en ADNc mas las
diluciones seriadas de ADNg para cada gen. A) Montaje de la placa 1: genes PfRh (fluoroforo FAM) mas Pfama-1(fluoroforo
HEX). B) Montaje de la placa 2: genes PfEBA mas PfRH1 (fluoroforo FAM) mas Pfama-1 (fluoroforo HEX).
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Anexo 3. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia PfEBA y PfRh y PFAMA-1 en ADNc de la
cepa 3D7 de P. falciparum.
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