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RESUMEN

La malaria es una enfermedad infecciosa conocida y de gran relevancia para la salud pablica,
se considera una enfermedad endémica en al menos 90 paises, que representan casi el 40%
de la poblacién de la Tierra. Existen 5 especies de Plasmodium que causan malaria en el
humano, transmitidas por mosquitos femeninos Anopheles. En 2022 se estimaron 249
millones de casos de malaria en 85 paises endémicos de malaria. Mas del 90% de la
mortalidad por malaria en todo el mundo es causada por la infeccién por Plasmodium
falciparum, ya que es el principal agente causal de las formas graves de malaria. Ademas,
causa el secuestro de eritrocitos infectados y no infectados mediante receptores endoteliales
humanos en la microvasculatura. Este proceso estd mediado por la expresion de la proteina
P. falciparum erythrocyte membrane protein-1 (PfEMP-1) en la superficie de los glébulos
rojos del huésped infectado. PfEMP1 esté codificada por un conjunto de aproximadamente
60 genes var, que tienen la capacidad de regular la variacion antigénica y la citoadherencia
de los eritrocitos infectados. EI modelo de infeccion de malaria, P. falciparum-Aotus, se ha
utilizado ampliamente para estudiar la biologia de estos parasitos y algunos mecanismos de
patogénesis. Las células VERO-EG6 son un linaje celular obtenido del rifion del mono verde
africano. Se desconocen los receptores en primates que puedan ser utilizados por este
pardsito para acumularse en los drganos. En el presente estudio, se identificaron
indirectamente los receptores endoteliales a través del andlisis transcripcional de los genes
var/PfEMP1 en parasitos seleccionados sobre células VERO-EB. Se realiz6 un co-cultivo de
eritrocitos infectados con P. falciparum con células VERO-E6. Se extrajo el ARN y se
sintetiz0 ADN¢ que se analiz6 mediante Q-PCR tiempo real para obtener los perfiles de
expresion. El gen var30 mostro la mayor expresion observada en el estudio en la muestra
pre-panning, pero disminuyé a niveles casi nulos en la muestra post-panning adherente. Se
encontrd que el gen mayormente transcrito en la muestra post-panning adherente fue el var3,
que forma parte del grupo A con un dominio CIDRal que se une al receptor endotelial EPCR.
Otros genes con niveles de transcripcion notables fueron var32, var33, var29 y var28, los
cuales pertenecen al grupo C con dominios CIDRa2-6 que se unen al receptor CD36.



ABSTRACT

Malaria is a known infectious disease of great relevance to public health. It is considered an
endemic disease in at least 90 countries, representing almost 40% of the Earth's population.
There are 5 species of Plasmodium that cause malaria in humans, transmitted by female
Anopheles mosquitoes. In 2022, there were an estimated 249 million cases of malaria in 85
malaria-endemic countries. More than 90% of malaria mortality worldwide is caused by
Plasmodium falciparum infection, as it is the main causative agent of severe forms of
malaria. Additionally, it causes sequestration of infected and uninfected erythrocytes via
human endothelial receptors in the microvasculature. This process is mediated by the
expression of the P. falciparum erythrocyte membrane protein-1 (PfEMP-1) protein on the
surface of the red blood cells of the infected host. PfEMP1 is encoded by a set of
approximately 60 var genes, which have the ability to regulate antigenic variation and
cytoadhesion of infected erythrocytes. The malaria infection model, P. falciparum-Aotus,
has been widely used to study the biology of these parasites and some mechanisms of
pathogenesis. VERO-EG cells are a cell lineage obtained from the kidney of the African green
monkey. The receptors in primates that can be used by this parasite to accumulate in organs
are unknown. In the present study, endothelial receptors were indirectly identified through
transcriptional analysis of var/PfEMP1 genes in parasites selected on VERO-EG6 cells. Co-
culture of P. falciparum-infected erythrocytes with VERO-EG6 cells was performed. RNA
was extracted and cDNA was synthesized and analyzed by real-time Q-PCR to obtain
expression profiles. The var30 gene showed the highest expression observed in the study in
the pre-panning sample but decreased to almost null levels in the adherent post-panning
sample. It was found that the most transcribed gene in the adherent post-panning sample was
var3, which is part of group A, with a CIDRa1 domain that binds to the endothelial receptor
EPCR. Other genes with notable transcription levels were var32, var33, var29 and var28,
which belong to group C, with CIDRa2-6 domains that bind to the CD36 receptor.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad infecciosa conocida y de gran relevancia para la salud publica
(Silva Junior et al., 2017). La malaria se considera una enfermedad endémica en al menos 90
paises, que representan casi el 40% de la poblacion de la Tierra (Garcia, 2010).

La malaria es causada por un organismo protozoario del género Plasmodium. Se transmite
cuando mosquitos hembra del género Anopheles, portadores de parasitos, se alimentan de un
huésped vertebrado (Breman, 2009).

Las especies que suelen causar la enfermedad en humanos son Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium ovale wallikeri y Plasmodium

malariae (Cowman et al., 2016; Mace et al., 2018).

En 2021, se notificaron alrededor de 247 millones de casos de malaria en 84 paises
endémicos, lo que representd un aumento con respecto a los 245 millones de casos reportados
en el afio 2020 (World Malaria Report, 2022).

En 2022 se estimaron 249 millones de casos de malaria en 85 paises endémicos de malaria,
esto se tradujo en un incremento de casos en comparacion a 2021 (World Malaria Report,
2023).

En el intervalo entre 2000-2019, las muertes causadas por la malaria disminuyeron de 897
000 en 2000 a 577 000 en 2015 y a 568 000 en 2019. En el afio 2020, estas cifras aumentaron
un 10% en comparacién con el afio 2019, a aproximadamente 625 000. En 2021, las muertes
se redujeron a 619 000. Entre los afios 2019 y 2021, alrededor de 63 000 muertes causadas
por la malaria se atribuyeron a la suspension de algunos servicios contra la malaria debido a
la pandemia de COVID-19 (World Malaria Report, 2022).

Mas del 90% de la mortalidad por malaria en todo el mundo es causada por la infeccién por
Plasmodium falciparum (Snow, 2015). La enfermedad causada por P. falciparum puede
provocar una amplia gama de sintomas clinicos, que van desde parasitemia asintomatica,

malaria no complicada, malaria grave, hasta la muerte (Plewes et al., 2019).
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Entre las manifestaciones clinicas de P. falciparum se pueden encontrar desde parasitemia
asintomatica, fiebre, acidosis metabdlica, malaria cerebral, afectaciobn multiorgénica y

anemia potencialmente mortal (Wassmer et al., 2015).

P. falciparum es el principal agente causal de las formas graves de malaria (Plewes et al.,
2019) porque causa sintomas como insuficiencia hepatorrenal, somnolencia, dificultad
respiratoria, acidosis y shock (Milner, 2018). Ademas, causa secuestro agudo en el cerebro,
causando congestion e inflamacion cerebral (malaria cerebral) que culmina en casos de coma

y posterior muerte (Milner, 2018).

El proceso de secuestro tiene consecuencias para el organismo del huésped, una de las cuales
es la obstruccidn fisica del flujo sanguineo, esto a su vez conduce a la hipoxia, culminando
con la liberacion de toxinas del parasito y mediadores inflamatorios (Beeson & Brown,
2002).

Los gldbulos rojos que estan infectados con las etapas asexuales maduras de P. falciparum
se adhieren a receptores endoteliales humanos en la microvasculatura, siendo efectivamente

secuestrados de la circulacion periférica (Meibalan & Marti, 2017).

Esta adhesion a los diferentes receptores en el organismo huésped esta mediada por la
expresion de la proteina P. falciparum erythrocyte membrane protein-1 (PfEMP-1) en la
superficie de los gldbulos rojos del huésped infectado, que se manifiesta en estructuras en
forma de protuberancias en la membrana de estas células (Meibalan & Marti, 2017).

La familia PFEMP1 esté codificada por un conjunto de genes var, que tienen la capacidad de
regular la variacion antigénica y la citoadherencia de los eritrocitos infectados (Su et al.,
1995). El genoma de cada paréasito contiene aproximadamente 60 genes var que se han
clasificado en grupos A, B o C de acuerdo con la posicién del gen en el cromosoma y la

region upstream del gen (Lavsten et al., 2003).

Plasmodium falciparum se ha adaptado para infectar primates de diferentes especies,
incluido Aotus (WHO, 1972). Este modelo de infeccidn de malaria, P. falciparum-Aotus, se

ha utilizado ampliamente para estudiar la biologia de estos paréasitos y algunos mecanismos

12



de patogénesis, asi como también para evaluar drogas y vacunas antimalaricas (Sa et al.,
2018).

Estudios previos han evidenciado que el parasito no pierde la capacidad de citoadhesion al
infectar primates no humanos (David et al., 1983). Se desconocen los receptores en primates

que puedan ser utilizados por este parasito para acumularse en los érganos.
En el presente estudio, se identificaron genes var/PfEMPL transcritos por parasitos

seleccionados sobre células VERO-ES, los cuales poseen fenotipos con potencial adhesion a
receptores humanos especificos.
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HIPOTESIS

El perfil transcripcional de genes var en P. falciparum reflejard diferencias al ser
seleccionados sobre células de mono VERO-ES.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar el perfil transcripcional de genes var en P. falciparum seleccionados sobre células
de mono VERO-E®.

Objetivos Especificos
1. Establecer co-cultivo de eritrocitos infectados con P. falciparum y células VERO-
E6.

2. Analizar el perfil transcripcional de genes var en parésitos seleccionados sobre
ceélulas VERO-ES6.

3. Identificar por analisis in silico potenciales receptores para P. falciparum en células
VERO-EG.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
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1. Malaria

La malaria es una enfermedad que se transmite a humanos mediante la picadura de mosquitos
Anopheles que han sido infectados con parasitos del género Plasmodium (Espinoza, 2019).
Es una de las enfermedades endémicas mas prevalentes en el planeta que impacta a una
porcion significativa de la poblacion mundial, especialmente a aquellos que viven en paises
tropicales. Asia, Africa y América Latina son las areas endémicas de malaria mas afectadas
(Silva Junior et al., 2017).

En algunas partes de Asia y en el continente de Africa se puede encontrar individuos
padeciendo de malaria muy comunmente, ya que estas areas cuentan con la mayoria de los

casos endémicos (Talapko et al., 2019).

1.1 Historia de la malaria

Los primeros casos escritos son documentos encontrados en Grecia (850 a. C.) y China (2700
a. C.) que contienen registros de fiebres que se consideran fueron a causa de parésitos de la
malaria (Nosten et al., 2022). En un documento chino del 2700 a. C., tabletas de arcilla de
Mesopotamia del 2000 a. C., papiros egipcios del 1570 a. C. y textos hinddes del siglo V1 a.
C. se encuentran menciones que con mayor seguridad se consideran casos de malaria (Cox,
2010).

El nombre de la enfermedad es una combinacion de “marismas” y “fiebres intermitentes”,
dando como resultado “mal-aria”. Este término aparecio por primera vez en libros médicos
ingleses en 1827 por J. Macculoch (Nosten et al., 2022).

El 6 de noviembre de 1880, el cirujano del ejército francés Charles Louis Alphonse Laveran
encontrd organismos en la sangre de un soldado afectado por la malaria. Los describié como
“filamentos moviles o flagelos, cuyos movimientos extremadamente rapidos y variados no
dejaban dudas sobre su naturaleza”. Laveran determino que estaba observando organismos
especificos de la malaria, ya que no se asemejaban a componentes normales de la sangre
(Drouin et al., 2024).

Debido a su descubrimiento, Laveran recibié el Premio Nobel en 1907, pero sus

observaciones no incitaron gran interés o credibilidad (Nosten et al., 2022).
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C. Golgi fue el primero en descubrir que el parasito tenia un ciclo de vida en estadios
sanguineos que influenciaban la sintomatologia clinica que presentaban los pacientes
(Nosten et al., 2022).

E. Marchiafava y A. Bignami fueron los primeros en establecer que el parasito descubierto
por Laveran era P. falciparum, y que el mismo era responsable de la forma més grave de
malaria debido a la obstruccion de microvasculatura cerebral (Nosten et al., 2022).

Hipdcrates se considera como el primer malariélogo por sus descripciones de fiebres

intermitentes en sus Libros de Epidemias (Nosten et al., 2022).

1.2 Malaria en el mundo

Hacia mediados del siglo XIX, en la mayoria de los paises la malaria era comun. Se extendia
hasta el circulo polar artico en el hemisferio norte y se calcula que el 90% de la poblacion
del mundo vivia en zonas maldricas. Entre los paises que no sufrian malaria se encontraban
las islas del Pacifico. Extensas regiones del norte y centro de Europa y Ameérica del Norte
quedaron libres de malaria en la segunda mitad del siglo X1X, probablemente como resultado
de cambios en el uso del suelo agricola y la mejora de las viviendas. Antes de la Segunda
Guerra Mundial, la mayoria de los paises del norte de Europa occidental eliminaron la
malaria practicamente mediante el uso de control focal de mosquitos y la ampliacion del
diagnostico y el tratamiento. Esto se debi6 a los importantes acontecimientos de la ultima
parte del siglo XI1X, como el descubrimiento del parasito de la malaria en 1880 y su modo
de transmision en 1897 (Mendis et al., 2009).

A nivel mundial, los rangos de la tasa de mortalidad por malaria son del 0.3% al 2.2%, la
cifra aumenta del 11% al 30% con casos de formas graves de la enfermedad en las regiones
tropicales del mundo (Talapko et al., 2019).

Se estima que en 2022 hubo 249 millones de casos de malaria a nivel mundial en 85 paises
y zonas endémicas de malaria (incluyendo el territorio de la Guayana Francesa), un
incremento de 5 millones de casos en comparacion con 2021 (World Malaria Report, 2023).
En el afio 2022, el 95% de casos de malaria en el mundo se concentraron en 29 paises. Casi
la mitad de todos los casos de ese afio tuvieron lugar en cuatro paises: Nigeria (27%),
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Republica Democratica del Congo (12%), Uganda (5%) y Mozambique (4%) (World
Malaria Report, 2023).

1.3 Malaria en Panama

Panama se comprometid a eliminar todos los casos de transmision autdctona en el pais para
el 2020 y conseguir la certificacion libre de malaria de la OMS para el 2025 (MINSA, 2021).
Estos objetivos se hicieron imposibles de alcanzar, ya que entre los afios 2000 a 2019, los
casos reportados de malaria han aumentado, especialmente en regiones indigenas, con un
alto nimero de casos en nifios menores de 5 afios y prevalencia de pacientes masculinos
(Hurtado et al., 2020). En Darién, entre 2015 a 2017, se reportd un incremento notable de
casos de infeccion de malaria (Carrera et al., 2019).

Ademas, se ha reportado desde el 2015, en el este del pais, un retorno de infecciones de
malaria por Plasmodium falciparum (Hurtado et al., 2020). Sin embargo, Santamaria et al.,
2020 concluyeron que los casos por infeccion de P. falciparum no fueron causados por

infecciones importadas.

Se han empleado tacticas para combatir la malaria como el Rociado Residual
Intradomiciliario y el uso de Mosquiteros Impregnados con Insecticida de Larga Duracion,
en regiones persistentes como Guna Yala (Avila et al., 2021).

Rigg et al., 2019 sugieren que los cambios en la dindmica de poblacion de los vectores de
malaria son donde se puede hallar la sensibilidad de la transmision de la enfermedad en

Panama.

1.4 Tipos de malaria

1.4.1 Malaria no complicada

La malaria no complicada se presenta con una etapa fria, caracterizada por frio y escalofrios;
y una etapa caliente, caracterizada por fiebre, dolor de cabeza, sudoracion y, en ocasiones,
convulsiones. Dependiendo de la especie infectante, los sintomas generalmente persisten de

6 a 10 horas y aparecen cada 2 a 3 dias (Schantz-Dunn & Nour, 2009).
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La malaria falciparum no complicada tiene una tasa de mortalidad del 0,1% si se trata
correcta y oportunamente. Sin embargo, la mortalidad aumenta significativamente cuando
se produce una disfuncién de érganos vitales o la proporcion total de eritrocitos infectados

aumenta al 42% (mas de 1 012 parasitos en un adulto) (Breman, 2009).

1.4.2 Malaria severa

La causa es generalmente una infeccion por P. falciparum y tiene caracteristicas clinicas
como dafio organico o anomalias sanguineas, como anemia grave, insuficiencia renal,
sindrome de dificultad respiratoria aguda, malaria cerebral, colapso cardiovascular, edema
pulmonar, trombocitopenia y hemdlisis. Se caracteriza microscépicamente por un nivel de
parasitemia superior al 5% (Schantz-Dunn & Nour, 2009).

Existen variaciones entre adultos y nifios en cuanto a las presentaciones clinicas. Los adultos,
en particular, presentan una mayor tasa de mortalidad e impacto incrementado en los
sistemas multiorganicos en comparacion a los nifios. Los rifiones, el cerebro, los pulmones
y el higado son los principales 6rganos afectados por la malaria grave en adultos (Wassmer
etal., 2015).

Un importante predictor de mortalidad en la malaria cerebral pediatrica es la inflamacion de
la microvasculatura cerebral. EI secuestro de globulos rojos parasitados por Plasmodium
falciparum en la vasculatura cerebral est4 relacionado con la malaria cerebral (Kessler et al.,
2017).

1.5 Sintomas

Dolores de cabeza, cansancio, fiebre, escalofrios y vémitos son sintomas de la enfermedad.
A pesar de que la malaria se puede prevenir y tratar, la enfermedad no tratada con frecuencia
se asocia con anemia y esplenomegalia. Los casos de P. falciparum en especifico
generalmente avanzan a condiciones potencialmente mortales como malaria cerebral,
disfuncion orgéanica e incluso muerte (Espinoza, 2019).

P. falciparum puede causar fallas organicas (malaria grave) y acumularse en los capilares
cerebrales (malaria cerebral), lo que conduce al coma y eventualmente a la muerte si no se
trata (Biamonte et al., 2013).

20


https://www.zotero.org/google-docs/?mJzBct
https://www.zotero.org/google-docs/?katrhp
https://www.zotero.org/google-docs/?jHh6lO
https://www.zotero.org/google-docs/?jHh6lO
https://www.zotero.org/google-docs/?9Z6y34
https://www.zotero.org/google-docs/?9Z6y34
https://www.zotero.org/google-docs/?ubtOBK
https://www.zotero.org/google-docs/?aOGUyF

1.6 Diagnostico

La observacion clinica de signos y sintomas de la malaria puede ayudar al diagndstico de la
enfermedad. Debido a la similitud de los sintomas de la malaria con otras enfermedades
tropicales y la posibilidad de coinfeccion, el diagndstico clinico de la malaria es poco preciso
(Fikadu & Ashenafi, 2023).

La deteccion de parasitos en frotis de sangre y las pruebas de diagnostico rapido basadas en
antigenos son otras formas de diagnosticar la malaria. EI segundo es basado en la deteccion
inmunoldgica de varios antigenos de la malaria, como la aldolasa, lactato deshidrogenasa
(LDH) vy la proteina-2 rica en histidina (HRP-2), en una muestra de sangre (Fikadu &
Ashenafi, 2023).

Las pruebas inmunocromatograficas para detectar antigenos del parasito se denominan
Pruebas de Diagnostico Rapido (PDR) para la deteccién de antigenos en sangre. Estas
pruebas no requieren equipo eléctrico, habilidades especiales o experiencia previa. La
primera prueba RDT fue aprobada por la FDA en 2007 (Talapko et al., 2019).

Algunos esfuerzos para mejorar o desarrollar nuevas técnicas de deteccion y diagndéstico de
la malaria incluyen: técnicas de deteccion de &cidos nucleicos, técnicas de biodeteccion con
o sin canales de microfluidos, ensayos inmunoquimicos de alto rendimiento e identificacién
de biomarcadores. Estas tecnicas se enfocan en la identificacion de biomarcadores
especificos de enfermedades, a diferencia de las tradicionales que se basan en la deteccion
del patdégeno (Krampa et al., 2017).

1.7 Tratamientos

El Programa Mundial de Erradicacion de la Malaria se enfocd principalmente en la
fumigacion residual de interiores con diclorodifeniletano (DDT) (DDT-IRS), junto con la
administracion de medicamentos en gran cantidad (Meibalan & Marti, 2017).

En la actualidad, las terapias combinadas basadas en artemisinina (ACT) son el tratamiento
de primera linea en todo el mundo (Meibalan & Marti, 2017). Para prevenir la resistencia a
los medicamentos, el tratamiento requiere una terapia combinada con al menos dos

antipaltdicos eficaces con diferentes mecanismos de accion (Plewes et al., 2019).
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Las vacunas contra la malaria se dividen en tres categorias, cada una de las cuales se enfoca
en diferentes etapas del crecimiento del parasito: etapas preeritrociticas (esporozoitos e
higado), eritrociticas asexuales y de transmision sexual (Takashima et al., 2021).

En partes de Kenya, Ghana y Malawi (Takashima et al., 2021), se implementé de manera
piloto una vacuna de primera generacion en 2021, RTS, S/AS01 (Vekemans et al., 2021).
Al menos 28 paises de la Region Africana de la OMS han expresado interés en introducir la
vacuna contra la malaria desde que la OMS recomendo el uso de RTS, S en octubre de 2021.
De estos, 18 paises ya han autorizado el lanzamiento de esta vacuna contra la malaria (World
Malaria Report, 2023).

La OMS recomendd la vacuna contra la malaria R21/Matrix-M (R21) en octubre de 2023
para prevenir la malaria en nifios que viven en zonas de riesgo, convirtiéndola en la segunda
vacuna contra la malaria aprobada por la entidad (World Malaria Report, 2023).
Actualmente se estan desarrollando varias vacunas candidatas, algunas de las cuales tienen
el potencial de contribuir a la reduccién de la carga si se confirman que funcionan bien en
condiciones de exposicion natural y si son susceptibles de un suministro modico e
implementacidn programatica accesible (Vekemans et al., 2021).

Algunas de las vacunas en desarrollo incluyen la vacuna preeritrocitica atenuada por
radiacion PfSPZ y la vacuna contra la subunidad antiesporozoito R21 (Vekemans et al.,
2021).

1.8 Prevencion

Los esfuerzos para controlar los vectores, como los mosquiteros tratados con insecticidas y
la terapia combinada contra la malaria, que incluye un medicamento que bloquea la
transmision, son las herramientas que se utilizan actualmente para reducir la transmision
(Meibalan & Marti, 2017).

1.9 Especies causantes de malaria
Seis especies de Plasmodium representan una amenaza significativa para la salud humana, y
Plasmodium falciparum es generalmente considerado el mas mortal. Plasmodium vivax es

una de las principales causas de padecimiento en gran parte del mundo, y cada vez se
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argumenta mas que las muertes causadas por este parasito se han subestimado (Naing et al.,
2014).

Las infecciones causadas por las especies por Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
curtisi y Plasmodium ovale wallikeri son mucho menos comunes. En Malasia y otras partes
del sudeste asiatico, el parasito simio Plasmodium knowlesi ha surgido como una causa local

pero significativa de enfermedades, incluidas enfermedades graves (Cowman et al., 2016).

2. Plasmodium falciparum

2.1 Generalidades

Los organismos pertenecientes al género de protozoos Plasmodium forman parte de la
familia Plasmodidae, orden Haemosporida y filo Apicomplexa Levine 1970 (Gray, 2013).
Los parasitos obligados de huéspedes vertebrados, como reptiles, aves, roedores y primates
(Escalante & Ayala, 1994), son miembros del género. Los parésitos de Plasmodium sp. no
viven en grupos vertebrados importantes como anfibios, marsupiales, carnivoros y ungulados
(Sutherland & Polley, 2011).

Debido a la gran cantidad de casos graves y mortales de malaria causados por P. falciparum,
asi como a su capacidad para multiplicarse como parasito en etapas sanguineas in vitro, P.
falciparum, es el plasmodio que infecta a los humanos con mas estudios realizados. El
parasito se encuentra ampliamente al norte del Tropico de Cancer (como Afganistan) y al sur
del Trépico de Capricornio (Sutherland & Polley, 2011). La malaria tropical es causada por
Plasmodium falciparum. El ciclo de vida complejo del eucariota unicelular implica ser
parasito intracelular de hepatocitos (clinicamente silenciosos) y eritrocitos (Maier et al.,
2019).

P. falciparum se multiplica en los eritrocitos repetidamente cada 48 horas, lo que conduce a
un crecimiento exponencial y un rapido avance de la enfermedad (Maier et al., 2019).

Ningun otro patégeno ha ejercido una presion de seleccion mayor sobre el genoma humano
debido a que es la enfermedad infecciosa méas importante que afecta a los nifios (Maier et al.,
2019). La coevolucion de las especies de Plasmodium y sus huéspedes ha dejado sefiales
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relevantes de seleccion en el genoma del huésped, siendo muy conocidas las variantes
estructurales de la hemoglobina del Homo sapiens (como la deficiencia de G6PD, las
talasemias y la anemia falciforme), que brindan una medida de proteccion contra la malaria.
Por lo tanto, estos genotipos se han asentado en poblaciones con riesgo de infeccion por
Plasmodium. Sefales de seleccién muy fuertes, como PfEMP1. se pueden encontrar en el
genoma de los parasitos, en respuesta al sistema inmunitario de los mamiferos (Sutherland
& Polley, 2011). Se ha evidenciado que otros factores genéticos del huésped, como el grupo
sanguineo 0y los polimorfismos en varios receptores, protegen contra la malaria. EI grupo
sanguineo O reduce el riesgo de contraer malaria grave. Sin embargo, recientemente se
demostrd que las RIFIN (familias repetitivas intercaladas de polipéptidos) ayudan en el
secuestro principalmente a través de la interaccion con el antigeno del grupo sanguineo A
(Persson, 2016).

2.2 Genoma

Plasmodium falciparum tiene un total de tres genomas: un genoma nuclear de 23,2 Mb que
codifica para 5370 genes, un genoma mitocondrial de 6 kb y un genoma apicoplasto de 35
kb (Maier et al., 2019). Este es el ADNmt méas pequefio que se ha descubierto. Ademas de
las secuencias codificantes de ARN ribosomal (ARNTr) de subunidad pequefia y subunidad

grande, este ADNmt contiene solo tres genes codificadores de proteinas (Gray, 2013).

Posee un nucleo de 4 500 genes de Plasmodium conservados en las regiones centrales de sus
14 cromosomas y genes especificos que evolucionan rapidamente debido a presiones
selectivas especificas de la etapa. Durante el ciclo de vida de los parasitos, se pueden
observar cuatro estrategias de expresion genética: limpieza; asociado al anfitrion; etapa
especifica; tacticas especificas relacionadas a invasion, replicacion y desarrollo sexuales
(Hall et al., 2005).

Es la Unica especie de Plasmodium que puede causar secuestros tisulares vastos debido a la
expresion de proteinas codificadas por el parasito que causan protuberancias en la membrana

de los eritrocitos infectados (Maier et al., 2019).

24


https://www.zotero.org/google-docs/?Si9BD6
https://www.zotero.org/google-docs/?Si9BD6
https://www.zotero.org/google-docs/?EZpOY7
https://www.zotero.org/google-docs/?MQvOhR
https://www.zotero.org/google-docs/?ATJEo7
https://www.zotero.org/google-docs/?rRDfyJ
https://www.zotero.org/google-docs/?CDGVM8

2.3 Ciclo de vida en humanos

Los parasitos (esporozoitos) son introducidos por los mosquitos en el tejido subcutaneo vy,
menos frecuentemente, directamente en el torrente sanguineo. De alli, los esporozoitos se
dirigen hacia el higado. Cada esporocito comienza a replicarse alli (esquizontes) dentro del
hepatocito (Miller et al., 2002). Después de 5 a 10 dias, las células del higado revientan y los
merozoitos invaden los eritrocitos, donde incrementan rapidamente. Cada parasito maduro
produce alrededor de 20 merozoitos, y cada merozoito tiene la capacidad de invadir otros
eritrocitos, lo que provoca fiebres altas y patologia (Biamonte et al., 2013).

Los merozoitos experimentan multiples transformaciones durante su fase intraeritrocitica
(Biamonte et al., 2013). Un merozoito invade un eritrocito y se desarrolla hasta tomar la
forma de un anillo, luego un trofozoito y finalmente un esquizonte. El esquizonte se rompe
y libera merozoitos que pueden invadir de nuevos eritrocitos (Persson, 2016).

Un pequefio porcentaje de parasitos asexuales se convierte en gametocitos, necesarios para
transmitir la infeccion a otros huéspedes a través de las hembras de los mosquitos Anopheles
(Fig. 1) (Miller et al., 2002).

2.4 Ciclo de vida en el mosquito Anopheles

Después de que el parasito es ingerido, en el intestino medio del mosquito, los gametocitos
maduros de P. falciparum se liberan de su célula huésped, se diferencian en gametos
masculinos y femeninos debido a la disminucion de la temperatura, el aumento del pH y la
concentracion de acido xanturénico. Luego, ocurre la fertilizacion para formar un cigoto
diploide. El cigoto se transforma en oocinetos moéviles que penetran en el intestino medio
del mosquito y se convierten en ooquistes. Los ooquistes de maduran durante 11 a 16 dias
antes de liberar esporozoitos infecciosos que viajan a las glandulas salivales para ser
transmitidos a otro huésped (Fig. 1) (Meibalan & Marti, 2017).
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Ciclo de vida de Plasmodium falciparum. Un mosquito Anopheles inyecta esporozoitos al
huésped humano, que se dirigen al higado. Se replican en los hepatocitos, pasando a ser
esquizontes, que liberan merozoitos cuando las células estallan. Etapa asexual
intraeritrocitica: los merozoitos infectan eritrocitos, pasando por las fases de anillo,
trofozoito y esquizonte. Cada esquizonte puede producir cerca de 20 merozoitos, que pueden
infectar otros eritrocitos. Etapa sexual: una porcion de los parasitos se convierte en
gametocitos, que son ingeridos por un mosquito. En el intestino medio los gametocitos se
diferencian en macrogameto y microgameto, que se fertilizan para formar el cigoto diploide.
El cigoto se desarrolla en oocinete mévil que penetra la pared del intestino del mosquito y
se convierte en ooquiste. EIl ooquiste madura en 11-16 dias y libera esporozoitos que viajan
a las glandulas salivales para infectar otro huésped (Maier et al., 2019).

2.5 Citoadhesion

Miembros de la familia de la proteina 1 de la membrana de los eritrocitos (PfEMP1) de P.
falciparum, codificados por genes var y receptores en las superficies de las células
endoteliales interactGan entre si para mediar la citoadhesion (Smith et al., 2013).

Las adhesinas PfEMP-1 de alto peso molecular derivadas de parasitos se encuentran en la

membrana de los eritrocitos. El pardsito exporta activamente antigenos de superficie
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variantes a la membrana de los eritrocitos (Malpede & Tolia, 2014). Estan codificadas por la
familia de genes var e interactian con moléculas endoteliales que estdn subvertidas como
receptores para causar la adherencia (McCormick et al., 1997).

Las infecciones por Plasmodium falciparum presentan el secuestro, que es la adherencia de
eritrocitos infectados con etapas tardias del desarrollo del parasito (trofozoitos y esquizontes)
al endotelio de capilares y vénulas (David et al., 1983). El secuestro ayuda al desarrollo del
parésito al protegerlo de la accion filtrante del bazo. Es responsable de los casos graves de
malaria cerebral, donde los parasitos secuestrados obstruyen los capilares cerebrales (David
etal., 1983).

Los eritrocitos infectados secuestrados irrumpen el flujo sanguineo microvascular y
provocan disfuncion endotelial delimitada al deteriorar la integridad de la barrera endotelial
e inducir vias proinflamatorias, proadhesivas y de coagulacion. Debido a la adherencia de
eritrocitos infectados en la microvasculatura del cerebro y la placenta, este fenotipo adhesivo
también se asocia con complicaciones de enfermedades especificas, como malaria cerebral

y malaria placentaria (Smith et al., 2013).

El roseteo es cuando los eritrocitos no infectados se unen a los eritrocitos infectados para
formar un grupo relativamente grande de células con un eritrocito infectado en el centro y
eritrocitos no infectados rodeandolo (Wiser, 2023).

La malaria por P. falciparum fue la primera vez que se describié la formacion de rosetas de
eritrocitos; comdnmente se observaban méas de 10 eritrocitos unidos a una sola célula
infectada y a veces se podian encontrar rosetas gigantes, agregados de hasta 20 eritrocitos
infectados y de 40-50 no infectados (Carlson et al., 1990).

La generacion de rosetas depende de la heparina dependiente de la presencia de cationes

divalentes (Ca?* /Mag?*) y la interaccion entre células sensibles al pH (Carlson et al., 1990).

2.6 Receptores de citoadhesion

Algunas moléculas endoteliales son utilizadas por el parasito como receptores en el proceso
de citoahdesion. Varias moléculas del huésped, como CD36, la molécula de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1), el receptor de proteina C endotelial (EPCR), sulfato de condroitina
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A (CSA), acido hialurénico (HA) y molécula de adhesion de células endoteliales plaquetarias

1 (PECAM-1), se han evidenciado que se utilizan de esta manera (McCormick et al., 1997).

2.6.1 CD36

La caracteristica de adhesion mas comun en los parasitos es la union a CD36, seguida de la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1). En condiciones de flujo, estos dos receptores
pueden trabajar juntos para facilitar la union de los eritrocitos infectados al endotelio de la
microvasculatura (Janes et al., 2011).

Se ha encontrado que la mayoria de las muestras de P. falciparum aisladas directamente de
pacientes humanos se adhieren al receptor CD36 (Sulistyaningsih et al., 2022).

La propiedad de adhesion més frecuente de las variantes de PfEMP1 es la union de CD36,
que esta limitada a las estructuras de cabeza de los grupos B y C (dominios CIDRa2 a

CIDRa6) (Avril et al., 2016).

2.6.2 ICAM-1

Estudios previos han asociado la union de ICAM-1 con la malaria cerebral (Janes et al.,
2011).

Un subgrupo de proteinas PfEMP1 incluye la propiedad de union de ICAM-1 (Avril et al.,
2016).

La union de ICAM-1 es mediante el dominio DBLf inmediatamente después de la estructura
de cabeza de PFEMP1, pero no todos los PFEMP1 que contienen DBLJ se unen a ICAM-1.
Se ha demostrado que la union de ICAM-1 esta relacionada con DBLS en las proteinas del
grupo B y C, asi como con DBL3 en las proteinas del grupo A (Smith, 2014; Wiser, 2023).

2.6.3 EPCR
Los resultados de Turner et al (2013) sugieren que la union de EPCR es una propiedad de

PfEMPL. Esto indica que los parasitos que provocan malaria grave en los nifios expresaron
PfEMPL1 de union a EPCR. La union de EPCR solo puede ocurrir con estructuras principales

del grupo A con dominios CIDRal (~11%) (Avril et al., 2016).
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2.6.4 CSA

La primera instancia en que se reconocio el CSA (sulfato de condroitina A) como un receptor
de adhesidn del parasito fue en la superficie de las células de ovario y las células endoteliales
del hdmster chino (Beeson et al., 2001).

Se ha demostrado con ensayos in vitro que la adhesion a CSA es una caracteristica usual de
parasitos placentarios aislados. La mayoria de los aislados placentarios demostraron
adhesion a CSA purificado y tejido placentario o sincitiotrofoblastos. Aislados parasitarios
de mujeres no embarazadas, nifios y hombres raramente se unieron a CSA (Beeson et al.,
1999; Fried & Duffy, 1996; Gysin et al., 1999; Maubert et al., 2000; Rogerson et al., 1999).
El gen var2csa es distintivo porque solo se expresa en parasitos que causan la malaria

placentaria, y se une a CSA (Salinas et al., 2019).

2.6.5 HA
El HA, también conocido como acido hialurénico, se ha demostrado que promueve la
adhesion de eritrocitos infectados por P. falciparum in vitro y aparenta ser un receptor

suplementario para el secuestro de eritrocitos infectados en la placenta (Beeson et al., 2001).

2.6.6 PECAM-1

Ha sido relacionado con la activacion y agregacion plaquetaria, asi como con la inflamacion.
Los dominios que se unen a PECAM-1 son DBL/CIDRa o DBLG2, por lo que se ha
considerado que DC5 puede adherirse a este receptor (Wiser, 2023).

2.7 Genes var

Los genes var son una familia de genes grande y clonalmente variante que media la unién
de eritrocitos infectados (Sampath et al., 2015).

Dos exones estan presentes en los genes var: el exon | es grande y codifica la parte
extracelular variable de la proteina, asi como una region de dominio transmembrana; el exén

Il es méas pequefio y codifica la parte intracelular conservada (Dahlbéck et al., 2010).
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Aproximadamente 60 genes var distintos se codifican por cada genotipo de parasito, que se
expresan de manera mutuamente excluyente. EI cambio en los genes var ayuda al parasito a
escapar de la respuesta inmunitaria y altera la especificidad de union de los eritrocitos
infectados (Smith et al., 2013). Los eritrocitos infectados pueden evadir la inmunidad del
huésped con cambios en la expresion del gen var al cambiar el tropismo de unidn del parésito
(Janes et al., 2011).

Segun la secuencia upstream (UpsA, UpsB, UpsC) y la ubicacion en los cromosomas,
PfEMPL se clasifica en tres grupos principales: A, B y C; dos grupos intermedios, el grupo
B/A y el grupo B/C, que representan las transiciones entre los tres grupos principales
(Lavstsen et al., 2003; McCormick et al., 1997); y tres variantes atipicas trascendentes de
cepa varlcsa, var2csa y var 3 (Wabhlgren et al., 2017).

El grupo var mejor definido, el grupo A, contiene genes teloméricos transcritos hacia los
telomeros que codifican PFEMP1, con estructuras de dominio complejas que difieren del tipo

dominante de 4 dominios de los grupos C y B (Lavstsen et al., 2003).

2.8 Las proteinas PFEMP1

La familia de proteinas citoadherentes de la proteina de membrana de eritrocitos 1 (PfEMP1)
de P. falciparum es de alto peso molecular (200-450 kD) (Hviid & Jensen, 2015) y juega un
rol importante en la enfermedad causada por la malaria. Esta familia de genes muy variada
se expresa en la superficie de los eritrocitos en un patron clonalmente variante (Smith et al.,
2000). Las proteinas PfEMP1 son principalmente responsables de mediar el secuestro de
eritrocitos infectados (Hviid & Jensen, 2015).

PfEMPL se sintetiza en los paréasitos y se libera desde la vacuola parasitdfora a la superficie
de los eritrocitos infectados. Alli, se combina con las proteinas de perilla y diferentes
proteinas de superficie para formar estructuras similares a "perillas" que facilitan la adhesion
(Wahlgren et al., 2017). Las proteinas se transportan a las membranas de los eritrocitos
infectados, donde interacttan con los receptores humanos y provocan el secuestro (Khunrae
& Higgins, 2010).

La forma y la rigidez de la membrana del glébulo rojo cambian a medida que el parésito
madura en los eritrocitos. Las proteinas PfEMP1 ayudan a los parasitos a evitar los
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mecanismos de destruccion dependientes del bazo al secuestrar eritrocitos infectados
maduros en espacios microvasculares. La forma en que las proteinas PfEMP1 interacttan
con varios conjuntos de receptores puede determinar la capacidad del parésito para producir

enfermedades (Robinson et al., 2003).

2.9 Dominios de adhesion

Los dominios PFEMP1 comparten elementos estructurales conservados con los dominios
DBL de otras adhesinas de Plasmodium y se consideran entidades funcionales con
caracteristicas de union especificas. EI descubrimiento result6 en la idea de que los dominios
de las proteinas PfEMP1 estan ordenados como "perlas en un hilo", con cada dominio
mostrando una afinidad potencial por un receptor huésped especifico (Dahlbéck et al., 2010).
Los dominios de union a Duffy (DBL) y las regiones interdominios ricas en cisteina (CIDR)
son componentes extracelulares de las proteinas PFEMP1 (Dahlbéck et al., 2010).

Los dominios de adhesion DBL y CIDR en la regién extracelular PfFEMP1 pertenecen a
diferentes tipos segun la similitud de secuencia (Avril et al., 2016).

Se ha encontrado que PfEMP1 se presenta con una estructura de cabeza semiconservada
adyacente al extremo N terminal con un dominio en tindem DBLal-CIDRal. Puede seguir
al segundo dominio en tandem DBL-CIDR u otros tipos de dominio DBL (Sulistyaningsih
et al., 2022).

Cada alelo PfEMPL tiene una combinacion y un orden de tipos de secuencia DBL y CIDR

unicos, lo que influye mucho en la especificidad de union del parasito (Wiser, 2023)

2.9.1 DBL

Es un dominio de unién en PfEMP1 que media la adhesion a un receptor endotelial
especifico. Se puede clasificar en DBL a/B/y/0/e/E/y, y también se divide en subtipos que se
nombran con nameros que se encuentran despues de las letras griegas (Bernabeu & Smith,
2017; Wiser, 2023).

Los dominios DBL se describieron por primera vez como modulos adhesivos en proteinas

de Plasmodium que facilitan la invasion de eritrocitos (Dahlback et al., 2010).
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Parecen tener una amplia gama de receptores y tienen una forma de boomerang caracteristica
estabilizada por extensos puentes disulfuro (Malpede & Tolia, 2014).

Se ha observado que DBLo2/al1.1/2/4/7 y DBLP3 se encuentran en genes del grupo A, los
cuales presentan afinidad hacia el receptor EPCR (Lavstsen et al., 2003). Mientras que
DBLf5, DBL61 y DBL0O se han reportado en genes de los grupos B y C, a los cuales se les
ha atribuido adhesion al receptor CD36 (Storm et al., 2019; Wichers et al., 2021)

Todos los DBL mantienen pliegues DBL y tienen estructura secundaria y presencia de
puentes de cisteina candnicos, segun estudios estructurales de los dominios N-terminales de
PfEMP1 (Wahlgren et al., 2017).

2.9.2 CIDR

Es un dominio de unién en PfEMP1 que media la adhesion a un receptor endotelial
especifico. Se puede clasificar en CIDR o/f/y/6/PAM y también se divide en subtipos con
nameros que se corresponden a las letras griegas (Bernabeu & Smith, 2017; Wiser, 2023).
Los genes var de tipo UpsA tienen una mayor relacién entre si que otros genes var, y todos
codifican dominios CIDR de tipo que no se unen a CD36. Sin embargo, la mayoria de las
proteinas PFEMP1 de los grupos UpsB y UpsC tienen dominios CIDR que si se unen a CD36
(Cabrera et al., 2014).

En las variantes de los grupos B y C, el dominio CIDR esta fuertemente selecionado para
unirse a CD36, pero no en las variantes de los grupos A y B/A (Cabrera et al., 2014).

Los dominios CIDR02-6 se unen a CD36, el CIDRal presenta adhesion a EPCR (Bernabeu
& Smith, 2017), mientras que los dominios CIDR, CIDRy y CIDRS se han asociado a la
formacion de rosetas (Wahlgren et al., 2017).

2.9.3 Domain cassettes

Es comdn que ciertos subtipos de dominio DBL y CIDR se combinen para formar casetes de
dominio (DC) (Wiser, 2023).

Algunos DC contienen solo unos pocos dominios, mientras que otros contienen proteinas
PfEMP1 completas. Su presencia con frecuencia indica la especificidad del receptor del
PfEMP1 (Hviid & Jensen, 2015).
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Un subconjunto de genes var A y B/A, llamados DC8 y DC13, se ha relacionado con la
malaria grave mediante la union al EPCR expresado en la microvasculatura cerebral.
Ademas, los transcritos var principales DC8 y DC13 se han encontrado en varios tipos de
células endoteliales microvasculares; incluidos pulmon, corazon, médula désea y cerebro
(Cabrera et al., 2014).

DC13 es una variante del grupo A, mientras que DC8 es un gen quimérico raro e inusual que
surge de un evento de recombinacion entre un gen var del grupo B y un gen del grupo A
(B/A). El DCS8 tiene 4 dominios (DBLa2-CIDRal.1-DBLB12 DBLy4/6), mientras que el
DC13 tiene 2 dominios (DBLal.7-CIDRal.4) (Smith, 2014).

Ademas, se han descubierto tres genes var distintos que no pertenecen a un casete de
dominio. Estos son varl, var2csa y var3, y cada uno de ellos contiene médulos DBL y CIDR

unicos que no se encuentran en otros alelos PFEMP1 (Wiser, 2023).

3. Células VERO-Eb6

3.1 Generalidades

La linea celular VERO fue inmortalizada en 1962 por Yoshihiro Yasumura a partir de células
epiteliales del rifién de un mono verde africano (Konishi et al., 2022). Debido a un analisis
genomico realizado de las células VERO se determind que la linea celular originalmente
provino de un individuo femenino de la especie Chlorocebus sabaeus (Osada et al., 2014).
Chlorocebus sabaeus, conocido como el mono verde africano, es uno de los monos méas

comunes del mundo (Kavanagh, 1978).

Se evidencio, mediante un analisis de la secuencia del genoma completo, que la linea celular
VERO-E6 es un derivado clonal de la linea celular VERO 76 (Fig. 2) (Konishi et al., 2022).
El grupo de genes de interferdn tipo | y los genes inhibidores de la quinasa dependientes de
ciclina se perdieron en las células Vero debido a una delecion homocigdtica de
aproximadamente 9 Mb en el cromosoma 12, lo que las hace susceptibles a muchos virus
(Osada et al., 2014).
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Fig. 2

Cladograma de cuatro sub-lineas de VERO analizadas. EI método de neighbor-joining se
utilizé para la reconstruccion del arbol y las distancias genéticas se midieron empleando
estadisticas fo. Los valores de bootstrap estan mostrados en las ramas (Konishi et al., 2022).

3.1 Usos

La linea celular VERO se ha empleado ampliamente en estudios de virologia, pero también
se ha utilizado para muchos otros analisis, como la propagacion y el estudio de bacterias y
parasitos intracelulares, y la evaluacién de como productos quimicos, toxinas y otras
sustancias afectan a nivel molecular las células de mamiferos (Kiesslich & Kamen, 2020).
Ademas, se han utilizado en todo el mundo para la produccién de otros virus (Rhim et al.,
1969), como el reovirus (Berry et al., 1999; Butler et al., 2000), el virus de la rabia (Rourou
etal., 2019) y el virus de la encefalitis japonesa (Sugawara et al., 2002; Toriniwa & Komiya,
2007). En los Estados Unidos, las células VERO se han autorizado para la produccion de
vacunas virales vivas (Kiesslich & Kamen, 2020; Wu et al., 2017) e inactivadas (Barrett et
al., 2009, 2017; Jiang et al., 2019; Kurokawa & Sato, 2011).
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Debido a la pandemia de Covid (provocada por el SARS-CoV-2 en 2019), muchos
investigadores utilizaron células VERO E6 para contribuir a la informacién disponible de
este virus, ademas de probar diferentes tratamientos potenciales contra el mismo (Essaidi-
Laziosi et al., 2021; Melis et al., 2024; Ogando et al., 2020; Pruijssers et al., 2020).
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CAPITULO II: METODOLOGIA
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1. Cultivo de Parasitos

1.1 Preparacion de medio de cultivo de parasitos (RPMI)

El medio RPMI completo para paréasitos se elaboro disolviendo 15.89 g de RPMI 1640 en
700 mL de agua inyectable esteril. A la mezcla se le agregé 30 mL de NaHCOs3 al 7.5%, 2
mL de solucion de glucosa al 45%, 4 mL de solucion de hipoxantina0.1 M en NaOH 1My
300 pL de gentamicina. Se aford la solucion hasta 900 mL con agua inyectable estéril y se
filtrd. Luego, se agregd 100 mL de suero humano estéril y se mezclé mediante inversion. El

medio se rotul0 y se extrajeron alicuotas para uso diario.

1.2 Preparacion de sangre humana para cultivo de parasitos

Se realiz6 la extraccion sangre de voluntarios con sangre de tipo O por tecnélogos médicos
idoneos.

Se transfirieron 5 mL de Ficoll filtrado a tubos conicos de 15 mL y se agregaron lentamente
7 mL de la sangre extraida por las paredes del tubo, para formar dos capas. Los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm por 20 min a 25 °C, con desaceleracion 3.

Se descartaron las capas superiores para conservar el pellet de eritrocitos. Se lavaron los
eritrocitos con PBS 1X dos veces.

Se igual6 el volumen de eritrocitos con medio RPMI incompleto para conseguir hematocrito

al 50%, se rotularon los tubos y se conservaron a 4 °C.

1.3 Descongelacion de parasitos

Se descongelaron paréasitos Plasmodium falciparum cepa HB3 siguiendo el protocolo de
descongelacion de parasitos estandarizado en el laboratorio.

Se dejo el criovial en la superficie de la cAmara de flujo laminar para que se descongelara.
Se transfirio el contenido del criovial descongelado a un tubo conico de 50 mL y se tomd

nota del volumen. Luego, se agregaron é volimenes de NaCl 12%, gota a gota mientras se

agito el tubo en movimientos circulares constantemente. Se dejé reposar a temperatura
ambiente por 5 min. Luego, se agregaron 9 voliumenes de NaCl 1.67% gota a gota mientras

se agitd el tubo en movimientos circulares y se dejé reposar a temperatura ambiente por 5
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min. Se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 25 °C. Se descartd el sobrenadante
cuidadosamente, dejando un poco para resuspender el pellet. Se agregaron 9 volimenes de
NaCl 0.9% gota a gota, agitando el tubo en movimientos circulares. Se dejé reposar a
temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 25 °C y se descarto
el sobrenadante. Los parasitos se resuspendieron en medio RPMI completo y se le afiadid
100 pL de eritrocitos. Se transfirieron a un T-Flask de cultivo, se gase6 con una mezcla de

gases (90% N2, 5% CO2 y 5% O) para asegurar un ambiente andxico.

1.4 Mantenimiento de parésitos

Se revisaron los cultivos de paréasitos diariamente para verificar los estadios de los parasitos
y los niveles de parasitemia. Esto se realizd mediante frotis de sangre de los cultivos y
analizando las placas fijadas y tefiidas bajo un microscopio.

De acuerdo con la parasitemia calculada, se ajustaron los volimenes de eritrocitos en los
cultivos, se cambio6 el medio y se gaseo el T-Flask de cultivo con la mezcla de gases para

conservarlos en una incubadora a 37 °C.

1.5 Sincronizacién de parasitos

Los paréasitos fueron sincronizados con Gelaspan a temperatura ambiente.

Se lavaron los cultivos con PBS 1X y se retir0 el sobrenadante. Se agreg6 1.4 volimenes de
RPMI incompleto o PBS 1X al pellet. Se resuspendid el pellet en 2.4 volimenes de Gelaspan.
Se incub6 por 20 min a 37 °C. Se separaron las dos fases y ambas se lavaron con RPMI

incompleto o PBS 1X. Se retiro el sobrenadante y se cultivaron las fases deseadas.

2. Cultivo de Células

2.1 Preparacion de medio de cultivo de células (MEM)

Se disolvi6 un sobre de medio MEM en 1 L de agua inyectable estéril y se le agregaron 2.2

g de NaHCO:s. Se ajusto el pH a un rango de 7.2 a 7.4 con HCI 1 My se filtré la solucion.

Para preparar medio de mantenimiento, a 245 mL del medio MEM se le agregaron 250 puL

de gentamicina y 5 mL de suero fetal bovino esteril. EI medio se filtré y se almacend a 4 °C.
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Para preparar medio de crecimiento, a 200 mL del medio MEM se le agregd 250 uL de

gentamicina y 50 mL de suero fetal bovino estéril. El medio se filtré y se almacend a 4 °C.

2.2 Descongelacion de células

Se descongelaron células de mamifero siguiendo el protocolo de descongelacion de células
estandarizado en el laboratorio.

Se dejo el criovial en la superficie de la camara de flujo laminar para que se descongelara.
Se transfirio el contenido a un tubo conico con PBS 1X a temperatura ambiente y se
centrifugd a 1400 rpm por 5 min a 25 °C. El pellet de células se resuspendi6 en medio de
crecimiento y se transfirié a un T-Flask con filtro. Se incubé a 37 °C en 5% CO..

2.3 Mantenimiento de células
Se revisaron los cultivos de células a diario para verificar el crecimiento y la confluencia. Se
cambid el medio diariamente y se realizaron pasajes de acuerdo con la confluencia que se

observé.

3. Seleccion
Se atemper6 el medio RPMI a 37 °C, se ajusto el pH a 7.20 y se filtro.
Los cultivos de parasitos se resuspendieron en medio RPMI, de acuerdo con la cantidad de
eritrocitos del cultivo para alcanzar una concentracion aproximada de 50 uL de eritrocitos
infectados para cada cultivo de células. Se mezcld por inversion para resuspender.
Se retir6 el medio de los cultivos celulares y se agregd aproximadamente 5 mL del cultivo
de parasitos a cada uno.
Los T-Flasks y platos Petri se dejaron en un Orbital Shaker-Incubator a 37 °C, 90 rpm por
un minimo de 1 h.
Cuando el tiempo concluyd, se transfirio el contenido de los T-Flasks a tubos conicos de 15
mL y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min a 25 °C. Se retir6 el medio RPMI y se lavo el

pellet con PBS 1X a temperatura ambiente. Se retir6 el PBS y se resuspendio el pellet en
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medio RPMI completo y se transfirié a un T-Flask nuevo, se agrego el volumen necesario
de eritrocitos y se gase0 el cultivo para ser incubado a 37 °C.

Los T-Flasks y platos Petri con los cultivos de células se lavaron con PBS 1X; se les agrego
medio RPMI completo, se afiadid el volumen necesario de eritrocitos y se gased el cultivo
para ser incubado a 37 °C.

Los platos Petri se fijaron con paraformaldehido para su posterior tincion y observacion.

4. Tincién de platos Petri

Los platos Petri fijados con paraformaldehido se tifieron con PureBlu DAPI Nuclear Staining
Dye de BIO RAD (Cat no. 1351303).

Se disolvio 5 pg del DAPI en 500 pL de agua de grado molecular para una solucion 100X.
Se prepard una dilucion 1X a partir de la soluciéon 100X, mezclando en un tubo 60 pL del
DAPI 100X con 5 940 uL PBS 1X. Se mezcl6 mediante resuspension con una micropipeta.
Se descarto el paraformaldehido y se lavaron los platos Petri con PBS 1X. Se tifié cada plato
Petri con 2 mL de la solucién DAPI 1X por 15 min. Se descarto la solucion DAPI, se lavaron

los platos con PBS 1X y se observaron bajo un microscopio de fluorescencia.

5. TRIzol
Un volumen de los cultivos de parasitos se extrajo pre panning para ser tratado con TRIzol,
ademas de los cultivos de parasitos post panning (no adherentes y adherentes).
Los cultivos se transfirieron a tubos conicos de 15 mL y se centrifugaron a 1500 rpm a 5 min
a 25 °C. El medio RPMI se extrajo y se agreg6é 15X el volumen del pellet en TRIzol. Se
mezcl6 con un vortex, se rotularon los tubos, se sellaron con parafilm y se conservaron a -

70 °C para su posterior analisis.

6. Extraccion de ARN
Las muestras de TRIzol se descongelaron a 37 °C y se homogenizaron con un vortex. Se
transfirio 1 mL de cada muestra a microtubos de 1.5 mL. Se agregaron 200 uL de cloroformo
y se mezclo6 por inversion por 15 s. Se incubaron los tubos a temperatura ambiente por 3 min.
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Luego, se centrifugaron a 10 000 rpm a 4 °C por 15 min. Se transfirio la capa superior acuosa
a microtubos de 1.5 mL libre de ARN.

Se siguio el protocolo del kit de extraccion de ARN PureLink RNA Mini Kit de Invitrogen
(Cat no. 12183018A), en conjunto con PureLink DNase de Invitrogen (Cat no. 12185-010).

7. Eliminacién de ADN gendmico por tratamiento con DNase
Las muestras se trataron para la eliminacion de trazas de ADN remanentes con el kit TURBO
DNA-free de Invitrogen (Ref. AM1906).
Se prepard 10 L de TURBO DNase mix para cada 20 pL de muestra de ARN, conteniendo:
6 uL de TURBO DNase (2U/uL), 3 uL. de TURBO DNase buffer 10X y 1 uL de agua libre
de DNasa/RNasa. Se agreg6 el TURBO DNase mix a cada muestra, se mezcl6 con un vortex
y se incubo a 37 °C por 30 min.
Para confirmar la ausencia de ADN en las muestras de ARN tratadas, se realizé una Q-PCR
con seryl.
Cuando las muestras amplificaron, se tratd con rDNase I. A 95 uL de ARN se le agreg6 2
puL rDNase I, se incub6 a 37 °C por 60 min, se inactivo la DNasa con 20 pL de DNase
Inactivation Reagent y se incubd a 37 °C por 10 min.

Se confirmo la eliminacion de ADN de las muestras cuando no hubo amplificacion.

8. Sintesis de ADNc

Se sintetizO ADNCc a partir del ARN que se extrajo de los cultivos de parasitos con el kit
SuperScript 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR de Invitrogen (Ref. 18080-051).
Se transfirieron 60 puL de cada muestra de ARN a tubos de PCR y se preparo el Priming mix.
Se prepar6 14 pL de Priming mix para cada 30 uL de muestra de ARN, conteniendo: 4 uL.
de Oligo(dT), 4 pL de hexameros aleatorios, 4 pL de dNTPs y 2 puL de agua libre de
DNasa/RNasa. Se agrego6 28 pL del Priming mix a cada tubo y se incubaron los tubos a 65 °C
por 5 min. Luego se transfirieron los tubos a una nevera de 4 °C por 1 min. Se centrifugaron
los tubos brevemente.

Se prepar6 40 pL del SS III RT mix para cada 40 puL de las muestras anteriores, conteniendo:
8 uL de buffer RT 10X, 16 uL de MgCl> (25 mM), 8 uL de DTT, 4 pL de RNaseOUT
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(40U/uL) y 4 uL Super Script III RT (200/uL). Se agregaron 80 pL del SS III RT mix a cada
tubo y se mezcl6 con un vortex. Los tubos se incubaron en un termociclador, programado
con los siguientes ciclos: 25 °C por 10 min, 50 °C por 50 min y 85 °C por 5 min. Se extrajeron
los tubos del termociclador para agregar 2 uLL. de RNase H, se resuspendi6 con la micropipeta
y se incubo por 37 °C por 20 min. Se centrifugaron los tubos.

Se realiz6 una Q-PCR con 5 pL de cada muestra para confirmar la sintesis de ADNCc.

Las muestras se mantuvieron en una nevera de 4 °C para su uso posterior.

9. Q-PCR

Se realiz6 Q-PCR en platos de 96 pocillos para cada una de las 3 muestras, en el
termociclador de Applied Biosystems QuantStudio 6 y los resultados obtenidos fueron
visualizados en el programa informatico QuantStudio Software V1.5.

Las muestras de ADNCc se diluyeron con el mismo volumen en agua de grado molecular, para
obtener un volumen final de 340 pL. Se realizaron las Q-PCR con cebadores de 49 genes var
de Plasmodium falciparum cepa HB3 y 3 genes housekeeping (Aldolasa, Fructosa y Seryl).
A cada pocillo se le anadio 10 uL de SybrGreen, 4 uL de cebador forward (5 uM), 4 puL de
cebador reverse (5 uM), 2 uL de H>O de grado molecular y 5 uLL de ADNc para un volumen
de reaccion total de 25 pL.

Los platos se insertaron en el termociclador programado con los siguientes ciclos: 50 °C por
2 min, 95 °C por 10 min (etapa de espera), 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min (etapa de PCR),
95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min'y 95 °C por 1 s (etapa de curva de fusion). Se programaron

40 ciclos con la temperatura de la cobertura a 105 °C.
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CAPITULO IlI: RESULTADOS Y DISCUSION
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En el presente estudio se planteo identificar indirectamente los receptores endoteliales de
citoadherencia a través del analisis transcripcional de los genes var/PfEMP1 en parésitos
Plasmodium falciparum seleccionados sobre células VERO-E6. Los resultados muestran la
expresion de genes var especificos en diferentes niveles, de acuerdo con la etapa del ensayo

realizado.

Se logré iniciar y mantener cultivos de Plasmodium falciparum cepa HB3, hasta que se
alcanzd una parasitemia de 1-2%, lo cual se verificO mediante la observacion de frotis del
cultivo bajo un microscopio optico.

Ademas, se consiguié mantener cultivos de células VERO-E6, con una confluencia minima
de 90% para el co-cultivo.

En ambos casos, la complicacion mas comun fue la contaminacion de los cultivos,

probablemente a causa del manejo incorrecto.

Se realizd el co-cultivo con los cultivos de eritrocitos infectados por P. falciparum
seleccionados sobre células VERO-EG6 y se confirmd la adhesion de eritrocitos infectados a

las células mediante el microscopio de fluorescencia (Fig. 5, Fig. 6, Fig. 8).

Cuando se realizaron las Q-PCR tiempo real de las muestras (pre-panning y post-panning

adherente), se obtuvieron los diferentes perfiles de expresion de los 49 genes var evaluados
(Fig. 9)

El gen var3 mostré una expresion incremental en las muestras, aumentd en el analisis de la
muestra post-panning adherente en comparacion con el nivel de expresion en la muestra de
pre-panning (Fig. 9).

En un estudio previo con células endoteliales de cerebro humano (HBEC-5i), se encontrd
que el gen HB3var3 fue el gen con el aumento méas notable, con una regulacién positiva de
hasta 61 veces en promedio de las cinco sondas. EI gen HB3var3 codifica en el extremo N-
terminal los dominios DBLa1.7/CIDRal.4, que se conocen como DC13 (Claessens et al.,
2012). Este casete de dominio se encuentra en algunos genes var del grupo A (Smith, 2014)
y se ha vinculado a complicaciones graves de la malaria y a malaria grave en nifios (Lavstsen

et al., 2003).
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El gen HB3var5, incluido en el ensayo mencionado, no presento regulacion positiva, a pesar
de las similitudes en dominios de los dos genes, por lo que se determind que la region de
union funcional comprende los dominios distintos del gen var3 en el extremo N-terminal.
HB3var3 se propuso como ligando de adhesion parasitaria para la union HBEC-5i (Claessens
etal., 2012).

Los parésitos que expresan var3 son viables in vivo y pueden proporcionar poblaciones
significativas de parésitos en nifios enfermos de malaria, segun datos presentados en un
articulo. Se encontr6 que nifios de hasta un afio reaccionaron con var3 PfEMP1, y el nivel
de reconocimiento parecia aumentar con la edad hasta los primeros tres afios (Wang et al.,
2012).

El gen var5 en el presente estudio presentd una muy baja expresion en la muestra pre-
panning, la cual increment6 ligeramente en la muestra post-panning adherente.

El gen var5 codifica en el extremo N-terminal los dominios DBLal.6-CIDRS1, la cual es
una combinacion conocida como DC16 y se ha asociado a la formacion de rosetas (Wichers
et al., 2021). Ademas, inmediatamente después del DC16, el gen contiene otro casete de
dominio, el DC5 (DBLy12-DBL&5-CIDRB3-DBL7) (Berger et al., 2013). Este casete de
dominio se expresa con mayor probabilidad en pacientes pediatricos con malaria grave que
en pacientes con malaria no complicada, y se ha propuesto como el intermediario en la
adhesion del receptor endotelial PECAM-1 (Smith, 2014). PECAM-1 se expresa en células
endoteliales, monocitos, plaquetas y granulocitos, y los parasitos aislados en el campo a

menudo se adhieren a este receptor (Berger et al., 2013).

La baja expresion del gen varlcsa se mantuvo relativamente similar en las muestras
analizadas, incrementando ligeramente en la muestra post-panning adherente.

Los genes var3, var5 y varlcsa se encuentran en el grupo A y contienen un dominio CIDRal
en el extremo N-terminal, que se une al receptor endotelial EPCR (Joste et al., 2020). Se ha
demostrado que nifios con malaria cerebral, anemia paltdica grave y anemia grave tienen
niveles mas altos de transcripciones de PFEMP1 de uniéon a EPCR (Bhandari et al., 2021;
Shabani et al., 2017). La ruta de proteina C EPCR regula las propiedades de los coagulos
sanguineos y las barreras endoteliales (Smith, 2014). Al unirse a EPCR, los eritrocitos

infectados interfieren con la produccién de la proteina C activada, iniciando asi la cascada
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de coagulacion, lo que lleva a una mayor produccién de trombina y al potencial de causar
activacion endotelial proinflamatoria (Storm et al., 2019).

Los subtipos CIDRal.1, como el varlcsa, y al.4 en la estructura de la cabeza de PFEMP1
participan en una interaccion de unién clave con las células endoteliales del cerebro y los

dominios CIDR de DC8 y DC13 pueden unirse al mismo receptor (Avril et al., 2013).

Los genes var27 y var50 mostraron una expresion muy baja en la muestra pre-panning, que

incremento sutilmente en la muestra post-panning adherente (Fig. 9).

Fue notorio el gen var30, que mostré la mayor expresion observada en el estudio en la
muestra pre-panning. La expresion de este gen disminuyd drésticamente en la muestra post-

panning adherente, donde la expresion del gen fue casi nula.

El gen var7 presentd una expresion notable en la muestra pre-panning, que disminuyd
completamente en la muestra post-panning adherente.

Los genes var27, var30, var7 y var50 forman parte del grupo B (Kraemer et al., 2007). EI
dominio CIDR en la estructura principal semiconservada de PfEMPL1 juega un papel
importante en la union de eritrocitos infectados. En la mayoria de las variantes PfEMP1 del
grupo B y C, este dominio tiene una fuerte seleccion para unirse al receptor CD36 del
huésped (Avril et al., 2013).

Mientras el var27 codifica un dominio CIDRa3.1 ausente en var30, var7 y var50, los cuatro
contienen un dominio DBLJ1. Estos dominios, presentes en los grupos B y C, han sido
asociados a casos de malaria no grave. Los cuatro genes codifican también un dominio
DBL00 en el extremo N-terminal, que se encuentra en mayor proporcion significativa en
casos de pacientes expuestos a malaria previamente. Los adultos con malaria suelen
presentar niveles mas altos de dominios tipicos de proteinas PfEMP1 de union a CD36
(Wichers et al., 2021).

En el gen var 29 se observo una baja expresion en la muestra pre-panning, la cual incrementd
en la muestra post-panning adherente. Perfiles con tendencias similares se observaron en los

genes var32 y var33. Después del gen var3, los genes con mayor expresion de todas las
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muestras post-panning adherente, en orden decreciente, fueron var32 seguido de var33 y el

mas bajo fue var29 (Fig. 9).

El gen var28 presentd expresion casi nula en la muestra pre-panning, la cual incremento en
la de post-panning adherente. Los genes var31 y var36 presentaron perfiles idénticos entre
si, que fueron similares al var28.

Los genes var29, var32, var33, var28, var31 y var36 son parte del grupo C (Kraemer et al.,
2007). Las variantes de PFEMP1 del grupo C codifican secuencias de tipo CIDRo2-6 que
usualmente se unen a CD36 (Awvril et al., 2013). En un estudio se encontrd que la union a
CD36 solo fue mas frecuente en pacientes con malaria no complicada que en pacientes con
malaria cerebral (Tuikue Ndam et al., 2017).

Se ha sugerido que el parasito se dirige a una seccion de CD36 critica para su funcion
fisioldgica de absorcién de acidos grasos, lo que reduce la probabilidad de que el huésped
humano pueda escapar de la union de PfEMP1 cambiando su CD36 (Hsieh et al., 2016).
Los genes var33 y var32 contienen los dominios CIDRa3.1 y DBLS1, en comparacion a los
genes var29, var28, var3l y var36 que cuentan solo con el dominio DBLS1. Estos dos
dominios han sido asociados con casos no graves de malaria. Los seis genes codifican un
dominio de tipo DBLaO inmediatamente después del NTS, lo cual se ha demostrado que esta
relacionado con pacientes previamente expuestos a malaria y pacientes que desarrollaron
casos de malaria no grave (Wichers et al., 2021). Se ha encontrado que pacientes con malaria
no complicada presentan anticuerpos contra PFEMP1 del grupo C y contra PfEMP1 que no
eran DC5, DC8, o DC13 (Duffy et al., 2016).

Los genes var2csaA y var2csaB mostraron una baja expresion en la muestra pre-panning,
gue aumentd levemente en la de post-panning adherente (Fig. 9).

Ambos genes pertenecen al grupo E y tienen dominios idénticos (Kraemer et al., 2007). El
interdominio 2 (ID2) de var2csa es parcialmente homologo a los dominios CIDR, por lo que
se incluyé como CIDRpam. Sin embargo, es muy diferente de otros dominios CIDR (Rask
etal., 2010)

var2csa es la causa principal de la mayor parte de malaria en el embarazo. Las mujeres que
han sobrevivido a la primera infeccion suelen desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz.

Se ha descubierto que las mujeres embarazadas contienen altos niveles de anticuerpos (1gG)
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contra var2csa en las regiones africanas con prevalencia de P. falciparum (Lalchhandama,
2020). Dentro del espacio intervelloso de la placenta, se acumulan eritrocitos infectados por
parasitos. La capacidad de la placenta para interactuar con el componente CSA del CSPG
(proteoglicano de sulfato de condroitina) que llena el espacio intervelloso esta relacionada
con la acumulacion de eritrocitos infectados en la placenta (Khunrae et al., 2010).

Se ha encontrado que las transcripciones de var2csa fueron significativamente mas altas en
muestras de paludismo materno que en muestras de malaria cerebral o no complicada (Bertin
etal., 2013).
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Fig. 3

Células VERO-E®6 pre-panning (imagen de campo claro unida con imagen de
fluorescencia)

Fig. 4

Células VERO-E6 pre-panning bajo microscopio de fluorescencia.
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Fig. 5

Células VERO E-6 post-panning (imagen de campo claro unida con imagen de
fluorescencia)

Fig. 6

Células VERO-E6 post-panning con eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum con
los nacleos definidos
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Fig. 7

Fig. 8

Células VERO-ES6, (A) pre-panning y (B) post-panning, las flechas blancas muestran el
patron punteado que indica la adhesion de parasitos P. falciparum HB3. Los ndcleos de las
células VERO-E6 y de los parasitos se tifieron con DAPI. 1X.
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Fig. 9

Graficos de expresion de los genes var analizados en el estudio. En los ejes “y” se encuentran
las muestras pre-panning (A) y post-panning adherente (B). En los ejes “X” se representan
los genes var, clasificados en grupos: grupo A (rojo), grupo B (verde), grupo C (amarillo) y
grupo E (gris).
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Fig. 10

Diagrama de la arquitectura de los dominios extracelulares de algunos genes var analizados
en el estudio. NTS, N-terminal segment; TM, Transmembrane; ATS, Acidic terminal
segment.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES
1. Se logro establecer co-cultivos de eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum
y células VERO-ES®, con el fin de seleccionar parasitos con fenotipos adhesivos hacia

las células VERO-ES®, para realizar los ensayos transcripcionales.

2. El gen var3, el cual presenta un fenotipo predictivo de adhesién hacia el receptor
EPCR, fue el que mostrd la mayor regulacion positiva en los parasitos adherentes
obtenidos en el post-panning. Por otra parte, los genes var32, var33, var29 y var28

con fenotipo de adhesion a CD36, presentaron menores niveles de transcripcion.

3. En base al analisis de los genes var con regulacion positiva en co-cultivo (post-
panning) con células VERO-E6 de monos, potencialmente moléculas con homologia
a los receptores endoteliales humanos EPCR y CD36 seran los receptores de mono

con afinidad a las PFEMP1 sobre-expresadas.
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RECOMENDACIONES

Utilizar otras cepas de P. falciparum (Dd2, IT4) y otras lineas celulares (VERO, CALU) para
comparar los niveles de transcripcion de genes var de acuerdo con las lineas

celulares/receptores utilizados.
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Figuras y Cuadros Suplementarios

Fig. 11

Tincién de placa de frotis sanguineo para su observacion bajo microscopio éptico

Fig. 12

Determinacion de niveles de parasitemia y estadios parasitarios de los cultivos de P.
falciparum
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Fig. 13

Mantenimiento de cultivos de VERO-E6

Fig. 14

Preparacion del plato de 96 pocillos para la corrida de Q-PCR tiempo real
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