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RESUMEN

La malaria es una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial debido a que causa un
gran numero de muertes anuales, en su mayoria nifios menores de 8 afios del Africa
Subsahariana. Existen 7 especies de parasitos de la malaria (género Plasmodium), los cuales son
transmitidos al humano por la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles. A pesar de
ser una enfermedad prevenible y curable, en el afio 2020 se reportaron 241 millones de casos y
aproximadamente 627 000 muertes a nivel global. Entre las diferentes especies de Plasmodium,
P. falciparum es la mas letal, debido a su capacidad de acumularse en la microvasculatura de
tejidos y 6rganos del hospedero humano (fendmeno conocido como: secuestro). Esto ocurre
gracias a proteinas de citoadhesion llamadas PfEMP1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane
Protein-1), codificadas por aproximadamente 60 genes var, los cuales le confieren al parasito
propiedades de citoadherencia y variacion antigénica. La funcion de los genes var ha sido
estudiada en los ultimos afios, lo que ha llevado a una mejor comprensién de los mecanismos
que causan la acumulacion de los eritrocitos infectados en el cerebro y la interaccion de parasitos
con las células de diferentes 6rganos. No obstante, ain se desconoce muchos aspectos
moleculares sobre estas interacciones hospedero-parésito. Recientemente se ha reportado que
muchos de los anticuerpos adquiridos naturalmente en respuesta a la malaria estan dirigidos
hacia las proteinas PfEMP1, por lo que es posible el desarrollo de vacunas dirigidas hacia estas
proteinas. Los monos del género Aotus han sido utilizados como modelo para el estudio de la
biologia de Plasmodium y como modelos experimentales para el desarrollo de farmacos y
vacunas antimalaricas. En este estudio se analizo el perfil de transcripcion de los genes var en
el modelo de infeccion Plasmodium falciparum/Aotus. Para este propdsito se inocul6 la cepa
Plasmodium falciparum Vietnam-Oak Knoll (PfFVO) en cuatro ejemplares de monos Aotus
lemurinus lemurinus. Se efectlo un seguimiento de la parasitemia por microscopia Optica y se
realizaron analisis sanguineos de los ejemplares, utilizando técnicas de PCR a tiempo real y
gPCR para medir la transcripcion de los genes var y la cuantificacion de la carga parasitaria. Se
pudo observar que la densidad de parasitos se increment6 entre el 5to y 11vo dia. Ademas, hubo
una disminucién sustancial de los valores de hematocrito y hemoglobina. Cabe mencionar que
la formacion de rosetas (agregados de eritrocitos infectados y no infectados) fue el fenotipo
adhesivo mas comunmente observado. Como principal hallazgo de este estudio reportamos la
transcripcion predominante del gen var32 en todos los parasitos analizados en el modelo P.
falciparum/Aotus. Este gen presenta entre su estructura proteica los dominios adhesivos DBLd1
y el dominio CIDRb1. Estos dominios se encontraron en la estructura de casi todos los genes
var reportados en este estudio, expresados de manera moderada, 1o que nos lleva a especular
sobre la relevancia bioldgica de estos dominios en la formacion de rosetas.
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ABSTRACT

Malaria is one of the most important diseases worldwide because it causes a large number of
annual deaths, mostly children under 8 years of age in Sub-Saharan Africa. There are 6 species
of malaria parasites (genus Plasmodium), which are transmitted to humans by the bite of female
mosquitoes of the genus Anopheles. Despite being a preventable and curable disease, in 2020,
241 million cases and approximately 627,000 deaths were reported globally. Among the
different species of Plasmodium, P. falciparum is the most lethal, due to its ability to accumulate
in the microvasculature of tissues and organs of the human host (a phenomenon known as:
sequestration). This occurs thanks to cytoadhesion proteins called Pf EMP1 (P. falciparum
erythrocyte Membrane Protein-1), encoded by approximately 60 var genes, which give the
parasite properties of cytoadherence and antigenic variation. The function of var genes has been
studied in recent years, which has led to a better understanding of the mechanisms that cause
the accumulation of infected erythrocytes in the brain and the interaction of parasites with cells
of different organs. However, many molecular aspects of these host-parasite interactions are still
unknown. It has recently been reported that many of the antibodies naturally acquired in
response to malaria are directed towards the Pf EMP1 proteins, so the development of vaccines
directed towards these proteins is possible. Monkeys of the genus Aotus they have been used as
a model for the study of the biology of Plasmodium and as experimental models for the
development of antimalarial drugs and vaccines. In this study, the transcription profile of the
var genes in the Plasmodium infection model was analyzed. falciparum/Aotus. For this purpose,
the Plasmodium strain was inoculated. falciparum Vietnam- Oak Knoll (Pf FVO) in four
specimens of Aotus monkeys lemurinus lemurinus. Parasitaemia was monitored by optical
microscopy and blood analyzes of the specimens were performed, using real-time PCR and
gPCR techniques to measure the transcription of the var genes and the quantification of the
parasite load. It was observed that the density of parasites increased between the 5th and 11th
day. In addition, there was a substantial decrease in hematocrit and hemoglobin values. It is
worth mentioning that the formation of rosettes (aggregates of infected and uninfected
erythrocytes) was the most commonly observed adhesive phenotype. As the main finding of this
study, we report the predominant transcription of the var32 gene in all the parasites analyzed in
the P. falciparum/Aotus model. This gene presents among its protein structure the adhesive
domains DBLd1 and the CIDRb1 domain. These domains were found in the structure of almost
all var genes reported in this study, moderately expressed, which leads us to speculate about the
biological relevance of these domains in rosette formation.

Xl



INTRODUCCION

La malaria es una de las enfermedades parasitarias mas importantes a nivel mundial, la cual
genera una alta morbilidad y mortalidad en los seres humanos. Esta enfermedad es causada por
parésitos protozoarios del género Plasmodium y es transmitida al humano por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles portadores de parésitos (Murray et al., 2012). En los
humanos, se trata de una enfermedad prevenible y curable; sin embargo, para el afio 2020, a
nivel global, se reportaron 241 millones de casos de paludismo y 627 000 muertes causadas por
la enfermedad, lo que supone un aumento de unos 14 millones de casos y 69 000 muertes en
relacion a las cifras del 2019. Las muertes se incrementaron en dos tercios para el afio 2020, con
una cifra de alrededor de 47 000; entre las causas de este aumento podemos mencionar, las
interrupciones de los servicios de prevencion, diagnéstico y tratamiento del paludismo durante
la pandemia COVID-19 (WHO, 2021).

Existen siete especies de Plasmodium capaces de infectar al humano y causar malaria, estas son:
P.ovale curtisi, P.ovale wallikeri, P.malariae, P.knowlesi,, P.vivax y P. falciparum
(Lalremruata et al., 2017), cada una de las cuales causa manifestaciones clinicas similares en el
individuo infectado. P. vivax y P. falciparum ocasionan la mayoria de las muertes y casos
clinicos a nivel mundial, siendo P. falciparum el causante de las formas mas graves de malaria
(World Malaria Report, 2020; White, 2018). Dentro de las manifestaciones de la malaria grave
provocadas por P. falciparum estan la anemia, malaria cerebral (coma), malaria placentaria y

acidosis metabolica entre otras (Miller et al, 2002).

Cabe destacar que, en las principales regiones endémicas de Panama (Comarca Guna Yala y
Comarca Guna de Madugandi), se ha observado un aumento significativo en la transmision de
malaria a humanos en las épocas donde aparece el evento climéatico denominado Fendmeno Del
Nifio, eventualmente la abundancia de vectores puede asociarse con este fendmeno climatico
(Hurtado et al., 2020).

En Panama, histéricamente se han reportado con mayor frecuencia casos de P. vivax y los casos
recientes de P. falciparum, se han relacionado con eventos migratorios a traves de la frontera de

Panaméa y Colombia. Para el periodo comprendido entre los afios 2000-2019, se reportd un



aumento significativo de los casos de P. falciparum, principalmente provenientes del pais
Colombia. Segun Hurtado (2020), de 2000-2019 Panamé ha acumulado un total de 25 muertes
a causa de la malaria, y de 2013-2019, el nimero de casos anuales de malaria se mantuvo por

encima de 500, alcanzando un pico de mas de 1400 casos en 2019 y (Hurtado et al., 2020).

Una caracteristica virulenta de P. falciparum es su capacidad de adhesion a células y receptores
en la microvasculatura de diferentes tejidos y 6rganos. Esta capacidad se debe a la presencia de
las proteinas adhesinas Ilamadas PfEMP1 (del ingles, Plasmodium falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1). Las PfEMP1 son una familia multigénica de proteinas polimdrficas
codificadas por hasta 60 genes var (Biggs et al,1992). Debido a su gran polimorfismo el parasito
utiliza las PFEMP1, para evadir la respuesta inmune del hospedero y adherirse a diferentes

receptores del hospedero (Kraemer & Smith, 2006).

En este estudio, se analizo la expresion de genes var en el modelo de infeccion controlada de
P. falciparum en el primate no humano Aotus lemurinus lemurinus. Destacamos que esta
especie de monos se ha utilizado como modelo para el estudio de la malaria (Jones et al., 2002).
Para nuestro trabajo se utilizo la cepa Plasmodium falciparum Vietnam-Oak Knoll (PfFVO),
adaptada a monos Aotus (Kaneko et al., 1999). La cepa PfFVO es sensible a drogas como la

quinina, doxiciclina, mefloquina y artesunato. (Obaldia et al, 2016; Ohrt et al, 2014).

El uso de modelos animales, en este caso el modelo de malaria P.falciparum/Aotus, brindan un
enfoque mas realista ya que permite identificar aquellos mecanismos patolégicos e
inmunoldgicos caracteristicos de procesos infecciosos en un modelo in vivo. Las infecciones
controladas en el modelo Aotus han sido instrumental para el estudio de los genes var, lo que ha

permitido identificar genes asociados con citoadhesion.



HIPOTESIS

En la malaria causada por P. falciparum, las proteinas PFEMP1 codificadas por los genes var
son los ligandos responsables de la citoadhesion a ciertos 6rganos, y algunas variantes de estas
proteinas han sido implicadas como contribuyentes a la patologia observada en la malaria grave
(e.g. malaria cerebral). Basado en lo anterior, planteamos la siguiente hipétesis: “La expresion
de ciertos genes var asociados a citoadhesion puede influir en las manifestaciones clinicas de la
malaria grave, como por ejemplo la anemia”. Para probar nuestra hipotesis utilizaremos el

modelo de infeccion P. falciparum/Aotus.



OBJETIVOS

Los objetivos de la investigacion se describen a continuacion:

Objetivo general:
Analizar la transcripcion de genes asociados con citoadhesion (genes var) en el modelo de

infeccion Plasmodium falciparum/Aotus.

Objetivos especificos:
1. Inducir la infeccion controlada de P. falciparum en monos Aotus lemurinus lemurinus
2. Analizar el curso clinico de la infeccion por P. falciparum en monos A. lemurinus
lemurinus
3. Recuperar parasitos (P. falciparum) a partir de monos A.lemurinus lemurinus
inoculados con malaria.
4. Analizar el patron de transcripcion de genes var en parasitos aislados de monos

infectados con malaria.



CAPITULO I:
MARCO TEORICO



1. Malaria

A finales del siglo XIX, la malaria se consideraba un agente maligno que se encontraba en el
aire de zonas pantanosas, de alli, su etimologia deriva de mal aria que quiere decir "aire malo™
(Laverdant, 2007). Charles Louis Alphonse Laveran (1845-1922) sabia por articulos cientificos
contemporaneos, que muchas enfermedades previamente atribuidas a miasmas o vapores
malignos, de hecho, eran causadas por microbios. Asi, predijo: “Las fiebres de los pantanos se
deben a un germen” (Jarcho, 1984). Laveran se trasladé a un puesto en la costa norteafricana de
Argelia, e investigo su teoria. EI 20 de octubre de 1880, mientras observaba a través de un tosco
microscopio la sangre de un soldado febril, vio cuerpos en forma de semiluna que eran casi

transparentes excepto por un pequefio punto de pigmento (Laveran, 1978).

En décadas anteriores, un grupo de varios investigadores (entre estos Meckel, Virchow y
Frerichs) habian encontrado el pigmento hemozoina de color negro pardusco en bazos de
cadaveres y sangre de victimas de la malaria. Mas tarde, Laveran examind muestras de sangre
de 192 pacientes con paludismo y observé semilunas que contenian pigmentos en 148 pacientes
(Laveran, 1978).

Finalmente, reconocio cuatro formas distintas en la sangre humana que resultarian ser el parasito
de la malaria en diferentes etapas de su ciclo de vida. Camillo Golgi (1843-1926) vinculé la
ruptura y liberacion de parasitos asexuales de la malaria de los esquizontes sanguineos (célula
con multiples nucleos denominados merozoitos) con la aparicion de cada tercer y cuarto dia de
fiebre debida a P. vivax y P. malariae, respectivamente. Un afio después, Laveran recibi6 el

Premio Nobel por descubrir el protozoo unicelular que causa la malaria (Arrow et al., 2004).

2. Malaria en el mundo

La malaria es una de las enfermedades transmitidas por vectores mas importantes a nivel
mundial, donde el 50% de la poblacion se encuentra en riesgo de contraerla. En el afio 2020 se
estimé que hubo en todo el mundo 241 millones de casos de malaria y ~627 000 muertes
causadas por esta enfermedad, lo que supone un aumento de 14 millones de casos y ~69 000
muertes en relacion con las cifras del afio 2019. Aproximadamente dos tercios de estas muertes

adicionales (~47 000) tienen que ver con interrupciones de los servicios de prevencion,
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diagnostico y tratamiento del paludismo durante la pandemia (WHO, 2021). La region de Africa
subsahariana sigue presentando la mayor carga de malaria; en el 2020, esta regidén concentrd
alrededor del 95% de los casos y el 96% de las muertes por esta enfermedad, en donde un 80%
del total ocurre en nifios menores de 5 afos. La tormenta de COVID-19 lleg6é en un momento
en que la lucha contra la malaria en el mundo ya se habia estancado. Para el afio 2017, podemos
notar indicios de que los fenomenales avances registrados desde 2000 (con una reduccion del
27% de la incidencia mundial de casos y una caida de casi el 51% de la tasa de mortalidad) se
estaban frenando (WHO, 2021).

3. Malaria en Panamé

Panaméa se ha enfrentado a una amplia cantidad de enfermedades tropicales causadas por
patdgenos transmitidos por vectores artropodos, entre las que destacan la fiebre amarilla y la
malaria. A finales del siglo XIX parte del fracaso de la construccion del canal de Panaméa en
manos de los franceses se debio a la falta de control de enfermedades transmitidas por vectores
causando una alta morbilidad y mortalidad en los empleados. Todo esto ocurrié debido a que se
desconocia el vinculo entre el mosquito vector transmisor de la malaria y fiebre amarilla. En el
siglo XX hubo un gran desafio en la construccion del Canal de Panama por parte de los Estados
Unidos para el control de estas enfermedades (Baird, 2000; Hurtado et al., 2020; Stern,
2005). Panama, durante la segunda mitad del siglo XX, fue considerado un pais modelo en la
implementacion de nuevos tratamientos de malaria y medidas de control de vectores. Todo esto
gracias al esfuerzo del comandante William Crawford Gorgas, (médico de la Armada de los
Estados Unidos), que en 1906 logra erradicar la malaria en la zona de construccion del Canal de
Panama (Le Prince & Orenstein, 1916; Sutter, 2007).

Desde 2000-2019, Panama ha acumulado un total de 28 921 casos de infecciones y 25 muertes
por malaria. Vemos, que en los asentamientos indigenas, los casos de malaria han ido en
aumento; vale la pena resaltar que en el afio 2005, el 41.8% del total de casos de malaria se
dieron en comunidades indigenas, mientras que para el afio 2016, esta proporcion alcanzé el
84.6% y para el 2019 més del 90%. De hecho, mas del 70% de los casos acumulados en el pais
desde 2005 provienen de comunidades indigenas ubicadas en el Oriente de Panama (Hurtado et
al., 2020).



Histéricamente en Panama se han reportado mas casos de P. vivax que de P. falcuparum; sin
embargo, los brotes recientes de P. falciparum, en &reas donde no se habian reportado
anteriormente, ha sido correlacionado con eventos migratorios a través de la frontera entre
Panama y Colombia (Calzada et al., 2015). En el periodo de 2000 al 2019 se importé una
proporcion significativa y creciente de loscasos de infecciones con P. falciparum,
principalmente de Colombia (Hurtado et al., 2020). De los casos importados durante este
periodo, el 28.5% fueron P. falciparumy el 71.5% P. vivax. La carga de la malaria importada
(P.falciparum) procedia principalmente de Colombia (55.3%) y de diez paises del continente
africano (38.8%) (Hurtado et al., 2020).
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Figura 1. Mapa de regiones sanitarias en Panama. Estas regiones presentan transmision activa de malaria segtn el
nimero acumulado de casos de P falciparum y P. vivax, reportados entre 2000 y 2019 (Santamaria et al., 2020).

En el afio 2020, EI Departamento Nacional de Epidemiologia del Ministerio de Salud de Panaméa
(MINSA), report6 un total de 2 128 casos de malaria confirmados. Este informe, revela, que las
areas mas impactadas pertenecen a las cuatro zonas endémicas del pais, Comarca Guna Yala

(146 casos) Panama Este (461 casos), Darién (401 casos) y la Comarca Ngéabe-Buglé (40 casos);



por otro lado, también se reportaron 1 080 casos en otras regiones, epidemioldgicamente

consideradas como focos de malaria sin clasificar.

4. El parésito de la malaria: Caracteristicas taxonomicas

4.1. Filo Apicomplexa

El filo Apicomplexa incluye a una gran cantidad de especies protozoarias, muchas de ellas
parésitos. Las especies parasitas de este grupo se caracterizan por ser intracelulares obligados
que invaden las células hospedero al desarrollarse en etapas especializadas Ilamadas zoitos. Los
zoitos tienen una estructura conservada, siendo células alargadas y polarizadas que secretan en
su extremo apical el contenido de organulos secretores localizados apicalmente, denominados
micronemas y roptrias (Dubremetz et al., 1998). Los zoitos permiten la invasion de las células
hospedadoras dentro de la Ilamada vacuola parasitofora, un proceso que dura solo unos
segundos (Tardieux & Ménard, 2008). Entre las especies parasitas del filo Apicomplexa se
incluyen las de la familia Plasmodiidae, donde se encuentra Plasmodium, agente causante de la
malaria en humanos, primates no humanos, entre otras especies (Ferreira et al., 2020; Thurber
et al., 2013; Valkitnas, 2005).

4.2. Familia Plasmodiidae

Los hemoparasitos (Hemosporidios) filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae forman un grupo
de parasitos protozoarios intracelulares generalizados que afectan a una amplia gama de
mamiferos, aves y reptiles y utiliza insectos dipteros nematdceros (mosquitos) como vectores
(Ferreira et al., 2020). Este grupo incluye a algunos de los patégenos humanos mas importantes
a nivel mundial. Se sabe que mas de 20 especies de Plasmodium que causan malaria, capaces
de infectar a primates no humanos y al menos cuatro especies, P. inui, P. simium, P.
cynomolgi y P. knowlesi, son transmisibles a los humanos (Cox-Singh et al., 2008; Thurber et
al., 2013). Las siete especies prevalentes que parasitan humanos son, P. ovale curtisi, P. ovale
wallikeri, P. malariae, P. knowlesi, P. vivax y P. falciparum ((Lalremruata et al., 2017; Butcher
& Mitchell, 2018; Taghdiri et al., 2019). De todas las especies de la familia Plasmodiidae que
afectan humanos P. falciparum y P. vivax son las mas prevalentes en el mundo, siendo P.

falciparum la especie causante de los episodios graves (Loy et al., 2017; Zhong et al., 2018).



4.3. Plasmodium falciparum

El nombre del epiteto especifico de esta especie fue elaborado por el médico
estadounidense William Henry Welch en 1897. Su etimologia viene del latin falx, que significa
"hoz" y parum que significa" similar o igual a otro". Por lo tanto, significa “similar a una hoz”,
una herramienta agricola hecha de hierro, cobre y que tiene como principal uso el corte de tallos
de gramineas (Bruce-Chwatt, 1987; Christophers & Sinton, 1938). Plasmodium falciparum se
define como el paréasito més peligroso, debido a que es considerado el mas mortal de todos los
Plasmodium que infectan humanos (Rich et al., 2009). Ademas, es el parasito con el 50% de
casos por malaria y el Unico causante de Malaria Cerebral (Luzolo & Ngoyi, 2019; Perkins et
al., 2011). El origen de P. falciparum fue a partir de especies de Laverania, un subgénero
de Plasmodium que se encuentra en los simios gorilas de Africa occidental (Liu et al., 2010).
Estudios de diversidad genética sugieren que el parasito en humanos surgioé hace 10 000 afios
((Loy et al., 2017). P. falciparum se puede identificar por su morfologia, ya que cuando se
encuentra en etapa de anillo dentro de los eritrocitos suele diferenciarse su nucleo de forma
pronunciada, también los gametocitos son alargados y en forma de medialuna, por lo que

algunas veces se logra identificar facilmente (Taghdiri et al., 2019).

5- Ciclo de vida

5.1. Generalidades

El ciclo de vida del P. falciparum es de gran complejidad, se lleva a cabo en dos hospederos: su
vector el cual es un mosquito del género Anopheles y el otro un vertebrado. Posee una amplia
variedad de estadios morfo-fisiolégicamente distintos distribuidos en dos fases, la fase asexual
que se desarrolla completamente en el humano (dividida en dos etapas, una etapa exo-
eritrocitaria y una etapa intra-eritrocitaria) y la fase sexual que inicia su desarrollo en el humano
con la etapa de gametocitos y continda con la etapa esporogdnica en el mosquito vector (Nureye
& Assefa, 2020; Tibdrcio et al., 2019).

5.2. Ciclo de vida en el vertebrado
A la forma infecciosa movil del Plasmodium se le denomina esporozoito, se transmite al
vertebrado cuando el mosquito inocula el parésito en la piel. Para alimentarse de sangre del

hospedero, el vector secreto e inyecta saliva, la cual contiene un coctel complejo de moléculas
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moduladoras que incluyen diversos vasodilatadores y anticoagulantes que mantienen la sangre
liquida y la vasculatura relajada (dilatada). Es durante la picada, que el parésito es inoculado en
el hospedero. Los factores presentes en la saliva, de manera indirecta, benefician al parasito ya
que facilitan su entrada a los vasos sanguineos. Posterior a la inoculacion (30-60 minutos), los
esporozoitos son transportados al higado por el sistema circulatorio (Win et al., 2017) en donde
se alojan en células hepaticas. Durante los siguientes 7 a 12 dias, los esporozoitos se convierten
en esquizontes, para luego producir hasta 30 000 merozoitos. Es alli donde los hepatocitos se
rompen, liberando miles de merozoitos que viajan al torrente sanguineo e invaden los eritrocitos,
comenzando asi el ciclo asexual intraeritrocitario (Gazzinelli et al., 2014). Dentro del eritrocito
el parasito desarrolla la etapa inicial de anillo hasta llegar a trofozoito tardio. En esta etapa el
parasito experimenta divisiones mitéticas hasta la etapa de esquizonte, el cual contiene entre 6
a 32 merozoitos (Wipasa et al., 2002). Cuando se rompe el esquizonte, los merozoitos son
liberados y contintan el ciclo de vida asexual invadiendo otros eritrocitos. Durante este ciclo
repetido, algunos merozoitos se pueden diferenciar en formas sexuales masculinas y femeninas
conocidas como gametocitos. Estos gametocitos se desarrollan y maduran en el eritrocito para
ser ingeridos por el mosquito hembra Anopheles, continuando asi su ciclo de vida en el
invertebrado (Nureye & Assefa, 2020; Wipasa et al., 2002).

5.3. Ciclo de vida en el mosquito Anopheles

Cuando los gametocitos son ingeridos por el mosquito, el parasito induce la gametogénesis.
Estas son las formas flageladas, que corresponden a gametos masculinos Illamados
microgametos, que penetran los gametos femeninos, llamados macrogametos, generando
cigotos. Los cigotos se transforman en ookinetos, que luego, invaden las células epiteliales del
intestino medio del mosquito, implantandose en la regién basal para transformarse en un
ooquiste redondo. En el ooquiste, el nicleo se divide repetidamente, con la formacién de un
gran namero de esporozoitos, seguido de un agrandamiento del ooquiste (Nureye & Assefa,
2020). Cuando los esporozoitos estan formados, el ooquiste estalla, liberando los esporozoitos
en el hemocele (la cavidad corporal del mosquito). Los esporozoitos invaden las glandulas
salivales, en el lumen lleno de saliva completando el ciclo el mosquito vector (Nureye & Assefa,
2020).
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Figura 2. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum. La infeccion humana con P . falciparum se inicia cuando una
hembra infectada del género Anopheles inyecta esporozoitos durante la ingesta de sangre. Los esporozoitos
transitan desde la circulacion periférica del hospedador hacia el higado, donde infectan los hepatocitos. La etapa
hepética es asintomética y dura aproximadamente 1 semana. Las células hepaticas infectadas se rompen para liberar
merozoitos extracelulares en la circulacidn del hospedador. Los merozoitos invaden los eritrocitos, iniciando asi la
etapa de sangre asexual de la infeccién, que causa todos los sintomas clinicos de la malaria. Una vez dentro del
eritrocito, el merozoito sufre una serie de divisiones (esquizogonia) durante un periodo de 48 h, tras lo cual se
liberan merozoitos hijos para infectar nuevos eritrocitos. Algunos parasitos asexuales no sufren esquizogonia, sino
que se convierten en precursores sexuales (gametocitos), los cuales son aquiridos por los mosquitos durante la
ingesta de sangre para completar su ciclo de vida en el vector (Maier et al., 2019).

6. Farmacos antimaléaricos

El tratamiento de la malaria se da una vez confirmado el diagnostico por P. falciparum. Cada
paciente es tratado de acuerdo con la sintomatologia que presenta. La terapia combinada de
antimalaricos es la alternativa de primera linea para tratar la enfermedad. La terapia combinada
se define como el uso de dos o méas farmacos esquizonticidas sanguineos generalmente con
modos de accion independientes. La aplicacién combinada de farmacos se basa en el hecho de
que la sinergia entre farmacos antimalariales es frecuentemente mas efectiva y en el caso que
exista un parasito resistente o que desarrolle resistencia de novo a uno de los medicamentos, el
otro medicamento actuara eliminandolo (WHO, 2010). La amplia presencia de resistencias a
farmacos como la Sulfadoxina-Pirimetamina, la Cloroquina o la Amodiaquina, comprometio su
eficacia incluso en combinacion, por lo que actualmente la opcién terapéutica disponible,
especialmente en el caso de la malaria por P. falciparum, es el tratamiento combinado basado
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en la artemisinina (Arthemisin-based Combination Therapies, ACT), tanto para la malaria no
complicada como para la malaria complicada (WHO, 2010).

Los farmacos antimalaricos pueden clasificarse de acuerdo con:

A. El mecanismo de accion sobre el paréasito:
a. Inhibidores de formacion de hemozoina: Quinina.
b. Inhibidores del metabolismo del acido félico: Sulfadoxina, pirimetamina, proguanil.

c. Formadores de radicales reactivos de oxigeno: Hidroxicloroquina.

B. La fase del ciclo donde acttan:
a. Esquizonticidas tisulares: actian en la etapa exo-eritrocitaria (higado): Primaquina,
Proguanil.
b. Esquizonticidas sanguineos: actGan en la etapa intra-eritrocitaria: Cloroquina,
Mefloquina, Lumefantrina, artemisina.
c. Gametocidas: actian destruyendo los gametocitos previniendo la transmision del

parasito al mosquito: Primaquina, Artemisina, Cloroquina, Quinina.

Las opciones de tratamiento combinado basado en la artemisina que son recomendadas
actualmente por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2012) (WHO, 2013) son:

1. Artemeter + Lumefantrina

2. Artesunato + Amodiaquina

3. Artesunato + Mefloguina

4. Artesunato + Sulfadoxina-Pirimetamina

5

Dihidroartemisinina + Piperaquina

7. Métodos de diagnosticos

El diagndstico de la malaria se puede realizar mediante microscopia éptica, deteccion de
antigenos (pruebas de diagnostico rapido) o por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, por
sus siglas en inglés). El diagnostico por microscopia consiste en la preparacion de una tincién

de gota gruesa y posterior visualizacion del parasito en el microscopio. Si la gota gruesa es
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positiva, se realiza una gota fina o frotis para identificar la especie y el grado de parasitemia en
la sangre. La prueba de diagnostico rapido consiste en la deteccion de antigenos especificos del
parasito, que se pueden encontrar en la sangre del paciente infectado. Se utiliza en casos que el
paciente ya ha tomado farmacos antimalaricos o cuando no hay disponibilidad de anélisis por
microscopia. Las pruebas de diagndstico molecular mediante PCR consisten en la identificacion
de material genético del parasito en una muestra de sangre (Zimmerman & Howes, 2015). La
técnica de PCR cuantitativo (qQPCR) es el método analitico molecular mas sensible, con una
sensibilidad de 99.41% (Khairnar, Martin, Lau, Ralevski, & Pillai, 2009), permitiendo la
identificacion de parésitos no detectados en gota gruesa (infecciones submicroscopicas). La
deteccidn especifica de P. falciparum se realiza mediante la amplificacion de regiones altamente
conservadas del gen que codifica la subunidad 18s del de ARNr del parésito, lo que permite

estimar con mayor certeza la carga parasitaria (Hermsen et al., 2001; Rougemont et al., 2004).

8. Sintomatologia

La malaria causada por P. falciparum es una infeccion compleja y su sintomatologia es tan
diversa que puede variar desde pacientes asintomaticos con parasitemia detectable en sangre,
pacientes con malaria clinica (fiebre no diferenciada) hasta pacientes con malaria grave que
presentan complicaciones como la malaria cerebral, acidosis metabolica, dificultad respiratoria,
lesion renal aguda y anemia grave. El deterioro cerebral y la lesion renal aguda son predictores
independientes de mortalidad tanto en adultos como en nifios con paludismo grave por P.
falciparum (Plewes et al., 2018).

La capacidad Unica de P. falciparum de unirse al endotelio produce el sindrome clinico-
patoldgico de malaria cerebral (Milner, 2017; Seydel et al., 2015). La acidosis metabdlica es
causada debido a que el parésito expresala enzima lactato deshidrogenasa (pLDH) para
producir acido lactico, lo cual conlleva a una disminucion del pH fisioldgico. La dificultad
respiratoria es una caracteristica comdn de la malaria grave, ya que vemos que, debido al
secuestro hay somnolencia y/o inflamacion del cerebro, se produce la supresion central directa
de los centros respiratorios, lo que conduce a patrones respiratorios irregulares en el contexto

de la acidosis, lo que puede contribuir al desequilibrio del pH (Cheng & Yansouni, 2013).
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La poblacion pediatrica en areas de alta transmisién es especialmente, susceptible a la anemia
paltdica grave durante los primeros 2 afios de vida. Los estudios en pacientes con malaria grave
que tienen lesion renal aguda muestran una reduccion del flujo sanguineo cortical renal, un
aumento del tamafio del rifidn, ademas de cambios endoteliales en los capilares glomerulares y
peritubulares (Atalabi et al., 2013; Nguansangiam et al., 2007; Sitprija et al., 1977). Existen
muchas interrogantes sobre los mecanismos exactos que conducen a la anemia grave (Milner,
2017), sin embargo, se ha observado que cambios en la respuesta inmune de monocitos y
linfocitos en respuesta a la hemozoina afectan la regulacion de la eritropoyesis, causando anemia
paltdica severa. Esta manifestacion clinica puede deberse, entre otras razones a: (i) la inhibicion
de la sintesis de la hormona eritropoyetina por IL-6 (Interleucina-6), (ii) supresion de los niveles
del mediador inmunol6gico RANTES (Regulated upon activation, normal T-cell expressed, and
secreted) o (iii) al aumento en los niveles de la citoquina MIP-1s (Macrophage Inflammatory
Protein 1s) (Perkins et al., 2011).

9. Malaria en el embarazo

Con relacion a las implicaciones de la malaria en el embarazo conoceremos el caso de Africa
subsahariana, donde se ha estimado que 32 millones de mujeres corren el riesgo de infectarse
con Plasmodium falciparum durante el embarazo, lo que aumenta el riesgo de anemia grave,
abortos espontaneos, mortinatos y bebés con bajo peso al nacer (Dellicour, Tatem, Guerra,
Snow, & Ter Kuile, 2010). En pacientes embarazadas infectadas con P. falciparum, los
eritrocitos infectados expresan el antigeno VAR2CSA (VARiant surface antigen 2-Chondroitin
Sulfate A), el cual es participe en la union de eritrocitos infectados al condroitin Sulfato A en el
sincitio-trofoblasto que recubre el espacio intervelloso de la placenta. La adhesion de eritrocitos
infectados en la placenta resulta en la patologia Ilamada paludismo placentario (Djontu et al.,
2020). Se ha demostrado que los anticuerpos contra los eritrocitos infectados de union a la

placenta reducen el secuestro y mejoran los resultados del embarazo (Feng et al., 2009).

10. Malaria cerebral
El P. falciparum es el Unico parasito capaz de producir malaria cerebral y esto se debe a su
capacidad Unica de unirse al endotelio, por lo que, es el parasito que causa el indice mas alto de

complicaciones y mortalidad (Gething et al., 2016; WHO, 2019). Los pacientes que sobreviven
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a la malaria cerebral pueden permanecer con secuelas posteriores a la malaria cerebral de por
vida, como déficits neuroldgicos, que afectan la calidad de vida (WHO, 2014). Esta patologia
se presenta de manera diferente entre nifios y adultos. Si bien es cierto que, la tasa de mortalidad
debido a la malaria cerebral pediatrica es mas baja que la mortalidad por malaria cerebral en
adultos, la malaria cerebral pediatrica se asocia con una mayor tasa de convulsiones y déficits
neurocognitivos post-malaria cerebral (Birbeck et al., 2010; Schiess et al., 2020).

De esta manera, las manifestaciones clinicas de la malaria cerebral pueden darse desde una
presentacion comdn de paludismo hasta desarrollar rapidamente un estado comatoso. Después
de excluir otras posibles causas de coma, se puede realizar un diagnostico clinico de malaria
cerebral (Milner, 2017). La caracteristica patoldgica de diagnostico de la enfermedad, en la
autopsia, es la presencia de parasitos P. falciparum en méas del 20% de los capilares del cerebro
mediante frotis de tejido o cortes histolégicos (Taylor et al., 2004). Ademas, se pueden presentar
otras caracteristicas patoldgicas que pueden variar como trombos de fibrina, hemorragias en
anillo, decoloracién del cerebro, lesion axonal y fuga capilar (Dorovini-Zis et al., 2011). En
pacientes pediatricos africanos, pasadas las 48 horas, se ha visto que los vasos cerebrales
aparecen congestionados y la inflamacion cerebral es mas prominente en las muertes agudas.
En pacientes adultos cuando la enfermedad ha evolucionado es mas comdn observar una

descompensacion multiorganica y sindrome agudo de dificultad respiratoria (Milner, 2017).

11. Anemia palldica grave

La anemia Palldica Grave, se caracteriza por concentraciones de hemoglobina (Hb) menores a
5 g/dl (o un hematocrito <15%) en presencia de cualquier parasitemia (WHO, 2000). La anemia
paludica grave en los paises en desarrollo es una de las causas del 3 al 46% de las muertes
pediatricas de pacientes hospitalizados en los centros de atencién de referencia (English et al.,
2004). Uno de los principales mecanismos responsables de los niveles bajos de hemoglobina en
nifilos con anemia paltdica grave es la eritropoyesis alterada o ineficaz. La pérdida de la
produccion adecuada de eritrocitos se traduce en una falla en la capacidad de reponer el grupo
reducido de eritrocitos debido a hemdlisis inducida por los parasitos y/o la administracion de

antipaltdicos. Estudios previos han reportado dafio parenquimatoso de la médula 6ésea,
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eritropoyesis ineficaz y una tasa reducida de proliferacion eritropoyética en pacientes con
paludismo agudo por P. falciparum (Perkins et al., 2011).

Cuando la anemia es méas grave produce isquemia e hipoxia tisular, con un aumento de la
produccion de lactato y un aumento de la relacion lactato-piruvato (Brand et al., 2016). Cuando
la carga parasitaria es muy alta, la obstruccién de la microvasculatura causada por el secuestro,
la reduccion de la deformabilidad de los glébulos rojos y las fuerzas adhesivas intereritrociticas
agravan la reduccion en el suministro de oxigeno a los tejidos, en consecuencia, se produce un
aumento del indice cardiaco para mantener el suministro de oxigeno (Ishioka et al., 2015; White,
2018).

12. Patogénesis

Los procesos relacionados con la fisiopatologia de la malaria se pueden resumir en tres:
1. Ladisfuncion endotelial
2. Lainflamaciény

3. Lacitoadhesion

12.1. Disfuncién endotelial

La disfuncién endotelial se produce como consecuencia de un aumento en la citoadhesion de
glébulos rojos parasitados y leucocitos, activando las cascadas de coagulacion y alterando el
flujo sanguineo. Esta consecuencia estd asociada con los procesos patogénicos de la malaria
cerebral, lo que resulta en un edema vasogeénico (producto de la ruptura de las uniones entre las
células del endotelio que forma la barrera hematoencefalica). Un componente central de la
fisiopatologia de la malaria cerebral es la activacion de las células endoteliales microvasculares,
que resulta tanto de la citoadherencia de los eritrocitos infectados en su superficie como de los

efectos pro-inflamatorios de las citoquinas e interleucinas (Wassmer et al, 2005).

12.2. Inflamacién
Existe una inflamacion endotelial caracteristica de P. falciparum, la cual es inducida por los

eritrocitos infectados adheridos al endotelio y puede agravarse por productos de la respuesta
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inmune del hospedero y productos del mismo paréasito (Francischetti et al., 2007; Jensen et al.,
2020; Viebig et al., 2005).

La intensidad y calidad de la respuesta inmune puede agravar la fisiopatologia debido a las
citosinas inflamatorias que conllevan a la activacion endotelial. Esto induce un reclutamiento
de leucocitos mediado por quimiocinas y una progresion de la inflamacién local. Ademas, la
activacion endotelial por citoquinas proinflamatorias, como TNF (Tumor Necrosis Factor) y
eritrocitos infectados, vemos que las células endoteliales secretan quimiocinas, que inician el
reclutamiento de leucocitos que expresan los respectivos receptores de quimiocinas, incluidos
macrdéfagos, monocitos, neutrofilos y linfocitos T, las cuales se secuestran en la
microvasculatura durante la malaria cerebral en humanos (Hunt & Grau, 2003; Rénia et al.,
2012). Al llegar al sitio de la agresion inflamatoria, estas subpoblaciones de leucocitos pueden
a su vez secretar citoquinas, asi como también quimiocinas, promoviendo asi ain mas la
activacion endotelial y el reclutamiento de leucocitos. Por consiguiente, se inicia un ciclo de

retroalimentacion que agrava la inflamacion local en el cerebro (Dunst et al., 2017).

12.3. Citoadhesion

Al proceso de adhesion al endotelio se le denomina “secuestro” y es importante para el parasito,
ya que permite que los eritrocitos infectados no pasen al bazo, el cual cumple la funcién de
filtrarlos y destruirlos (Hommel, David and Oligino, 1983; Moxon, Grau and Craig, 2011).
Ademas de la adhesion endotelial puede ocurrir la unién de eritrocitos infectados con no
infectados, denominada rosetas (Angeletti et al., 2015); y la unién de eritrocitos infectados con

otros infectados, denominada aglutinaciones (Mayor et al., 2011).

La citoadhesion de eritrocitos infectados a érganos se considera un proceso clave de la
patogenicidad de la malaria grave causada por P. falciparum. Esto conlleva a una obstruccion
de la microvasculatura, que puede dar como resultado la formacion de trombos, ademas de la
inflamacion agravada por las proteinas proinflamatorias provocando asi hemorragias elevadas
(Hanson et al., 2012; Wassmer et al., 2015).
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La citoadherencia y la formacidn de rosetas estan involucradas en la patogénesis de la malaria
al bloquear el flujo sanguineo cuando la unidn es excesiva. Esta acumulacion conduce a falta de
oxigeno en los tejidos, produccién excesiva de lactato y reduccién del pH en la sangre y los
tejidos, que puede culminar en dificultad respiratoria, coma, anemia grave, sintomatologia tipica
del paludismo grave (Wahlgren & Akhouri, 2017). Esta capacidad de citoadherencia se debe a
la localizacion de las proteinas adhesinas Ilamadas PfEMP1 (Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membrane Protein 1) en la membrana del eritrocito.
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Figura 3. Mecanismos patogénicos de Plasmodium falciparum. Por medio de las proteinas PfEMP1, los eritrocitos
infectados se unen a receptores humanos (e.g. CD36, ICAM, CSA), causando la citoadhesion en eritrocitos sanos
e infectados (rosetting), lo que se traduce en las manifestaciones clinicas asociadas con la malaria grave como lo
son anemia, malaria cerebral y malaria placentaria (Maier et al., 2019).

13. PFEMP1

Existen proteinas que participan en la adhesion de eritrocitos infectados al endotelio, la mas
estudiada es la PFEMP1 (Hviid & Jensen, 2015). La unién de las diferentes variantes de la
proteina PfEMP1 al endotelio se da debido a la presencia de proteinas vasculares que sirven de

receptores, entre las que estan CD36, molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM - 1), receptor
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de proteina C endotelial (EPCR), Condroitin Sulfato A (CSA) y antigenos de los grupos
sanguineos ABO (Jensen et al., 2020). El receptor CSA se ha mostrado como responsable de la
acumulacién de eritrocitos infectados en la placenta (Djontu et al., 2020; Salanti et al., 2003).

Las PFEMP1 estan ancladas en protuberancias llamadas “knobs” inducidas por el parasito en la
membrana del eritrocito infectado. Al estar expuestas en la superficie extracelular son
susceptibles a la respuesta inmune del hospedero, ademés que pueden interactuar con el medio
extracelular (Feldman et al, 1995). Estas proteinas son una familia mutagénica y muy

polimorficas codificadas por un grupo de hasta 60 genes llamados genes var (Biggs et al, 1992).

Loss of barrier intearity Barrier and cytoskeletal network intact

internalization

clustering

Group A" actin degradation Groups B™ and c*™

Figura 4. Esquema de proteinas PFEMP1 en la malaria cerebral. La malaria cerebral es causada por la union de
eritrocitos infectados por P. falciparum a la microvasculatura cerebral, lo que produce inflamacién, oclusién de
vasos e hinchazon cerebral (Adams et al., 2021).

14. Genes var

El parésito P. falciparum depende de la expresion excluyente de una familia de genes de
virulencia para sobrevivir dentro del hospedero (Barcons-Simon et al., 2020; Duraisingh &
Horn, 2016; Guizetti & Scherf, 2013). Esto lo hace mediante los genes var, una familia
multigénica muy polimoérfica. Ademas de presentar variacién antigénica clonal, esta
singularidad permite a P. falciparum evadir respuestas especificas mediadas por anticuerpos y

unirse a diferentes receptores del hospedero (Kraemer & Smith, 2006).

Cada parasito posee aproximadamente hasta 60 copias de genes diferentes con una
superposicion limitada de repertorios de genes var entre haplotipos de parasitos. Una pregunta
fundamental para la patogenicidad de cada variante del parasito es si las interacciones
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especificas entre PfEMP1 y el receptor juegan un papel causal en la malaria grave (Wassmer et
al., 2015).

Los genes var se encuentran localizados en dos subregiones cromosomales: (i) regiones
subteloméricas en 13 de los 14 cromosomas del parésito y en (ii) bloques centrales en los
cromosomas 4, 6, 7, 8 y 12 (Gardner et al., 2002) y cuya transcripcion estd controlada
epigenéticamente. La transcripcion de un solo genvaralcanza su punto maximo
aproximadamente 12 horas después de la invasion del eritrocito (Schieck et al., 2007), luego se
silencia y se estabiliza durante las Gltimas etapas del ciclo intraeritrocitico de 48 horas. Todos
los demas genes var permanecen silenciados transcripcionalmente a lo largo del ciclo y estan
atados en grupos heterocromaticos represivos, caracterizado por el patron de metilacién
H3K9me3 y H3K36me3 en la periferia nuclear (Jiang et al., 2013; Lopez-Rubio et al.,
2007). Por el contrario, el gen var activo es eucromatico, caracterizados por las modificaciones
H3K4me3 y H3K9ac y se localiza en un dominio de expresion perinuclear distinto (Barcons-
Simon et al., 2020; Ralph et al., 2005).

15. La identificacion de nuevas dianas terapéuticas y desarrollo de vacunas

El descubrimiento de los mecanismos moleculares que emplea P. falciparum es el objetivo
principal para el desarrollo de farmacos y vacunas eficaces. La busqueda de dianas permite la
elaboracion de farmacos que funcionan para el tratamiento de la malaria, incluso la elaboracion
de vacunas permitiria una alta proteccion contra la malaria (Alonso et al., 2011; Chan et al.,
2014). Actualmente ya se han reportado vacunas para combatir la malaria, sin embargo, estas
vacunas aun requieren de mas estudios para ser aprobadas (Goswami et al., 2020; Laurens,
2020).

Los antigenos variantes expresados en la superficie de eritrocitos infectados son considerados
candidatos a vacunas contra la malaria, ya que estas proteinas son bioldgicamente relevantes a
la patologia de la enfermedad (union a la vasculatura) que afecta mdltiples 6rganos. Estos
antigenos de superficie variante son importantes, debido a la inmunidad protectora adquirida,
por lo tanto, en los Gltimos afios se han enfocado estudios en estas dianas. Ejemplo de estas
dianas inmunes son RIFIN, STEVOR, SURFIN y PfEMP1 (Chan et al., 2014).
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Rif (repetitive interspersed families) es una familia multigénica comprendida por 150 a 200
genes que codifican un grupo de proteinas llamadas RIFINs (Fernandez et al., 1999). A
diferencia de los genes var, un solo parésito transcribe a la vez varios genes rif, por consiguiente,
se traducen multiples variantes de RIFIN en la superficie de eritrocitos infectados (Fernandez
et al., 1999). Las proteinas RIFIN se dividen en tipo A, estas proteinas se asocian a la malaria
cerebral y estan destinadas a la superficie del eritrocito; las proteinas de tipo B permanecen
dentro del parasito (Petter et al., 2007).

Stevor (subtelomeric variant open reading frame) es otra familia multigénica con
aproximadamente 30 a 40 genes por genoma que codifican proteinas Ilamadas STEVOR (Blythe
et al., 2008). Se propone que estas proteinas son expresadas en merozoitos, esporozoitos y
gametocitos (Khattab & Meri, 2011). Al igual que rif se han detectado multiples versiones de
stevor en un solo parésito (Khattab & Meri, 2011). Se ha descrito que la sobreexpresion de
stevor cambia las propiedades mecénicas de los eritrocitos aumentando la rigidez de los mismos.
Esta rigidez aumentada mejora el secuestro de eritrocitos infectados mediado por PFEMP1
(Sanyal et al., 2012).

Surf (surface associated interspersed) es una familia multiple de 10 genes que codifican para
proteinas llamadas SURFINs (Winter et al., 2005). Se sabe poco de esta familia multigénica y
no se ha determinado si las proteinas SURFIN provocan potencialmente inmunidad humoral o

participan en la evasion inmunitaria (Mphande et al., 2008).

De todas estas familias de superficie multigénicas, las mas estudiadas son las PFEMPL1, ya que
representan dianas importantes para el desarrollo de vacunas; sin embargo, la diversidad
antigénica que presenta conlleva un gran desafio. Diversos estudios en modelos de animales
evidencian que las proteinas PFEMP1 recombinantes tienen la capacidad de generar una
respuesta inmunitaria protectora. Ejemplo de esto es un estudio en el que se inmunizé monos
Aotus con el dominio CIDRa de PfEMP1. Con estos resultados se demostr6 que la inoculacion
con CIDRa confirio proteccién contra una cepa homologa letal del parasito, pero no otra sepa
heterologa. Para superar el desafio de variantes de los anticuerpos de PfEMP1 se ha
experimentado con diferentes combinaciones de dominios (Baruch et al., 2002). En el modelo
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de ratas inmunizadas con diversos dominios NTS-DBLa se observd que la induccion de
anticuerpos protectores que disminuian significativamente el secuestro (Ahuja et al., 2006). Este
estudio fue posteriormente replicado en los Paises Bajos en donde voluntarios, que no habian
experimentado malaria, infectados con P. falciparum, pudieron generar anticuerpos de reaccion

cruzada y reconocieron PFEMP1 de diferentes genomas de parésitos (Turner et al., 2011).

16. Vacunas y métodos terapéuticos.

El avance hacia la generacion de vacunas contra la malaria ha sido un camino arduo. La vacuna
preeritrocitica conocida como RTS, S/AS01 (Mosquirix) es la primera vacuna anti-malaria
aprobada por la FDA para la prevencion de la malaria. La vacuna RTS, S tiene como objetivo
activar el sistema inmunitario para que se defienda contra las primeras etapas de la malaria
cuando el parasito Plasmodium falciparum ingresa al torrente sanguineo a través de la picadura
de un mosquito e infecta las células del higado. La vacuna esta disefiada para evitar que el
parasito infecte el higado, donde puede madurar, multiplicarse, volver a ingresar al torrente
sanguineo e infectar los globulos rojos, lo que puede provocar sintomas de la enfermedad. El
disefio principal de esta vacuna se cre6 en 1987 como parte de una colaboracion entre
GlaxoSmithKline (GSK) y el Instituto de Investigacion del Ejército Walter Reed (WRAIR)
(Dame et al., 1984) y utiliza la proteina del circumsporozoito de P. falciparum como antigeno
mas una formulacién especial de adyuvantes, que en conjunto previenen la invasion del higado
por los esporozoitos (Clyde, Most, McCarthy, & Vanderberg, 1973). El sistema adyuvante
ASO01, compuesto por liposomas, MPL y QS-21, ha mejorado la inmunogenicidad de RTS, S
(Polhemus et al., 2009). Por lo tanto, la formulacién RTS, S/AS01 pasé por ensayos de fase 2,
para luego entrar a ensayos clinicos (fase 3); esta fase transcurrié entre los afios 2009 y 2014
demostrando una eficacia de cuatro dosis medida (regresion binominal negativa frente a la
malaria clinica) del 25.9% en lactantes de 6 a 12 semanas de edad y un 36.3% de eficacia en
nifos de 5 a 17 meses de edad (RTS, S Clinical Trials Partnership, 2015). La vacuna RTS,
S/AS01 (Mosquirix) es la primera vacuna que se ha probado en ensayos clinicos fase 3y a pesar
de su baja eficacia en un futuro el desarrollo de nuevas adyuvantes podrian mejorar su eficacia
(Laurens, 2020).
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Las vacunas que utilizan componentes vivos (esporozoitos enteros) son capaces de generar
inmunidad esterilizante contra la malaria en modelos animales y, mas importante ain, en
humanos. La edicion de genes especificos del parasito logra la generacion de cepas de parasitos
atenuados genéticamente (GAP) para la formulacidn de vacunas. Para esto se utilizan parasitos
de malaria murina (ratén) genéticamente atenuados, pero con capacidad de replicacion (RC, por
sus siglas en ingles) llamados LARC (Late liver stage—Arresting, Replication Competent). Una
vez dentro de los hepatocitos, estos parasitos se replican exitosamente y experimentan un
crecimiento en estadio hepatico, llevando a una expansion significativa de su biomasa y el

repertorio de antigenos.

La generacion de (GAP) en el parésito de la malaria humana Plasmodium falciparum (P.
falciparum) ha sido realmente un desafio. Aunque un estudio reciente reportd la generacion y
caracterizacion de una cepa de parasitos genéticamente atenuada de P. falciparum mediante la
eliminacion dirigida del gen Mei2: P. falciparum mei2-. Se observo esquizogonia exoeritrocitica
robusta con crecimiento celular extensivo y replicacién de ADN en estadios hepaticos en ratones
quiméricos hepaticos humanos. Sin embargo, los estadios hepaticos mei2 de P. falciparum no
lograron completar su desarrollo y no formaron merozoitos exoeritrocitarios infecciosos, lo que
impidio su transicion a la infeccion en estadio sanguineo asexual. Por lo tanto, P. falciparum
mei2- es una cepa atenuada del parésito del paludismo humano, competente para la replicacion,
con una potencia potencialmente aumentada, Util para para proteger, mediante vacunacion,

contra la infeccion del paludismo por P. falciparum (Goswami et al., 2020).
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CAPITULO II:
METODOLOGIA
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1. Consideraciones éticas

El estudio se desarroll6 en el bioterio de primates no humanos y en los laboratorios de malaria
del Departamento de Investigacion en Parasitologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud (ICGES). El protocolo de investigacion para el desarrollo de este estudio
fue avalado por el Comité Institucional para el Buen Uso y Cuidado de los Animales de
Laboratorios (CIUCAL-ICGES) y por el comité de Bioética de la Investigacion (CBI-ICGES)
del ICGES. Notas de aprobacion: CIUCAL-ICGES 2018/02 y CBI-ICGES 296/CBI/ICGES/20.

2. Inoculacion de parasitos:

Para estudiar le dinamica de la infeccion por P. falciparum, se inocularon cuatro ejemplares de
Aotus lemurinus lemurinus a través de la vena safena. ElI esquema de inoculacion fue el
siguiente: El espécimen I se inocul6 con una dosis de 1.0x10* eritrocitos infectados con la cepa
PfFVO, congelados en el afio 2011; los espécimenes Il y espécimen Il fueron inoculados con
una dosis de 1.0x10* eritrocitos infectados del espécimen |, estos eritrocitos infectados se
colectaron el dia que se trato el espécimen | (afio: 2020); el espécimen IV fue inoculado con una
cepa de PfFVO, congelada en el afio 2011, correspondiente a 1/3 de la dosis inoculada
anteriormente (1.0x10%). Se incluyé un mono no infectado como control el cual fue analizado

igual que los infectados (analisis sanguineo, monitoreo de parasitemia por microscopia optica).

3. Colecta de sangre y preparacion de muestra:

Las colectas de sangre se realizaron partir del 5to dia post-inoculacion para cada espécimen. Se
extrajo diariamente entre 20-40 uL por puncién en el l6bulo marginal de la oreja izquierda o
derecha, alternando dia a dia. Para muestras de papel de filtro, 3-5 pL para analisis de
parasitemia por frotis fino. Se extrajo aproximadamente 3.0 mL de sangre por extraccion venosa
en tubos de heparina de litio y EDTA, en periodos especificos (Cuadro 1). Se utiliz6 0.6 mL
para analisis de hematologia en un analizador hematolégico Abaxis VetScan HM5 y 0.4 mL
para quimica sanguinea en un analizador bioquimico Abaxis VetScan VS2. La muestra restante
se centrifugd a 1500 rpm durante 8 minutos, para separar los eritrocitos del resto de la sangre.

Finalmente, a la muestra se le adicion6 4 mL de reactivo TRIzol y se conservé a -70 °C.
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Cuadro 1. Dias de colecta de sangre por extraccion venosa para todos los especimenes. Dias previo a la inoculacién
(-) y post-inoculacion de la cepa PfFVO. El dia 0 representa el dia en el cual los especimenes recibieron el inéculo.
Los dias marcados en rojo representan el dia en que se tratd cada espécimen. Estas muestras de sangre fueron
utilizadas para examenes sanguineos (hematologia y quimica sanguinea). Los dias en los que cada espécimen fue
tratado se colectaron eritrocitos infectados y fueron debidamente congelados.

Espécimen Dias

I -12 |0 5 13 |20 |22 |25 |39 |44 |56

I -12 |8 11 119 |22 |26 |30 |37 |47 |72 |96
" -9 8 11 |19 |22 |30 |37 |43 |55 |72 |96
v -12 |8 12 16 96

4. Monitoreo de parasitemia por microscopia in vitro

Se evalug la carga parasitaria de los animales al dia 5to post-inoculacién del parésito hasta siete
dias después del tratamiento con la droga antimalérica. Las muestras de sangre se obtuvieron
por puncion en la vena marginal de la oreja y se utilizo la técnica de frotis fino en portaobjeto,
colocando una gota de sangre (3-5 pL). Las células fueron fijadas con metanol al 100% vy tefiidas
con Giemsa al 20% por 30 minutos (figura 22). Una vez lavadas y secadas se observaron en el
microscopio a 100X. Se determiné la parasitemia por campo de vision en 100X mediante el
calculo:

eritrocitos infectados

x 100

total de eritricitos

5. Cultivo de Parasitos:

5.1 Preparacion de medio de cultivo para parasitos

Los medios de cultivo para parasitos se prepararon con medio RPMI diluido en 1000 mL de
H-0, con 0.05 g de hipoxantina diluida, 30 mL de solucion de bicarbonato de sodio (7.5%) y
200 pL de gentamicina (50 mg/mL), por medio de un potenciémetro se ajusto el pH entre 7.18
a 7.19 y se filtr6 con una unidad de filtracion de membrana de 0.22 um, posteriormente se
afiadieron 100 mL de suero humano comercial (Inactivado por calor, a partir de plasma AB
masculino humano, origen de EE. UU., filtrado estéril, REF: H3667-100ML, Numeros de
modelo: MFCD00165829).
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5.2 Preparacion de eritrocitos para cultivo

Para cultivar parasitos se utilizo sangre humana extraida de voluntarios por personal idoneo. Se
adiciono lentamente 9 mL de sangre en tubos conicos con 5 mL de reactivo Ficoll, se centrifugo
a 3000 rpm por 20 minutos en un rotor swinging-bucket, sin freno, para separar los componentes
de la sangre. Se descartd el sobrenadante, y se conservo la capa de eritrocitos. Los lavados
incluyeron un primer lavado 1:1 eritrocitos: PBS (pH: 7.4), seguido de otro lavado con PBS,
pero esta vez llevando el volumen hasta 14 mL. Los eritrocitos se almacenaron a 4 °C en igual

volumen de medio RPMI obteniendo un hematocrito del 50%.

5. Mantenimiento de parasitos

Se descongelaron paréasitos P. falciparum cepas IT4 y HB3, usadas para controles positivos,
preparacion de curva estandar para PCR cuantitativo (gPCR), estandarizacion de
concentraciones cebadores, agilizacion de la técnica y familiarizacién con las formas
parasitarias. Los parasitos se cultivaron en medio RPMI suplementado con eritrocitos humanos
a un hematocrito del 5%, dentro de matraces de 25 mL y 75 mL. Los cultivos fueron gaseados
con una mezcla de gases: 90% N2, 5% 02y 5% CO>, para mantener una condicion andxica. Este
procedimiento se realizaba entre 1-2 dias.

6. Administracion de antimalaricos

Una vez alcanzada una carga parasitaria elevada (2% o mas), se procedio a tratar los
especimenes con una dosis de mefloquina. Todos los animales fueron tratados por via oral con
una dosis de mefloquina 50 mg/kg. Una vez tratados, se siguié con el monitoreo de parasitemia
por frotis fino y exadmenes sanguineos, para descartar cualquier infeccion residual de

P. falciparum en cada espécimen.

7. Extraccion de ADN gendmico de P. falciparum

La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit de extraccién Purelink DNA Genomic Kit
(Invitrogen, #K182001), siguiendo la metodologia del fabricante. La muestra de sangre tomada
en papel de filtro se recorto utilizando una tijera esterilizada (hipoclorito de sodio (NaClO") al
7% y Etanol al 70%) y fue digerida con proteinasa K a 55°C durante 30 minutos en tampon de
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digestion en un tubo de 1.5 mL. La mezcla fue centrifugada a 12 000 g por 30 segundos. El
sobrenadante fue transferido a una columna de extraccion, a la cual se le afiadio la solucién de
lavado para eliminar impurezas. La columna fue centrifugada a 12 000 g por 1 minuto.

Finalmente, el ADN fue eluido en 50 pL de tampon de elucion.

8. Extraccion de ARN total de P. falciparum

Para la extraccion del ARN total se utilizo el boton o pellet de eritrocitos conservado en TRIzol.
Para preparar el homogenizado en TRizol, se atemperd el reactivo en un bafio térmico a 37°C.
Por otro lado, los eritrocitos se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos, se descartd el
sobrenadante y se lavé con PBS 1X pH 7.4. Finalmente, el botén o pellet fue resuspendido en
15 volumenes de TRIzol con una pipeta, se homogenizé mediante vortex y fue guardado a
- 70°C. Los extractos preparados en TRIzol fueron equilibrados a temperatura ambiente y
agitados en un vortex por 30 segundos. Se procedi6 a agregar 2 mL de TRIzol en dos tubos de
1.5 mL (1 mL por tubo). Agregamos 200 pL de cloroformo a cada tubo y se agitd mediante
inversion de tubos (manualmente) durante 15 segundos. La mezcla fue incubada a temperatura
ambiente por 3 minutos para luego ser centrifugada a 12 000 g a 4°C durante 15 minutos. La
fase acuosa superior fue transferida a un tubo limpio de 1.5 mL libre de RNasa, evitando
contaminar la fase acuosa con la interfase que coniene ADN vy proteinas. Procedimos a la
purificacion de RNA en columna siguiendo el protocolo del kit PureLink RNA Mini Kit. EL
ARN purificado fue guardardo a -70 °C hasta su posterior uso.

9. Tratamiento con DNase I, Amplification Grade

Para eliminar trazas de ADN, se trat6 el ARN total con una mezcla de ADNasa | (1 U/uL),
Buffer de ADNasa | 10X en agua libre de ARNasas por 30 minutos a 37 °C. Luego se afiadio
0.1 volumenes del reactivo “Inactivator Dnase 1”’; LA solucion fue mezclada bien por pipeteo y
por vortex e incubada a temperatura ambiente por 2 minutos mezclando ocasionalmente,

centrifugamos a 10 000 rpm por 2 minutos y por ultimo se transfirio el ARN a otro tubo.

La ausencia de ADN gendmico fue confirmada mediante PCR convencional y qPCR utilizando
cebadores especificos para la enzima serina-tRNA sintetasa y la proteina tubulina. Para el PCR

convencional se utilizaron: 12.9 pL de agua ultrapura, 2.5 yL de 10x Taq buffer, 4 uL de dNTPs,
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2.5 pL de mezcla de cebadores, 0.10 pL de Taq (5 U/uL) y 3 puL de RNA. Para el gPCR se
utilizaron 5 pL de SYBR Green PCR Master Mix, 3 uL de la mezcla de cebadores, 2 pL de
agua ultrapuray 5 pL del ARN.

10. Sintesis de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN total de P. falciparum

A cada muestra de ARN total se le agregaron 5 pL de Oligo(dt)20 (50 uM), 5 pL de hexameros
aleatorios (50 ng/uL) y 5 pL de mezcla dNTPs (10 mM). Mezclamos e incubamos los tubos a
65 °C por 5 minutos, luego colocamos en hielo por 1 minuto, procedimos a preparar una mezcla
de sintesis de ADNc con 10 pL de 10 X RT buffer, 20 uL de MgClz (25 mM), 10 pL de DTT
(0.1 M), 5 pL de RNase OUT (40 U/uL), y 5 uL de transcriptasa reversa SuperScript 111 (200
U/uL). Luego afiadimos 50 pL de la mezcla de sintesis de ADNc mezclando cuidadosamente
seguido de centrifucacion. Se procedio6 a incubar la mezcla a 25 °C por 10 minutos, 50 °C por
50 minutos, 85 °C por 5 minutos y luego a 4°C por 2 minutos Se continu6 agregando 1 pL de

RNase H, para finalmente incubar a 37 °C por 20 minutos. EI ADNCc fue preservado a -20 °C.

Se llevo a cabo una PCR convencional y gPCR para comprobar la sintesis de ADNc utilizando
los cebadores de la enzima serina-tRNA-sintetasa (SERYL) y cebadores de Fructosa
deshidrogenasa Para el PCR convencional se utilizaron: 12.9 uL de agua ultrapura, 2.5 pL de
10xTaq buffer, 4 uL de dNTPs, 2.5 pL de mezcla de cebadores, 0.10 pL de Taq (5U/ pL) y 3
puL de ADNc. Para el gPCR se utilizaron 5 pL de SYBR Green PCR Master Mix, 3 pL de la
mezcla de cebadores, 2 puL de agua ultrapuray 5 uL del ADNCc.

11. Estandarizacion de cebadores

Antes de realizar el andlisis de perfil transcripcional de los parasitos obtenidos en diferentes
especimenes de Aotus (I, II, 111y V), se estandarizaron las concentraciones de cebadores para
genes var y genes constitutivos llevando a cabo distintas diluciones. Esta estandarizacién se
realizd para evitar la formacion de dimeros de cebadores, que causan interferencia en las
amplificaciones realizadas por la gPCR con reactivo SYBR Green PCR Méster Mix. En esta
estandarizacion se utilizé6 como plantilla el ADN de la cepa IT4 de cultivos a una parasitemia
de 5%. El qPCR se llevo a cabo con los reactivos esenciales: 5 pL de SYBR Green PCR Master
Mix, 3 pL de la mezcla de cebadores, 2 L de agua ultrapura 'y 5 pL del ADNc. Cada cebador
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fue estandarizado con éxito, las diluciones para cada cebador fueron entre un rango de
0.125 uM - 2.5 uM (Cuadro 4). La estandarizacion se comprob6 por medio de QuantStudio
Software V1.5., utilizando la curva de disociacion (melting curve analisis). Esta curva permite
analizar la disociacion de los productos de PCR formados en una reaccion (Dwight et al., 2011).
Los productores de PCR especificos presentan una curva con valores més altos, mientras que
los dimeros de cebadores representan una curva menor, por consiguiente, presentan una

temperatura menor de disociacion.

12. Determinacion de parasitemia por qPCR:

Se llevé a cabo la determinacion de parasitemia por gPCR utilizando sondas TagMan. Para esto
se extrajo el ADN de parésitos a partir de sangre en papeles filtro y tomada de la oreja del
animal, a los dias 0, 5 post-inoculacién, hasta dias siguientes luego de administrar la droga
antimalarica. Se llevaron a cabo diluciones de ADN de la cepa IT4 con una parasitemia de 5%
y se hicieron diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, y 1/10000. Estas diluciones se llevaron a cabo con
el fin de tener 5 puntos en la curva estandar para la gPCR para asi poder determinar la carga
parasitaria de cada espécimen a distintos dias (Figura 21). Con el porcentaje de parasitemia del
cultivo de IT4 se calcul6 la cantidad de parasitos por microlitro (parasitos/uL) de muestra. La
mezcla maestra se prepard con: 10 pL de TagMan Universal PCR Master Mix (REF: 4304437),
2 UL de Sonda (1.5 uM), 1.2 uL de cebador 18S Reverse H (5 uM), 1.2 uL de cebador 18S
Forward (5 uM) y 0.6 pL de agua ultrapura, por ultimo, se afiadié 5 pL de ADN correspondiente
al dia de parasitemia en duplicados y las diluciones de ADN de la cepa IT4 en triplicado cada
una. Este proceso se realizd en placas de 96 pocillos y fue procesada en el temociclador de
tiempo real Applied Biosystems Quant Studio 6, y los datos fueron procesados utilizando el

programa QuantStudio Software V1.5.

13. Perfil de transcripcion de genes/Analisis transcripcional por PCR a tiempo real

Luego de llevar a cabo la extraccion de ARN total y sintesis de ADNCc, se procedio a realizar el
perfil de transcripcion de genes por PCR en tiempo real. Se utilizo ADNc para el anélisis de
genes transcritos utilizando cebadores especificos para los genes var de las cepas 1T4/PfFVO
(Janes et al, 2011). Ademas, se utilizaron cebadores de genes constitutivos como los que

codifican para las enzimas SERYL (mencionada anteriormente), Gliceraldehido-3-fosfato
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deshidrogenasa (GAPDH), Fructosa deshidrogenasa (FRUC) y el gen que codifica para la
proteina actina (ACTIN). La reaccién de PCR se realizd en placas de PCR de 96 pocillos y se
proceso una placa por cada dia de parasitemia. Para cada reaccion se utilizaron 5 pL de SYBR
Green PCR Master Mix (BioRad), 3 L de mezcla de cebadores, 2 pL de agua ultrapura, y como
templado se utiliz6 5 pL de ADNc correspondiente al dia que se presentd la parasitemia mas
alta para cada espécimen. La placa fue procesada en el temociclador de tiempo real Applied
Biosystems QuantStudio 6, y los datos fueron procesados utilizando el programa QuantStudio
Software V1.5.
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CAPITULO I11I:
RESULTADOS Y DISCUSION
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Para este estudio nos propusimos analizar el perfil transcripcional de genes var en
Plasmodium falciparum obtenido de monos Aotus en un episodio de malaria inducida. Los datos
obtenidos demuestran un patron particular en cuanto a la dindmica de la infeccion y la

abundancia de genes var transcritos.

Las lineas de parasitos P. falciparum, cepas HB3 e T4, fueron cultivadas con éxito. Los cultivos
para la cepa HB3 alcanzaron parasitemias entre 1%-3% y los cultivos de la cepa IT4 alcanzaron
parasitemias entre 1%-6%. Los problemas mas frecuentes en estos cultivos fueron las
contaminaciones debido a una mala manipulacion, principalmente cuando el cultivo se mantenia

por mas de tres (3) semanas.

La deteccion de parasitos por microscopia éptica ocurrio en distintos momentos en los
especimenes analizados. Veamos entonces, con relacion al espécimen I, observamos parasitos
el dia 13 post-inoculacién, en los especimenes Il y 11, se evidenciaron el dia 7 y con relacion el
espécimen IV, se manifestaron el dia 10. En consecuencia, la parasitemia observada el dia 22
de tratamiento fue de 8% para el espécimen I; y del 8% en el dia 11 para el espécimen IlI; y un
2% en el dia 11, para el espécimen Il y finalmente un 13%, para el espécimen IV el dia 16.
(Figura 5D, 7D, 9D y 11D).

Al evaluar la carga parasitaria de cada espécimen por qPCR observamos que la carga de ADN
de parésitos se comenzd a registrar en el especimen | al dia 11, para el especimen 11y 111 el dia
5, y para el espécimen 1V el dia 6 (Figura 5E, 7E, 9E y 11E). Con estos resultados se puede
evidenciar que el método de diagndstico por gPCR es mas sensible que el método por
microscopia Optica. Ademas, los estadios de anillos son méas dificiles de observar en
comparacion con los estadios en trofozoitos y esquizontes, debido a que los anillos son mas

pequerios y en ocasiones no se tifien completamente.

Se determind por qPCR el dia en que la parasitemia fue méas alta. EI espécimen | al dia 20
presento una parasitemia de 30 873 paréasitos/uL, se tomd este dia, ya que al dia 21 y 22 la
muestra del espécimen fue tomada de sangre periférica y no de la puncion de la oreja como

normalmente la tomamos. En el espécimen Il al dia 11 presentd una parasitemia de 7 813
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parésitos/pL, el espécimen Il al dia 11 una parasitemia de 1 076 parésitos/uL, y el espécimen
IV al dia 15 una parasitemia de 2 549 paréasitos/pL y al dia 16 una parasitemia de 82 paréasitos/pL
(Figura 5E, 7E, 9E y 11E), sin embargo, este ultimo dato no se puede considerar real;
posiblemente, porque la muestra tomada el dia 16 se encontraba a un porcentaje bajo de
eritrocitos por debajo de 20% (17.67%). Por lo tanto, dedujimos que, al haber una menor
cantidad de eritrocitos en sangre, la cantidad de parasitos puede ser menor. Todos los
especimenes presentaron una parasitemia aproximadamente arriba de los 1 000 parasitos el dia
en que fueron tratados y dias previos a que fuesen tratados con mefloquina, esto se observa en
las figuras que muestran las parasitemias por qPCR y en los graficos por microscopia ptica con
una parasitemia entre 2% a 13% (Figuras 5, 7, 9 y 11). Dedujimos que la diferencia de dias en
la deteccion de parasitos se debe en cierta medida a la cantidad y viabilidad de paréasito inoculado
inicialmente. Ya que el inoculo en el espécimen |y 1V fue de parasitos congelados desde 2011
y, en consecuencia, pudo haberse perdido una cantidad considerable en el proceso de
descongelacion. Los indculos de parésitos para los especimenes Il y 111 fueron colectados de
eritrocitos infectados del espécimen I, el cual se mantuvo en congelacion por aproximadamente

6 meses garantizando la viabilidad de los parasitos.

Los gréaficos de andlisis sanguineos muestran que el nivel de hemoglobina, glébulos rojos, y
hematocrito es mas bajo a medida que aumenta la parasitemia (Figura 5, 7, 9y 11). Para el dia
en que la parasitemia fue mas alta para cada espécimen, se representan los siguientes datos: para
el espécimen I, hematocrito 39.33 %; para el espécimen Il, hematocrito 30.01%; para el
espécimen 111, 39.86 %; para el espécimen IV, hematocrito 17.67%. Este mismo patron de
disminucion se observa en los datos clinicos de hemoglobina y globulos rojos (Cuadro 2). Al
analizar estos datos se evidencia la anemia causada por la cepa PfFVO. La anemia es
considerada una de las complicaciones causadas por P. falciparum, esta anemia paltdica puede
deberse a la adherencia de los eritrocitos infectados al endotelio vascular y a otros eritrocitos, y
la deformabilidad reducida de los eritrocitos, esta deformabilidad reducida se debe a la
protedlisis de hemoglobina a hemo, que se almacena en la vacuola digestiva del parasito como
hemozoina, hemo induce la reticulacion del citoesqueleto y la peroxidacién de lipidos (White,
2018).
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El analisis de las variables hematoldgicas (hematocritos, hemoglobina, eritrocitos y plagquetas)
y quimica sanguinea (potasio y albumina) nos indican que hubo una reduccion significativa en
los 4 especimenes analizados; sin embargo, hubo aumento en los niveles de bilirrubina
demostrando disfuncion hepatica. (Figura 13 y Figura 14). Este dafio hepatico es ocasinado
por la acumulacion de bilirrubina conjugada y es causado por citoadherencia y obstruccion
vascular de P falciparum. Estos mecanismos causan dafio microvascular y obstruccion del flujo
capilar. Los eritrocitos parasitados también pueden formar rosetas que bloguean la

microcirculacion (Cortina & Tobon, 2010).

En un estudio previo se ha observado una reduccion en el hematocrito de animales A. I.
lemurinus, causada por el indculo de la cepa PfFVO. La mayoria de los individuos presentd un
hematocrito por debajo del 40% a los dias post-inoculacion de la cepa PfFVO. Luego del
tratamiento se observo que el hematocrito puede seguir disminuyendo (Jones et al., 2002) pero

luego inicia un periodo de recuperacion.

Para el andlisis del perfil transcripcional de los genes var, se logré la extraccion de ARN y
sintesis de ADNCc de las muestras de parasitos preservadas en TRIzol. El ADN fue tratado con
ADNasa para eliminar las trazas de ADN genomico y se comprob6é por medio de PCR
convencional y gPCR utilizando cebadores para serina-tRNA sintetasa y tubulina, también se

comprobd la formacion de ADNc mediante este mismo método.

Los niveles de transcripcion de los genes var se determinaron por PCR en tiempo real utilizando
cebadores especificos para el repertorio de genes var y el nivel de expresion se determind en
relacién con el gen constitutivo serina-tRNA sintetasa. Todos los especimenes presentaron en
comudn una sobreexpresion del gen var32 y el pseudogén var35. Ademas, el espécimen |
presento una expresion moderada de los genes var34, var45. Los especimenes 11y Il mostraron
una sobreexpresion del var4/5” y los pseudogenes var35 y var40, adicional a esto, se observo
una expresion moderada en el espécimen Il del pseudogén var3l. Para el espécimen IV se
observo una sobreexpresion de los genes var4/5”, var4d/3”, var32 y el pseudogén var40, también

presento una expresion moderada de los genes var7, varll, varl2, varl6, varl8, varl9, var27,
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var39, vard6, var4d7 y varb54. Cabe destacar que los mencionados genes vard/5" y var4/3
corresponden al gen var04.

Para la busqueda de los dominios extracelulares para los cuales codifica cada repertorio de genes
var expresado, utilizamos el servidor VarDom-1.0. Este es un servidor de la Universidad
Técnica de Dinamarca, que esta dedicado al analisis de composicién y clasificacion de las
proteinas PfEMP1, argumentado por la publicacion Plasmodium falciparum erythrocyte

membrane protein 1 diversity in seven genomes-divide and conquer (Rask et al., 2010).

Como principal hallazgo de este estudio se encuentra el hecho de que todos los parésitos
utilizados en el modelo P. falciparum/Aotus transcribieron predominantemente el gen var32.
Este gen presenta entre su estructura proteica el dominio adhesivo DBLd1 y el dominio CIDRb1,
de la porcidn extracelular de las proteinas PFEMP1. Cabe destacar que otros genes expresados

de manera moderada en este estudio, también presentan en su estructura proteica estos dominios.

Las proteinas PFEMPL1 son parte clave de la patogenicidad de P. falciparum, ademas le permiten
al parasito la evasion del sistema inmune del hospedero. Debido a que los genes var, que
codifican para estas proteinas, presentar variacion antigénica, esta singularidad le permite a P.
falciparum evadir respuesta mediada por los anticuerpos y unirse a diferentes receptores del
hospedero (Kraemer & Smith, 2006). Las regiones de unién extracelular de PFEMP1 estan
formadas por dominios DBL (Duffy-binding-like) intercalados con regiones de dominios CIDRs
(Cysteine-rich interdomain regions)(Rask et al., 2010).

En el perfil de transcripcion se expresaron cuatro genes var pertenecientes al grupo Ay C, y en
su mayoria se observd mas genes expresados del grupo B (Cuadro 4). Se ha descrito que los
genes var pertenecientes al grupo Ay hasta cierto grado del grupo B pueden estar asociadas con
la enfermedad de malaria grave (Cham et al., 2009). Ademas, se ha determinado que varios
dominios de la clase CIDRa median la union al receptor CD36 humano (Baruch et al., 1997).
Esta union esta limitada al grupo B y C de proteinas PfEMP1 (Robinson, Welch, & Smith,
2003). Se ha demostrado que los dominios CIDRa se unen a la inmunoglobulina M y PECAM-
1 (Platelet-endothelial cell adhesion molecule) (Chen et al., 2000). Todos los genes expresados
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codifican para dominios CIDRa, a excepcion del var04. Sin embargo, solo los dominios
CIDRa2-6 se unen al receptor CD36, permitiendo la adhesion a células endoteliales (Cabrera et
al., 2019). Por lo tanto, la expresion de estos genes puede correlacionarse con la citoadherencia
a CD36.

Todos los especimenes codifican para dominios DBLa, este dominio se ha asociado con la union
a sulfato de heparina, antigeno del grupo sanguineo A y receptor del complemento 1 (CR1)
(Chen et al., 2000). La unién de CR1 se asocia con la adhesion de eritrocitos infectados a
eritrocitos no infectados, un fendmeno conocido como formacién de rosetas, que parece estar
mediado hasta cierto punto por el grupo A PfEMP1 (Vigan-Womas et al., 2008). Como se
menciono anteriormente, todos los genes var expresados para cada espécimen, a excepcion del
var04, codifican para el dominio especifico DBLd. Este dominio se asocia con la molécula de
adhesion PECAM-1. El dominio més observado de los genes var expresados en este estudio fue
el dominio DBLd1. Este dominio es el m&s comun, presente en el 51.5% de las PFEMP1
incluidas en la base de datos de estas proteinas. Incluso se observo en un estudio que nifios con
niveles de anticuerpos elevados hacia los péptidos DBLg11 y DBLd1 tienden a tener densidades
de parasitos mas bajas en infecciones posteriores. Ademas, las densidades mas bajas de parasitos
en nifios con anticuerpos especificos del péptido DBLg11 y DBLd1 podrian explicarse por los
anticuerpos PfEMP1 que inhiben la adhesion del parasito al endotelio vascular, lo que da como

resultado un aclaramiento del bazo (Araj et al., 2021).

Se ha demostrado en estudios previos que eritrocitos infectados por P. falciparum pueden unirse
a la integrina aVP3 (Siano et al., 1998). En un estudio, por medio de construcciones de PIEEMP1
inmovilizadas con perlas, se ha identificado que el dominio DBLd1 D4 de la proteina
PFL2665c PfEMPI, se une a aVP3 y aVP6. Ademas, en otro estudio se demostrd que este
dominio puede contribuir a la citoadhesion de eritrocitos infectados a células endoteliales e
inmunes y afectar el estado fisiologico de estas células, que, a su vez, pueden desempefiar un

papel en la patologia de la malaria (Chesnokov et al., 2018).

En otro estudio se demostré que la serina proteasa trombina, que es fundamental en la activacion

de la cascada de coagulacion, escinde la adhesina del parasito en la superficie de eritrocitos
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infectados. Los sitios de escision de trombina se mapearon en el dominio DBLd1, observando
una correlacion inversa entre la presencia de trombina y eritrocitos infectados en autopsias de
malaria cerebral de nifios. La escision en DBLd1, que esta proxima a la mayoria de los dominios
PfEMPL, explico la inhibicion casi completa de la adhesién en células endoteliales

microvasculares humanas dérmicas y de pulmén (Gillrie et al., 2016).

Este estudio nos permitio correlacionar las manifestaciones de la malaria grave (como la
citoadhesion) con la abundancia de transcripciones del gen var32. Estos resultados proporcionan
la primera evidencia en el modelo animal de parasitos P. falciparum en monos Aotus, para
apoyar la hipotesis planteada anteriormente de que la expresion de ciertos genes var asociados
a citoadhesion podria influir en las manifestaciones de la malaria grave, como la anemia. En
general, todavia se necesita un mejor conocimiento de la interaccion de estas proteinas
involucradas en la patogénesis de la malaria. Sin embargo, esta informacion brinda un aporte
molecular para esclarecer la dinamica de expresion de los genes var asociados con anemia por

malaria en este modelo de infeccién.
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Figura 5. Monitoreo de analisis sanguineos y carga parasitaria para el espécimen 1. A: Gl6bulos rojos
(106 células/uL), B: Valores de Hemoglobina (g/dL), C: Porcentaje de Hematocrito, D: Porcentaje de
parasitemia por Microscopia Optica, E: Porcentaje de parasitemia por cuantificacion en gPCR.
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Figura 6. Frotis de sangre tomada por puncién de la oreja en el Espécimen | al dia 22 post-inoculacion.
Se pueden observar los diferentes estadios del parasito. Rg: estadios de anillos TZ: estadios de
trofozoitos. EZ: estadios de esquizontes. Observado a 100X.

41



RBC (10°%/kL)

Hgb (g/dL)

HEMATOCRITO (%)

Figura 7. Monitoreo de andlisis sanguineos y carga parasitaria para el espécimen Il. A: Glébulos rojos
(108 células/pL), B: Valores de Hemoglobina (g/dL), C: Porcentaje de Hematocrito, D: Porcentaje de

o N b O 0

25
20
15
10

60

40

20
0

T

-12 8 11 19 22 26 30 37 47 72 96
Dias post-inoculacién

10
g
8
=
2
k%)

I 0.1
I
o

0.01

10000 4

Parasitemia
. I
o o
o o

s
[S

s

7 8 9 10 11
Dias post-inoculacion

—
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias post-inoculacion

parasitemia por Microscopia Optica, E: Porcentaje de parasitemia por cuantificacion en gPCR.
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Figura 8. Frotis de sangre tomada por puncion de la oreja en el Espécimen Il al dia 11 post-inoculacion.
Se pueden observar los diferentes estadios del parasito: Rg: estadios de anillos, TZ: estadios de
trofozoitos, EZ: estadios de esquizontes. Se observa la estructura de roseta entre eritrocitos infectados

(rosetting). Observado a 100X.
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Figura 9. Monitoreo de analisis sanguineos y carga parasitaria para el espécimen Il1. A: Glébulos rojos
(108 células/pL), B: Valores de Hemoglobina (g/dL), C: Porcentaje de Hematocrito, D: Porcentaje de
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parasitemia por Microscopia Optica, E: Porcentaje de parasitemia por cuantificacion en gPCR.
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Figura 10. Frotis de sangre tomada por puncion de la oreja en el Espécimen Il al dia 11 post-
inoculacion. Se pueden observar los diferentes estadios del parasito, Rg: estadios de anillos, TZ: estadios
de trofozoitos, EZ: estadios de esquizontes. Observado a 100X.
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Figura 11. Monitoreo de analisis sanguineos y carga parasitaria para el espécimen IV. A: Gl6obulos rojos
(106 células/uL), B: Valores de Hemoglobina (g/dL), C: Porcentaje de Hematocrito, D: Porcentaje de
parasitemia por Microscopia Optica, E: Porcentaje de parasitemia por cuantificacion en gPCR.
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Figura 12. Frotis de sangre tomada por puncién de la oreja en el espécimen 1V al dia 16 post-inoculacion.
Se pueden observar los diferentes estadios del parasito: Rg: estadios de anillos, TZ: estadios de
trofozoitos, EZ: estadios de esquizontes. Se observa Hemozoina (color chocolate). Observado a 100X.
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Figura 133. Analisis hematolégico. Se muestran los valores pre-inoculacion (PRE) y post-inoculacion
(POS) de A: porcentaje de hematocrito, B: valores de Hemoglobina, C: conteo de eritrocito, D: niveles
de plaguetas. En rojo se muestran los valores del espécimen control. Se aplicé una prueba t-pareada,
(n=4), y solo se muestran los gréficos de las comparaciones con diferencias significativas, (p<0.05).
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Figura 14. Andlisis de componentes quimicos en sangre. Se muestran los valores pre-inoculacion (PRE)
y post-inoculacion (POS) de A: valores de bilirrubina total, B: niveles de potasio, C: valores de
albumina. En rojo se muestran los valores del espécimen control. Se aplic6 una prueba t-pareada, (n=4),
y solo se muestran los gréficos de las comparaciones con diferencias significativas, (p<0.05).
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Cuadro 2. Andlisis sanguineos tomados el dia en que los especimenes mostraron alta parasitemia.

Analisis Sanguineo Espécimen
Tipo | Especificacion Unidades |1 1l I v Control
Gloébulos blancos 10%/uL | 27.01 29.97 13.20 17.40 17.02
Linfocitos 10%uL  |1.21 4.92 0.45 10.07 4.05
Monocitos 10%/uL | 14.32 18.74 17.77 3.12 5.98
Neutréfilos 10%/uL |11.48 6.31 4.98 4.21 7.00
Linfocitos % 4.50 16.40 3.40 57.80 23.80
Monocitos % 53.00 62.50 58.90 17.90 35.10
g;’ Neutréfilos % 42.50 21.10 37.70 24.20 41.10
g Glébulos rojos 108/uL | 4.99 3.58 4.98 2.00 6.19
= Hemoglobina gm/dL | 15.10 9.90 12.80 6.00 18.50
Hematocrito % 39.33 30.01 39.86 17.67 49.40
Volumen corpuscular medio fL 79.00 84.00 |80.00 |88.00 80.00
Hemoglobina corpuscular media pg 30.30 27.80 |25.70 29.70 29.80
Concentracién de Hb corpuscular media gm/dL | 38.50 33.10 |32.10 |33.70 37.40
Plaquetas 108/uL | 156.00 |138.00 |75.00 |35.00 |313.00
Albdmina g/dL 2.90 3.50 3.80 2.90 4.80
Fosfatasa alcalina uU/L 689.00 |173.00 |107.00 |341.00 |152.00
Alanina aminotransferasa u/L 98.00 |133.00 |136.00 |434.00 |58.00
Amilasa u/L 4200 |7.00 62.00 |[123.00 |55.00
Bilirrubina Total mg/dL | 2.100 1.10 1.50 1.20 0.60
§ Nitrégeno Ureico mg/dL | 66.00 12.00 15.00 14.00 6.00
gn Calcio mg/dL | 10.200 |10.00 |9.30 9.90 9.90
é Fosforo mg/dL | 6.00 9.20 5.00 4.20 5.00
% Creatina mg/dL | 0.20 0.50 0.80 0.30 0.40
Glucosa mg/dL | 184.00 |278.00 |153.00 |205.00 |160.00
Sodio mmol/L | 127.00 |148.00 |144.00 |145.00 |150.00
Potasio mmol/L |2.50 3.90 3.80 4.00 4.50
Proteinas Totales g/dL 7.00 6.70 7.80 8.10 8.00
Globulinas g/dL 4.10 3.20 4.00 4.00 3.20

49




[] Pseudogén
| Gen constitutivo

I Gen

800 A
600 o
400 A
200 o

abueyos-pjo4

REPERTORIO DE GENES VAR
50

Figura 15. Perfil de transcripcion del repertorio de genes var, para el Espécimen | al dia 22 post-

inoculacion. Se observa una sobreexpresion del gen var32.
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Figura 16. Perfil de transcripcién del repertorio de genes var, para el Espécimen Il al dia 11 post-

inoculacion. Se observa una sobreexpresion de los genes var04 y var32.
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Figura 17. Perfil de transcripcion del repertorio de genes var, para el Espécimen Il al dia 11 post-

inoculacion. Se observa una sobreexpresion de los genes var04 y var32.
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Figura 18. Perfil de transcripcion del repertorio de genes var, para el Espécimen IV al dia 16 post-

inoculacion. Se observa una sobreexpresion de los genes var04 y var32.
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Cuadro 3. Dominios correspondientes a los genes var expresados en cada espécimen.

Perfil Genes Grupo Dominios Espécimen
\C
-% Var04 E DBLpaml | DBLpam2 | CIDRpam DBLpam3 I, 11, 1V
s
x
5]
5 1, 10, 11
o) I 1
3 Var32 ND v
Var7 A DBLg10
Varll B
Varl2 ND
Varl6 B DBLg16
Varl8 A DBLg16
= Varl9 B DBLg6
S
(<5} e I S|
°
g
= Var 27 B DBLg5
2
s
x
w Var34 C
Var39 ND
Var45 B
Var46 B
Vara7 C
Var54 B

54



CAPITULO IV:
CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

1. Se pudo inducir eficazmente la infeccion controlada y la obtencidn de parasitos en monos
Aotus lemurinus lemurinus comprobando que el modelo P. falciparum/Aotus puede ser
utilizado para estudiar la dinamica del parésito P. falciparum, ademas se pueden evidenciar
fendmenos de citoadhesion como lo es la formacion de rosetas (Figura 6, 8).

2. Los niveles de hemoglobina, glébulos rojos y porcentaje (%) de hematocrito, disminuyeron
significativamente a medida que aumentaba la parasitemia cuantificada por microscopia
Optica y cuantificacion por gPCR. Lo que nos indica que a medida que aumenta la

parasitemia disminuye el nivel de glébulos rojos en sangre.

3. En el patron de transcripcion de los genes var para cada espécimen se concluye una
sobreexpresion del gen var32, el cual contiene en su estructura el dominio DBLd1, este
dominio también esta presente en todos los genes var que se expresaron de manera moderada

en este estudio.

4. El genvar04 también present6 sobreexpresion en los especimenes Il, 111y IV. Sin embargo,
la expresidn de este gen no se puede considerar como un factor de virulencia, Ya que este
gen es el responsable de codificar para dominios que son factores de virulencia en la malaria

placentaria, y los especimenes utilizados fueron machos.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos de adhesion de P. falciparum a células que expresen receptores humanos,

para obtener el fenotipo que expresa el parasito.
2. Realizar analisis por citometria de flujo con el plasma de los animales, para determinar su

respuesta frente a los eritrocitos infectados e identificar los tiempos de seroconversion

(aparicion de anticuerpos contra una determinada enfermedad infecciosa).
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FIGURAS Y CUADROS SUPLEMENTARIOS

Se transfirieron
eritrocitos infectados a un
tubo conico de 50 mL.

Se adicionaron soluciones
de NaCl a diferentes
concentraciones, por
volumen del pellet de

eritrocitos.

v

volumenes de solucién de
1/5 de NaCl al 12%, 9
volimenes de solucion
NaClal 1.6 %y 9
volumenes de NaCl al
0.9%/dextrosa al 0.2%.

Las soluciones se
agregaron gota a gota,
agitando suavemente.

v

al adicionar las primeras
2 soluciones se dejo
reposar por 5 minutos.

Se centrifug6 a 1500 rpm
por 5 minutos y se retir6
el sobrenadante.

v

Las muestras se
colocaron en medio RPMI
al 5% de hematocrito.

Figura 19. Descongelacion de parésitos.




Se congelaron parasitos

Las células se separaron
centrifugando a 2000 rpm
por 5 min.

en las etapas de anillos |——>
entre 1-6% parasitemia.
Las células separadas, se

le agregaron 5/3 dela |——>

solucion Glycerolyte 57.

Esta solucidn se agregé
gota a gota con jeringas,
agitando suavemente
entre cada gota.

v

se llevaron las muestras
criotubos en alicuotas de
0.5-1.0 mLy se
transfirieron a nitrégeno
liquido.

Figura 20. Congelacion de parasitos.
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Cuadro 4. Concentraciones estandarizadas de cebadores utilizados en gPCR.

Cebadores uM Cebadores uM Cebadores UM
varl 0.125 var21l 0.250 vard4 0.125
var2 0.500 var22 0.250 var45 1.000
var3 0.500 var23 0.250 var4e 0.750
var4/3 0.250 var24 0.250 vard7 0.250
var4/5 0.500 var25 0.200 var51 0.750

varb 0.500 var26 0.125 var54 0.500

var7 0.500 var27 0.500 var58 0.500

varg 0.250 var28 0.250 var60 0.500

var9 0.500 var29 0.312 vare4 0.125
varl0 0.250 var30 0.250 AFBR20 0.750
varll 0.625 var3l 0.250 AFBR38 0.250
varl2 0.300 var32 0.500 AFBR6 0.150
varl3 0.625 var33 0.500 AFBR7 0.500
varl4 0.500 var34 2.500 FCR3varl3 0.500
varl5 0.500 var35 0.500 FCR3var57 1.000
varle 0.500 var36 0.250 FCR3varc28 1.000
varl7 1.00 var39 0.750 FRUC 0.500
varl8 0.500 var40 0.500 GAPDH 0.500
varl9 0.500 vardl 1.25 SERYL 0.125
var20 0.500 var43 0.500 ACTIN 0.250
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Figura 21. Curva estandar para determinar la parasitemia en cada espécimen. Para obtener el nimero
de parasitos/pL se hizo el célculo utilizando el programa QuantStudio Software V1.5.
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Figura 23. Extraccion de ARN.
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Figura 24. Visualizacion de ADNc mediante electroforesis en gel de agarosa.

74



