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Prologo

Foreword

Realizar este libro de revision con temas de investigacion actual, sin
mostrar resultados, sino antecedentes del proceso investigativo, nos ha
permitido contar de forma extensa los fundamentos tedricos de donde
se genera la nueva investigacion basica y la fundamentacion para la
investigacion clinica. Este libro ha sido escrito por investigadores que
han recopilado la informacién a través de sus carreras investigativas y
que han visto como evoluciona el conocimiento gracias a la aplicacion
de la biologia molecular como herramienta en el estudio de las
enfermedades infecciosas.

Cada capitulo del libro contiene informacion completa del conocimiento,
hasta el dia de hoy, de cada uno de los tdpicos tratados; el tema en
comun son los biomarcadores moleculares de tres agentes infecciosos
de importancia médica: Plasmodium spp., Trypanosoma spp. y
Salmonella spp., agentes causales de enfermedades infecciosas de alta
prevalencia en el mundo; las complicaciones que de ellas se derivan,
como la sepsis y la falla multiorgdnica, son importantes causas de
morbilidad y mortalidad en los individuos afectados.

La busqueda de nuevos biomarcadores para su aplicacion en el
diagndstico o tratamiento como posibles blancos terapéuticos es de
relevancia, sobre todo para patologias en donde los agentes causales
incluyen ciclos de vida en diferentes hospederos, como el caso de las
enfermedades parasitarias (ejemplo: malaria y enfermedad de chagas),
y mecanismos de adaptacion con modificaciones en la expresion
protéica. En el caso de las bacterias, los biomarcadores permiten
conocer codmo estan constituidas hasta el dia de hoy algunas de las
islas de patogenicidad mas estudiadas, como la isla 1 de Salmonella,
permitiendo asi conocer eventos evolutivos de transferencia génica



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

horizontal que han venido ocurriendo durante cientos de afios y que
hoy permiten entender el surgimiento de nuevas cepas bacterianas
patdgenas. Ademds, componentes genéticos fuertemente asociados
con la susceptibilidad a las infecciones naturales también pueden ser
responsables de las diferencias en la respuesta a los tratamientos, y
apuntan a los beneficios potenciales de un enfoque mas personalizado.

Los autores esperamos que este libro de revision, escrito en lenguaje
sencillo, sin perder el rigor cientifico, sirva como fuente de consulta
y actualizacion del investigador, ya sean profesores o estudiantes, que
requieran tener a la mano una compilacion de articulos bibliograficos
de revistas reconocidas internacionalmente.
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Introduccion
Introduction

El tema central del libro son los marcadores bioldgicos (biomarcadores),
particularmente los marcadores moleculares de diferentes agentes
infecciosos de importancia clinica. En cada capitulo se estudian
diferentes tipos de marcadores moleculares, se muestran estudios de
marcadores de diagnostico, de patogenicidad y de blancos terapéuticos.
En la actualidad, los avances de la biologia molecular han dado
relevancia a la identificacion de biomarcadores, que han permitido
medir respuestas biologicas o identificar etapas de procesos bioldgicos.
La identificacién de estos biomarcadores ha sido de gran utilidad, con
ayuda de éstos se ha podido identificar estados de enfermedad y salud.
Con las herramientas de automatizacion de metodologias aplicadas para
estudios clinicos y el uso de la gendémica, protedmica, metabolomica
y la metagendmica, el nimero de biomarcadores identificados esta en
aumento de manera rapida lo que provee herramientas para el mejor
diagnostico, seguimiento y tratamiento de pacientes de manera mas
especifica y personalizada.

El libro esta dividido en seis capitulos. Los cinco primeros capitulos
son sobre parasitos protozoarios de los géneros Plasmodium spp. y
Trypanosoma spp., agentes causales de parasitosis de gran importancia
a nivel nacional e internacional. Son parasitos intracelulares con un
ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados. Ya, el capitulo
sexto, es sobre bacterias del género Salmonella spp., un microorganismo
de gran impacto clinico en los ambitos nacional e internacional. Es
responsable de enfermedades diarreicas, aunque si bien la mayoria
de los casos son leves, también se han reportado casos mortales, y la
enfermedad grave ha sido relacionada con factores propios del huésped
y el serotipo del microorganismo.
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Los tres primeros capitulos son sobre Plasmodium spp., que es el agente
causal de malaria, enfermedad reconocida a nivel mundial por causar la
muerte y a suvez constituirse en una gran carga econémica en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. En estos capitulos se trabajaron
tres topicos: marcadores moleculares de resistencia a antimalaricos,
marcadores de malaria grave y marcadores de Plasmodium, que pueden
servir para el reconocimiento del parasito y como blancos de vacunas.

En los capitulos cuarto y quinto, se presenta informacién general de
Trypanosoma spp., sobre origen, distribucion, prevalencia, ciclo de
vida, los principales mecanismos de evasion de la respuesta inmune
y un panorama de la situacién actual del parasito en el mundo con
especial énfasis en América Latina. También incluye una recopilacion
en orden cronoldgico de la clasificacion del parasito que va desde
sus caracteristicas biologicas, hasta la clasificacion actual sugerida
con base en los métodos moleculares vigentes hasta el momento de
la redaccion de este capitulo. Se pretende resaltar las diferencias en
las caracteristicas glicobiologicas presentes en la membrana de las
diferentes cepas de 7. cruzi asi como describir a detalle los anclajes
de Glicosilfosfatidilinositol, un posible marcador sugerido por diversos
autores para la clasificacion de las cepas de 7. cruzi. También, el
lector va encontrar una idea general de la importancia de estudiar
las rutas de sefializacion molecular y el papel de las quinasas en este
proceso. Las proteinas quinasas y fosfatasas son un amplio grupo de
enzimas que catalizan la adicion o eliminacioén de grupos fosfato a sus
sustratos respectivamente. Diversos autores se refieren a estas como
los principales protagonistas de un gran porcentaje de las vias de
sefializacion y transduccion de senales en las células.

En el capitulo sexto, se habla sobre el género Salmonella que tiene
importante relevancia a nivel de salud publica ya que es uno de los
principales patdgenos entéricos tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. En este capitulo, se describen los diferentes
marcadores genéticos de patogenicidad de Salmonella entérica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium), que en humanos causa salmonelosis,
gastroenteritis caracterizada por diarrea inflamatoria, originada
normalmente tras la ingestion de alimentos o agua contaminados.

12



Introduccion

En este libro se recopil6 informacién sobre biomarcadores, relacionados
a agentes infecciosos de importancia médica, que pueden ser utilizados
como ayuda en el diagndstico, seguimiento, tratamiento, como
blancos de drogas de enfermedades infecciosas de importancia clinica.
Biomarcadores que pueden ser de gran utilidad para mitigar el nimero
de casos que afo a afio, en todo el mundo, producen estos agentes
infecciosos.
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CAPITULO I

Marcadores genéticos de resistencia a la
cloroquina en Plasmodium vivax
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Abstract. Two Plasmodium species are responsible of the
major global malaria burden. P. falciparum, due to high
mortality and morbidity rates and P. vivax, though less
pathogenic, it has a high socioeconomic impact and recently
has been associated with severe and fatal cases. Currently,
there are a large number of reports from endemic regions
where P. vivax susceptibility to CQ is diminished. It is
believed that two phases are involved in the development of
resistance to antimalarial. An initial genetic event produces
a resistant mutant, it gives a survival parasite advantage
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over the drug. Then, resistant parasites are selected and
eventually resulting in a parasite population that is no
longer susceptible to treatment. It is necessary a single
or more independent genetic events occurring to generate
resistance, however, these are spontaneous, rare and occur
randomly, regardless of the drug used.

Based on P. falciparum model was studied CQ resistance to
P.vivax. In Plasmodium only two proteins have been related
to chloroquine resistance, the CRT and MDRI proteins. In
P. falciparum a principal role of PfCRT was demonstrated,
while PIMDRI is considered a CQ resistance modulating
molecule. In contrast, in P. vivax the role of these proteins
is partially known and no other molecular marker has been
studied. Antimalarial drug resistance is a major public
health problem, analysis of the malaria situation shows the
transmission control is far to be reached.

Resumen. Dos especies de Plasmodium son responsables de la carga
mundial de la malaria, P, falciparum, debido a las altas tasas de mortalidad
y morbilidad y P, vivax, que aunque menos patdgeno, tiene un alto impacto
socioecondmico, y recientemente se ha asociado con casos graves y fatales.
Actualmente, hay una gran cantidad de reportes de regiones endémicas
para P. vivax, donde la susceptibilidad a CQ se ve disminuida. Se cree
que dos fases estan involucradas en el desarrollo de la resistencia a los
antipalidicos. Un evento genético inicial produce un mutante resistente,
que proporciona una ventaja parasitaria de supervivencia sobre el farmaco.
Luego, se seleccionan los parasitos resistentes y eventualmente se produce
una poblacioén de parasitos que ya no es susceptible al tratamiento. Es
necesario que ocurran un unico o mas eventos genéticos independientes
para generar resistencia; sin embargo, estos son espontaneos, raros y
ocurren al azar, independientemente del farmaco utilizado.

La resistencia a CQ en P. vivax fue estudiada basandose en el modelo
de P. falciparum. En Plasmodium solo dos proteinas se han relacionado
con la resistencia a la cloroquina, las proteinas CRT y MDR. En P.
falciparum se demostrd un papel principal de PfCRT, mientras que
PfMDRI se considera una molécula moduladora de la resistencia a CQ.
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Por el contrario, en P. vivax, el papel de estas proteinas es parcialmente
conocido y no se ha estudiado ningiin otro marcador molecular. La
resistencia a los medicamentos antipaludicos es un importante problema
de salud publica, el analisis de la situacion de la malaria muestra que el
control de la transmision esta lejos de ser alcanzado.

Palabras clave: resistencia, malaria, Plasmodium, vivax, cloroquina.

Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del filo
Apicomplexa, familia Plasmodiidae y género Plasmodium. La transmision
natural de la infeccion por Plasmodium ocurre por la exposicion a las
picaduras de mosquitos Anopheles hembras infectadas con el parasito. La
malaria humana es causada por cinco especies de Plasmodium, que son: P
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale (sub especie curtisi y sub especie
wallikeri) y mas recientemente se ha incluido la especie P. knowlesi, que
infecta naturalmente a los primates no humanos de las especies Macaca
fascicularis y Macaca nemestrina [ 1,2]. Sin embargo, ademas de P. knowlesi,
existen reportes de otras especies de Plasmodium que infectan primates
no humanos y que pueden ser transmitidos al hombre como Plasmodium
cynomolgi en Asia y Plasmodium brazilianum y Plasmodium simium
en las Américas [3-7]. De éstas, dos especies son las mas prevalentes
y de mayor impacto en la enfermedad: P. falciparum, debido a los altos
indices de mortalidad y morbilidad y P. vivax, que aunque menos grave,
es de gran impacto socioecondmico y ha sido recientemente asociada con
muertes humanas, por aumento de virulencia del parésito [8].

La infeccion por Plasmodium se presenta con tres cuadros clinicos:
infeccion asintomatica, enfermedad moderada o enfermedad grave.
La diversidad de las presentaciones clinicas estd determinada por
interacciones complejas entre el huésped, el parasito y los factores
ambientales (Figura 1).

Los casos de infeccion asintomatica son altamente prevalentes en

regiones endémicas, donde los individuos presentan parasitemias
bajas [9], convirtiéndose en importantes reservorios del parasito,
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manteniendo la transmisiéon de la enfermedad en estas regiones. La
infeccion asintomdtica estd relacionada con la inmunidad clinica
contra Plasmodium, que es adquirida por la exposicion continuada de
los individuos al parasito en areas endémicas. Los principales factores
asociados a esta inmunidad clinica son: carga parasitaria, capacidad
vectorial [10], edad [11], polimorfismos del parasitos y del hospedador,
tiempo de residencia en la zona y niimero de los episodios de malaria
[12]. Esta inmunidad contra Plasmodium es suficiente para proteger al
individuo contra la enfermedad, pero no contra la infeccion [13].

r il ™

Factores ambientales que

predisponen a la exposicion

* Calentamiento global

* Deforestacion

* Infraestructura de los
sistemas de salud

* Capacidad vectorial

%

Factores de virulencia del Factores de susceptibilidad
parasito del hospedero
* Cepa * Edad
* Tasa de multiplicacion Infeccién por < *Género
* Inflamacion inducida Plasmodium * Etnia

por toxinas * Polimortismos genéticos
* Variabilidad genética y ¢ * Condiciones cronicas

\ antigénica y, " Coinfeccién J

Malaria Clinica

v v v

Cambio en la virulencia - Resistencia al medicamento
del parasito - Inadecuada respuesta
- Inmunosupresion

moniien ] *—5 [ v | +—

- Infecciones repetidas Respuesta efectiva
- Respuesta inadecuada

Figura 1. Factores relacionados con la infeccion por Plasmodium en
el huésped vertebrado. Un individuo infectado puede progresar de una
presentacion clinica a otra.

Fuente: Modificado de [13].
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La fiebre es el sintoma caracteristico de la malaria, que generalmente esta
acompafiada por dolor de cabeza, escalofrios, diarrea, letargia, tos, dolor
abdominal y/o muscular [ 14]; en manifestaciones mas graves pueden ocurrir:
anemia, hipoglucemia, hipotension, hemdlisis intensa, acidosis metabolica,
sangrado espontaneo, hepatitis, insuficiencia renal aguda, insuficiencia
respiratoria, convulsiones, coma y afeccion de multiples 6rganos [15].

La infeccion por P. falciparum es bien conocida por provocar la
forma mas grave de la enfermedad, esto ocurre debido a una serie
de caracteristicas Unicas de la especie como: elevada velocidad de
multiplicacion del parasito tanto en reticulocitos como en eritrocitos,
citoadherencia de los eritrocitos infectados a los endotelios y produccion
de toxinas inducida por activacion de las respuestas inflamatorias [13].

Historicamente la infeccion por P vivax fue caracterizada por ser
benigna, debido a los bajos niveles de letalidad comparada con la
malaria por P. falciparum. Sin embargo, este patron se ha modificado,
debido a la ocurrencia de casos graves de la enfermedad provocada
también por esta especie. Actualmente, P. vivax es responsable de un
cuarto de todos los casos de malaria grave en regiones endémicas [16].
Las manifestaciones clinicas graves causadas por P. vivax incluyen
malaria cerebral, disfuncidon hepatica, insuficiencia renal aguda, anemia
grave, insuficiencia respiratoria aguda, sindrome de choque, sangrado
anormal y fallo de multiples 6rganos [17-26].

La resistencia a la CQ en P. vivax fue reportada casi 30 afios después de
los primeros reportes de resistencia a CQ en P, falciparum, en soldados de
Papua Nueva Guinea [27], y fue esparciéndose por el sur de Asia [16]. En
las Américas aparecieron los primeros casos de resistencia en P, vivax en el
afio 1998, en la Guyana, y al afio siguiente aparecieron los primeros casos
reportados en Brasil. Sin embargo, la CQ sigue siendo el tratamiento de
eleccion en la mayoria de las regiones endémicas para P, vivax [8], debido a
que su uso en combinacion con Primaquina, para eliminar los hipnozoitos,
mejora el efecto del medicamento sobre los parasitos de sangre.

Los estudios sobre el mecanismo de accion de la resistencia a la CQ
en P, vivax se han realizado utilizando como modelo el P. falciparum.
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Las proteinas ortologas de P. falciparum, la proteina transportadora de
resistencia a la CQ (CRT) [28] y la proteina de resistencia a multiples
drogas (MDRI1) [29] en P. vivax, fueron postuladas como marcadores
de la resistencia a la CQ. Esto ocurre principalmente por dos razones,
el P, vivax histéricamente fue menos letal que P. falciparum y, ademas,
la imposibilidad de mantener el P. vivax en cultivo in vitro. Mas
recientemente, tecnologias de nueva generacion han permitido hacer
analisis del genoma completo de los parésitos tanto de P. falciparum
[30-33] como de P. vivax [34,35] en busca de marcadores relacionados
con la resistencia a diferentes fairmacos. En estos estudios se han
observado diferencias en los resultados con relacion a las conclusiones
de estos estudios seglin la especie, mientras para P. falciparum han
sido de gran ayuda en la identificacién de marcadores de resistencia, en
P vivax debe tenerse cuidado con el desarrollo de estos estudios debido
a las caracteristicas particulares de las infecciones por esta especie, con
relacion a la frecuencia de las infecciones policlonales, los niveles de
estructura de la poblacion y las tasas de endogamia de parasitos en las
diferentes regiones endémicas [34].

Epidemiologia de la malaria

La malaria es una enfermedad infecciosa reconocida como un problema
de salud publica en el mundo; aproximadamente la mitad de la poblacién
mundial esta en riesgo de ser afectada por la malaria [36]. En el afio de
2016, se estimd que ocurrieron 216 millones de casos en el mundo,
la mayoria éstos fueron reportados en la Region de Africa de la OMS
(90%), seguido por la Region del sudeste de Asia de la OMS (7%), y en
menor porcentaje la Region del Mediterraneo oriental de la OMS (2%).
De los 91 paises que informaron casos de malaria autdctona en 2016, 15
paises, todos de la Region de Africa subsahariana, fueron responsables
de 80% de la carga mundial de malaria. Se estima que la tasa de
incidencia de la malaria ha disminuido en un 18% a nivel mundial,
entre 2010 y 2016. La region del sudeste de Asia registrd la mayor
disminucion (48%) seguida por la Region de las Américas (22%) y la
Region de Africa (20%). P, falciparum es el parasito de la malaria més
prevalente en el Africa subsahariana, lo que representa 99% de los casos
de malaria estimados en 2016. Fuera de Africa, P vivax es el parésito
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predominante de las Américas, que representa el 64% de los casos de
malaria, y estd por encima del 30% en el sureste de Asia 'y 40% en las
regiones del Mediterraneo oriental. En Colombia, las regiones donde es
prevalente la malaria son el bajo Uraba, Cérdoba, la costa Pacifica y los
Llanos Orientales, y se presenta en las zonas de estas regiones donde las
condiciones ambientales favorecen la transmision (altura-temperatura-
presencia del mosquito transmisor) [37]. Las muertes globales por
malaria reportadas en el afio de 2016 fueron estimadas en 445.000, la
Region Africana fue responsable del 91%, seguido por la Region del
sudeste asiatico (6%); un total de 15 paises representaron el 80% de
la malaria global; en ese grupo de paises se incluye la India, todos los
demas paises son de Africa sub-sahariana [38]. Dos especies son las de
mayor prevalencia y producen gran impacto en la carga de la malaria:
P. falciparum, por su alta tasa de mortalidad y morbilidad y, P. vivax,
aunque menos patogénico, tiene un gran impacto socio econdmico.
También, hace aproximadamente diez afos, esta especie fue asociada
con casos severos y enfermedad fatal [8].

La infeccion por P. falciparum es mas severa debido a caracteristicas
unicas de la especie, tales como (a) alta velocidad de multiplicacion
del parasito tanto en reticulocitos (eritrocitos jovenes) como en
eritrocitos, (b) citoadhesion de los eritrocitos infectados al endotelio
y (c) produccién de toxinas inducidas por activacion de respuestas
inflamatorias [13]. A través de la historia de la malaria, la infeccion
por P. vivax se caracterizd por ser benigna, con menores tasas de
mortalidad al ser comparada con P. falciparum. Sin embargo, este
patrén ha cambiado debido a la aparicion de reportes de casos de
malaria severa en las dreas endémicas [16]. La especie P. vivax es la
especie de Plasmodium de mayor distribucion en el mundo; ha sido
mas dificil de controlar y de eliminar que otras especies. Asi como P.
falciparum muestra caracteristicas propias de especie, P. vivax también
tiene algunas caracteristicas bioldgicas propias de especie que favorecen
el desarrollo de la enfermedad en el hombre: (a) durante la infeccion
primaria, una parte de los parasitos que infectan el higado, se quedan
en ¢l en estado latente, dando la posibilidad de multiples recaidas,
que pueden ser subsecuentes si el tratamiento no es el indicado para
eliminar estos estadios hepaticos, llamados hipnozoitos. Las recaidas
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favorecen la sobrevivencia del parasito, ya que aseguran la transmision
del mismo, incluso en ambientes con condiciones climaticas hostiles
para el desarrollo del mosquito vector, (b) aparicion temprana de los
gametocitos maduros durante el curso de la infeccion, lo que asegura
que el parasito sea transmitido antes que el tratamiento sea iniciado,
y (c) una eficiente transmision del gametocito, ya que esta especie es
la que desarrolla los esporozoitos mas rapidamente que cualquier otra
especie de Plasmodium que afecta humanos [8].

La inversion en programas de control e investigacion contra la malaria,
con la participacién de gobiernos de paises con malaria endémica y
socios internacionales, sigue siendo establecida, con el objetivo de
mejorar el control de la transmision del pardsito y la eliminacion de la
enfermedad a nivel mundial. La mayoria de las inversiones (74%) en
2016 se hicieron en la Region de Africa, seguidas por las regiones del
sudeste Asidtico (7%), el Mediterraneo oriental y las Américas (cada
uno, 6%), y en el Pacifico occidental (4%) [38].

Los esfuerzos para el control de la malaria se realizan continuamente,
por medio de la entrega de productos basicos para su control en las
areas endémicas, que se detallan a continuacion. Uno de los materiales
que ha sido de gran beneficio para el control de la transmision ha
sido los mosquiteros tratados con insecticida. Entre los afnos 2014 y
2016, se notifico un total de 582 millones de mosquiteros tratados
con insecticida entregados a nivel mundial, de éstos, se entregaron
505 millones en Africa subsahariana. También ha sido importante el
mejoramiento del diagnostico, utilizando diagnostico con pruebas
rapidas; un estimado de 312 millones de pruebas de diagndstico rapido
se entrego6 a nivel mundial en 2016. Uno de los mayores problemas para
el control ha sido, la resistencia del parasito a los antimalaricos, por lo
que la OMS ha recomendado terapias combinadas, que se refieren al
uso de medicamentos en los que se combinan principios activos que
tengan diferentes mecanismos de accion. Se estima que 409 millones
de tratamientos de terapia combinada basada en artemisinina (TCA)
fueron adquiridos en 2016 por los paises endémicos para tratar malaria.
Se inform6 que mas del 69% de estas adquisiciones se hicieron para el
sector publico. La mayoria de las distribuciones de TCA (99%) en 2016
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fue en la Region africana [38]. Sin embargo, analisis sobre la situacion
de malaria en el mundo muestran que después de afios de esfuerzos, el
control de la transmision esté lejos de ser alcanzada. Algunos desafios
que impiden que las capacidades de los paises sigan por buen camino
y avancen hacia la eliminacién incluyen: la falta de financiamiento
nacional e internacional sostenible y predecible, los riesgos que plantea
el conflicto en zonas endémicas de malaria, cambios climaticos, la
aparicion de resistencia parasitaria a las medicinas antipaludicas y la
resistencia de los mosquitos a los insecticidas. La OMS estd apoyando
respuestas de emergencia a la malaria en Nigeria, Sudan del Sur,
Venezuela y Yemen, donde las crisis humanitarias en curso plantean
graves riesgos para la salud. En el Estado de Borno en Nigeria, la OMS
apoy6 el lanzamiento de una campafia masiva de administracion de
medicamentos (ACT) contra la malaria que alcanzé un estimado de
1,2 millones de nifios menores de cinco afios en areas especificas. Los
primeros resultados apuntan a una reduccidon en casos de malaria y
muertes en este estado [38].

Tratamiento de la malaria

La quinina fue el primer medicamento utilizado en el tratamiento de
la malaria. La quinina se encuentra en la naturaleza en la corteza de
arboles del género Cinchona. Desde el punto de vista molecular, la
quinina es una quinolina, es decir, un compuesto organico aromatico
heterociclico. Las quinolinas en si tienen pocos usos, pero sus derivados
poseen actividad farmacologica diversa. Estos han mostrado actividad
biologica como anticancerigenos, antimicrobianos, anticonvulsionantes
y antiinflamatorios [39]. En la década de 1930, se cred un programa
para el desarrollo de nuevos medicamentos que pudieran ser utilizados
como antimaldricos; a través de este programa fueron identificados y
desarrollados la CQ, los antifolatos y la primaquina.

En la década del 40, nuevas drogas se introdujeron como antimalaricos.
Quinina, cloroquina y mefloquina pertenecen al grupo de las quinolinas
(Tabla 1); se cree que éstos interfieren en el proceso de digestion de la
hemoglobina por el parasito que es importante para la supervivencia
del mismo en las etapas sanguineas [40]. Como se observa en la
Figura 2, la quinina, la cloroquina y la sulfadoxina / piremetamina
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permanecieron efectivas por periodos considerables después de los
primeros reportes de resistencia a los antimaldricos. La utilizacion de la
amodiaquina fue desautorizada durante un periodo de seis afios debido
a los efectos colaterales, principalmente la hepatotoxicidad, pero su uso
fue nuevamente aceptado, pues los beneficios percibidos superaban los
riesgos. El uso de la halofantrina (un tipo de quinolina) se restringio
debido a problemas de toxicidad cardiaca. Con la diseminacién de la
resistencia a la cloroquina, mefloquina y sulfadoxina y pirimetamina,
la OMS recomend¢ el uso de terapias combinadas. Por lo tanto, desde
1994, la artemisinina y sus derivados se han utilizado en combinacion
junto con otros antimalaricos (ACT del inglés, Artemisinin-based
Combination Therapies) [41], desde 2008, la resistencia a la artemisinina
en P. falciparum surgio en la frontera entre Tailanda y Camboya, como
una gran amenaza para el control y eliminacion de la malaria en todo el
mundo. La resistencia clinica a la artemisinina define un retraso en la
tasa de eliminacion del parésito de la sangre del paciente, después del
tratamiento con un derivado de artemisinina o con TCA. Recientemente,
se identificd un marcador molecular para la resistencia a la artemisinina,
el gen de P falciparum kelch 13 (pfkelchl3), que se encuentra en
el cromosoma 13 y codifica una proteina de 727 aminoéacidos. Las
mutaciones en la llamada region de hélice de la proteina Kelch (hélice
K13) se correlacionan estrechamente con la depuracion tardia del
parasito, que define el fenotipo de resistencia a la artemisinina. El gen
kelch consta de tres dominios: un dominio especifico de Plasmodium,
un dominio de BTB / POZ y el dominio de propulsor kelch. Aunque el
papel de la proteina K13 de P. falciparum es desconocido, evidencias
sugieren que estd involucrada en la respuesta celular al estrés oxidativo.
Después de la identificacion del gen k13 como marcador molecular para
resistencia a la artemisinina, se realizaron numerosos estudios para evaluar
el polimorfismo en este gen a partir de varias regiones endémicas de la
malaria. Mutaciones del gen kelch han sido asociadas con sobrevivencia
de parésitos en fase de anillo y retraso de tasas de eliminacion de parasitos
en pacientes tratados con derivados de artemisinina. En consecuencia, la
secuenciacion del dominio de hélice Kelch del gen k13 se ha convertido
en una herramienta importante en la vigilancia e investigacion de la
resistencia a la artemisinina en P. falciparum.
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Tabla 1. Clasificacion de los antimalaricos

segun la estructura quimica

Familia quimica Grupo funcional Medicamento
NH .
2 Cloroquina,
4-Aminoquinolinas = amodiaquina,
N piperaquina
Quinina, quinidina,
. mefloquina,
Aminoalcoholes HO. _~ NH, halofantrina,
lumefantrina
. o 0 .
Sulfonamidas y \/ Sulfadoxina,
sulfonas R v S\ sulfaleno, dapsona
NH NH > .
. . roguanil,
B .
iguanidas HzN H NH; cloroproguanil
N. _NH,
o T o
Diaminopirimidina ~N Pirimetamina
NH,
CH,
/I\/\/NHz
HMN H
8-Aminoquinolinas N Primaquina
= ~CHj,
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Familia quimica Grupo funcional Medicamento
oy
Artemisinina,
Sesquiterpeno artemeter,
lactonas artesunato,
dihidroartemisinina
Naftoquinona Atovacuona
Azitromicina,
g clindamicina
Antibioticos C ’
doxiciclina,
tetraciclina

Fuente: Elaboracion propia
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Clasificacion de los medicamentos antimalaricos

Los antimaléricos se clasifican de acuerdo con la estructura quimica
del compuesto (Tabla 1) y por la actividad antimalérica sobre un tejido
especifico.
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Figura 2. Representacion de la historia de los medicamentos utilizados como
antimalaricos hasta 2008. La intensidad del color muestra el periodo en que
los medicamentos fueron mas efectivos, el intervalo en afios, el periodo en que
fueron empledos y los circulos de colores la cronologia en que fue apareciendo
la resistencia

Fuente: Modificado de [41]

Clasificacion de antimalaricos por la actividad sobre el tejido

- Esquizonticidas de tejido: Utilizados para prevenir las recaidas, actuan
en el tejido hepatico, combatiendo los hipnozoitos que son propios de
las especies de P. vivax y P. ovale. La primaquina y la pirimetamina son
los antimalaricos que tienen actividad sobre este tejido.

- Esquizonticidas sanguineos: Actuan sobre las formas sanguineas del
parasito (anillos, trofozoitos, esquizontes) y, por lo tanto, en el control de
la malaria clinica. Estos incluyen CQ, artemisinina, quinina, mefloquina,
halofantrina, pirimetamina, sulfadoxina, sulfonas, tetraciclinas, etc.
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- Gametocidas: Destruyen las formas sexuadas del parasito en la sangre
evitando la transmision al mosquito vector. La CQ y la quinina tienen
actividad gametocida contra P. vivax y P. malariae, pero no contra P.
falciparum [42]. La primaquina tiene actividad gametocida contra todos
los Plasmodium, incluyendo P. falciparum [43].

- Accidn sobre oocistos: Impiden el desarrollo de los oocistos en el
mosquito evitando la transmision de la infeccion. Los antimaldricos que
presentan esta accion son la primaquina y el cloroguanida [44].

Tratamiento de la malaria por Plasmodium vivax

En Colombia, el tratamiento convencional para la malaria por P. vivax
es de 25 mg de CQ base por kg de peso durante tres dias consecutivos,
combinada con primaquina 0,25 mg base por kg de peso, una vez al dia
durante 14 dias consecutivos [45]. Sin embargo, el tratamiento varia
segun las regiones geograficas, y de acuerdo con el nivel de resistencia
geografica del parasito al medicamento y de las politicas internas de
cada pais respecto al mismo (Tabla 2) [38].

La CQ fue introducida como tratamiento antimaldrico en la década del
40y se convirti6 rapidamente en el tratamiento de eleccion, debido a sus
ventajas sobre los otros antimalaricos: bajo costo, baja toxicidad, buena
eficacia, facil administracion y seguridad en el tratamiento de nifios
y mujeres embarazadas [46, 47]. Este es un esquizonticida sanguineo
tanto para P. vivax como para P. falciparum. Aunque es potente contra
los gametocitos de P. vivax no presenta esta misma actividad contra los
gametocitos de P. falciparum [42].

Alrededor del 90% de la CQ es absorbida en el tracto gastrointestinal,
siendo ampliamente distribuida por el cuerpo, debido a la fijacion en
diferentes tejidos como higado, rifion, bazo, pulmon, etc. Los niveles
sanguineos terapéuticos persisten durante 6 a 10 dias y tienen una vida
media de 1 a 2 meses. El medicamento se excreta por los rifiones y el
remanente se convierte en metabolitos activos en el higado, siendo el
principal de ellos la desetilcloroquina [48].
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Las concentraciones de CQ minimas eficaces para suprimir los parasitos
de P. vivax sonde 15 y 30 ng por mL en plasma y suero, respectivamente.
Como el metabolito desetilcloroquina puede actuar contra P. vivax, se
puede suponer que aislados de P. vivax susceptibles a la CQ pueden ser
eliminados de la sangre por concentraciones mayores de 10 ng por mL
de CQ y de su metabolito en plasma [49].

La primaquina es coadministrada con la CQ para prevenir las recaidas
debido a los hipnozoitos, pero la efectividad depende del régimen
curativo radical completo de dos semanas [50]. La primaquina no es
recomendada para el tratamiento de gestantes, nifilos menores de seis
meses e individuos con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD), por la susceptibilidad a la accién de agentes oxidantes que
conlleva el riesgo de presentar anemia hemolitica [2].

Mecanismos de accion de la cloroquina en Plasmodium

En la fase intraeritrocitica del Plasmodium, el parasito utiliza la
hemoglobina como la principal fuente de aminoacidos para su
crecimiento y maduracion. La hemoglobina es captada por el citostoma,
transportada a la vacuola digestiva (VD) donde es degradada en pequeiios
fragmentos [57] por la accion de las proteasas asparticas, proteasas de
cisteinas, plasmepsinas, y falcipales, a un pH de 5,0 a 5,5 [58-60]. En
este proceso ocurre la liberacion del residuo, denominado heme, que es
toxico para el parasito. Sin embargo, a través de un mecanismo natural de
desintoxicacion del parésito, éste sufre oxidacion a hierroprotoporfirina
IX y se acumula en la VD en forma de cristales insolubles e inertes,
denominados pigmentos malaricos o hemozoina [61].

Se cree que en P. falciparum la actividad antimalarica de la CQ ocurre
en el VD, como es propio de las quinolinas. La CQ es permeable a las
membranas y puede, por lo tanto, difundirse desde el medio extracelular
hasta el VD [62,63]. Sin embargo, dentro del VD la CQ permanece en
su forma protonada (principalmente di-protonada) y por consiguiente,
una forma menos permeable a las membranas [64]. En el VD, la CQ
se une a la protoporfirina IX en sus formas oxidadas de hematina o
cristalina beta-hematina, evitando su biocristalizacion a hemozoina
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y causando la acumulacion de estas sustancias en el interior del VD
[65]. Esta acumulacion produce estrés oxidativo en el parasito debido al
aumento de las especies reactivas del oxigeno, que es considerado como
la consecuencia final del mecanismo de accion de la CQ, debido al dafio
en los componentes celulares que lleva a modificaciones estructurales y
pérdida de la funcioén bioldgica [66-67].

El mecanismo de accion de la CQ en Plasmodium se ha estudiado
basandose en el modelo de P. falciparum por dos razones principales:
1) historicamente P. vivax fue menos fatal que P. falciparum y 2) las
dificultades de mantener el P. vivax en cultivo continuo. Siendo asi,
poco se sabe sobre el mecanismo de accion de la CQ en esta especie.

Otros tratamientos en la malaria por Plasmodium vivax

Mefloquina. Esta es altamente eficaz contra la malaria por P. vivax
resistente a la CQ. Esta es recomendada en regiones donde la resistencia
de P. falciparum a la mefloquina no ha sucedido [51].

Sulfadoxina-Piremetamina. El P. vivax muestra un cierto grado de
“resistencia innata” a la sulfadoxina, que puede ser aumentada por
la presion de la droga. El residuo 585 en la proteina PVDHPS es
responsable de esta resistencia y las mutaciones en los codones que
codifica para los residuos 383 y 553 podrian ser responsables por la
resistencia adquirida desarrollada por el uso intensivo generalizado de
sulfadoxina y otras sulfamidas[52]. Con respecto a la pirimetamina, las
mutaciones en los codones que codifican para los residuos 57, 58, 61
y 117 en la proteina PVDHFR fueron asociados con el fracaso clinico;
estas mutaciones se encuentran en la mayoria de los paises endémicos
para la malaria, lo que compromete potencialmente la eficacia de este
medicamento [53-55].

Terapias combinadas con artemisinina (TCA). En el afio 2009, 81 paises
con prevalencia de malaria adoptaron las TCA como primera linea de
tratamiento de la malaria complicada por P. falciparum. En las Islas
Salomoén, Vanuatu, PNG, Papua e Indonesia las TCA fueron adoptadas
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como tratamiento de primera linea para cualquiera de las especies [8]. La
OMS recomendo utilizar las TCA para el tratamiento de P. vivax en areas
donde ocurre resistencia a la CQ y / o en las localidades donde las TCA
se utilizan como tratamiento de primera linea para P. falciparum, con la
excepcion de la combinacion artesunato-sulfadoxina-pirimetamina, por
los antecedentes con la combinacién sulfadoxina-piremetamina[45].
Las TCA también se utilizan para tratar infecciones por especies mixtas.
En regiones coendémicas, ambas especies (P. vivax y P. falciparum)
comparten vectores y hospederos humanos que son frecuentemente
sujetos a fuerzas similares de seleccion. Por lo tanto, se supone que el
uso generalizado de TCA contra P. falciparum puede ejercer presion
selectiva sobre las poblaciones de P. vivax. En P. vivax fue idenificado
un gen ortologo del gen pfkl3 en P. falciparum, éste fue denominado
pvki2 (localizado en el cromosoma 12). Estudios han mostrado parésitos
mutantes para el gen pvk/2, dos mutaciones no sindénimas fueron
descritas en los codones G372A y C516T, a frecuencias muy bajas en
Camboya, donde la resistencia a la artemisinina en P. falciparum surgio
por primera vez [56].

Tabla 2. Listado de tratamientos
para malaria en la Region de las Américas segun la especie
de Plasmodium y el cuadro clinico del paciente

AMERICAS P. falciparum P. vivax

No complicada Grave Tratamiento
confirmada

Argentina AL+PQ -- CQ+PQ
Belice CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Bolivia AL AS CQ+PQ(7d)
Brasil AL+PQ; :I\S/Ii(éli CQTPQ(7d);
AS+MQ+PQ ONACL CQ+PQ(14d)
Colombia AL+PQ AS CQ+PQ(14d)
. CQ+PQ(7d);

+

Costa Rica CQ+PQ (1d) AS CQPQ(14d)
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AMERICAS P. falciparum P. vivax
No complicada Grave Tratamiento
confirmada
Republica CQ+PQ(1d) AS CQ+PQ(14d)
Dominicana
Ecuador AL+PQ AS A d)JS)% (7d)
El Salvador CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Guyana
A AL AS CQ+PQ(14d)
Guatemala CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Guyana AL+PQ(1d) AM CQ+PQ(14d)
Haiti CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Honduras CQ+PQ(1d) QN; AS CQ+PQ(14d)
México CQ+PQ AM CQ+PQ
Nicaragua CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(7d)
Panam AL+PQ(1d) QN 88:11; 8((1733)
Paraguay AL+PQ AS CQ+PQ
Pera AS+MQ+PQ AS+MQ CQ+PQ(7d)
Suriname AL+PQ(1d) AS CQ+PQ(14d)
Venezuela AS+MQ+PQ AM; QN CQ+PQ(14d)

CQ- Cloroquina PQ- Primaquina MQ- Mefloquina AS- Artesunato AL-

Arteméter y Lumefantrina PG- Proguanil AQ- Atovaquone TCA-Tratamiento
combinado basado en Artemisinina QN-Quinina, d: dias

Fuente: [38]

Terapias preventivas de la malaria

Para proteger a las mujeres en areas de transmision de la malaria
moderada y grave en Africa, la OMS recomienda un tratamiento
preventivo intermitente en el embarazo (TPIE) con el medicamento
antipaludico sulfadoxina- epirimetaminay para los nifios en edades entre
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3 y 59 meses que viven en areas de transmision altamente estacional
recomienda protegerlos mediante programas de “quimio prevencion de
la malaria”, los nifios reciben una dosis de sulfadoxina-pirimetamina
(SP) y de amodiaquina (AQ) durante tres dias, a razon de una vez al mes
en la época de lluvia. Sin embargo, la implementacion del programa no
esta disponible para la mayoria de los paises [38].

Factores relacionados con la eficacia y resistencia de los
antimalaricos

La eficacia terapéutica esta influenciada por factores relacionados con
el huésped humano (inmunidad), el parasito (resistencia a la droga)
y las variaciones individuales en la farmacocinética. La combinacion
de estos factores puede conducir al fracaso del tratamiento debido a
la mala absorcion y eliminacion rapida del antimalarico (por ejemplo,
diarrea o vomito), baja biotransformacion de los farmacos, reduccion de
la concentracion de la droga, baja adhesion del paciente al tratamiento e
interacciones medicamentosas [68].

Los estudios de eficacia terapéutica pueden ayudar a predecir la
resistencia a las drogas, pero para confirmarla es necesario probar la
recrudescencia del parésito en el paciente que ha recibido tratamiento,
0 sea aparicion de un caso clinico por fracaso del tratamiento, distinguir
entre parasitos provenientes de recrudescencia o de reinfeccion
(determinacion del genotipo los parésitos) y medir que la concentracion
del farmaco o de sus metabolitos en la sangre sea la adecuada [68].

Por definicion, resistencia es la capacidad de una cepa de parésitos de
sobrevivir o multiplicarse a pesar de la administracion y absorcion del
farmaco que alcanza concentraciones toxicas para el pardsito, siendo
¢ste administrado en dosis iguales o superiores a aquellas usualmente
recomendadas, pero dentro de la tolerancia del sujeto. EI componente
activo debe estar en contacto con el parasito o con el eritrocito infectado
durante el tiempo preciso para su accion normal. La resistencia cruzada
ocurre entre fAirmacos que pertenecen a la misma familia quimica o
que tienen modos de accion similares y la resistencia a multiples
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drogas ocurre entre compuestos de clases quimicas y modos de accion
diferentes. Hasta el momento, la resistencia se ha documentado en tres
de las cinco especies causantes de la malaria humana: P, falciparum, P.
vivax 'y P. malariae [68].

La disminucion de la eficacia del antimaldrico se manifiesta por
la reduccion de la velocidad de depuracion de la parasitemia inicial
(falla precoz del tratamiento) o por la incapacidad del antimalarico de
eliminar los parésitos de etapas sanguineas, permitiendo la produccion
de los gametocitos que son responsables de la transmision del genotipo
resistente (por ejemplo, falla tardia del tratamiento) [69].

Las razones de la aparicion de la parasitemia después de una terapia
esquizonticida sanguinea, puede deberse a una reinfeccion causada
por una nueva exposicion a la picadura del mosquito vector, una
recrudescencia originada por parasitos asexuales de la fase sanguinea
sobrevivientes a la terapia (cepas de Plasmodium resistentes) o una
recaida. El término recaida se refiere a la malaria clinica causada
por parasitos originarios de hipnozoitos (en P. vivax), estas pueden
ocurrir semanas o afios después del primer episodio de la parasitemia 'y
enfermedad clinica. En las infecciones por P. vivax, la recrudescencia
producida por la falla tardia del tratamiento es confundida por la
reinfeccion o recaida [69,70].

En general, distinguir entre recrudescencia, reinfeccion o recaida es dificil,
aunque es una necesidad critica en el analisis de la respuesta terapéutica.
Los parasitos genéticamente diferentes en una infeccion, pueden ser debido
auna reinfeccion o una recaida proveniente de hipnozoitos de un genotipo
distinto o un recrudecimiento debido a un genotipo que estaba en mino-
ria y no fue detectado originalmente. Por otro lado, los parasitos gené-
ticamente iguales causantes de parasitemias primarias y secundarias no
determinan recrudescencia, porque muchas veces los hipnozoitos se deri-
van del genotipo del parasito causante de la parasitemia primaria [70,71].

El genotipado molecular es una herramienta que permite la diferenciacion
entre la recrudescencia y la reinfeccion en P. falciparum. Sin embargo,
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en P, vivax varias metodologias fueron descritas pero sus aplicaciones
e interpretaciones todavia estan siendo investigadas [69]. Los métodos
disponibles actualmente son incapaces de distinguir entre recrudescencia,
recaida o reinfeccion, pues las infecciones de P. vivax son a menudo
policlonales, incluso en areas de baja transmision, lo que dificulta la
comparacion de las muestras pareadas, ademas de las bajas parasitemias,
lo que reduce la sensibilidad en la deteccion de clones minoritarios y
aumenta la incertidumbre de los resultados en el genotipado [70-73].

Surgimiento de la resistencia a los antimalaricos

Se cree que dos fases estan involucradas en el desarrollo de la resistencia.
En la primera fase, un evento genético inicial produce un mutante
resistente (mutacion de novo), que confiere al parasito una ventaja de
supervivencia frente a la droga. En la segunda fase, los parasitos resistentes
se seleccionan y empiezan a multiplicarse, eventualmente resultando
en una poblacion parasitaria que ya no es susceptible al tratamiento.
En algunos casos es necesario que ocurra un unico evento genético o
varios eventos independientes para generar resistencia [74]. Por lo tanto,
estos eventos genéticos son espontaneos, raros y ocurren aleatoriamente,
independientemente del farmaco utilizado. Estos se caracterizan por
mutaciones genéticas, alteraciones en el nimero de copias de los genes
que determinan el blanco de la droga o que afectan a las bombas que
regulan las concentraciones intraparasiticas de la droga [68].

En el caso de la resistencia de novo a la CQ estudios epidemiologicos
moleculares han sugerido que mutantes resistentes surgieron indepen-
dientemente en un namero limitado de lugares geograficos. En Africa,
la aparicion de la resistencia a la CQ no fue vinculada a la aparicion
de una mutacion de novo en la regidn, sino a la propagacion lenta
y gradual de los parésitos resistentes del Sudeste de Asia que llega-
ron finalmente a Africa Oriental, igual a lo ocurrido con los parasitos
altamente resistentes a la pirimetamina [75-76]. Contrariamente, la
resistencia a la mefloquina surgi6é rapidamente en la frontera oeste de
Camboya y en la frontera noroeste de Tailandia en la década de los 80
[77]. El cambio molecular que llevo a la resistencia a la mefloquina
ocurrid a partir de multiples eventos, independientes y en varios lu-
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gares geograficos [78]. Mientras que la resistencia a los antifolatos y
atovacuona surge mas frecuentemente y es facil inducirla en modelos
experimentales [79].

Factores que influencian el surgimiento de la resistencia

La aparicion de la resistencia en Plasmodium depende de multiples
factores. La tasa de mutacion del parésito tiene influencia directa sobre
la frecuencia con que la resistencia puede surgir. Aunque las tasas de
mutacion mas elevadas permiten la aparicion mas rapida de laresistencia,
también pueden conducir a una acumulacion de mutaciones deletéreas.
Debido al hecho de que las mutaciones asociadas con la resistencia a
los farmacos tienen un costo adaptativo, la ventaja selectiva adquirida
por la cepa resistente a la droga es equilibrada por el costo bioldgico
resultante de la funcién alterada de la proteina mutada, este costo
puede ser balanceado por la adquisicion de mutaciones compensatorias
durante la presion prolongada a las drogas, como se observa en los
casos de las parasitemias elevadas. Los parasitos resistentes emergentes
en un area de alta transmision probablemente estardn presentes en
infecciones policlonales. Sin embargo, si las mutaciones que confieren
la resistencia a los fAirmacos estan asociadas con costos de adaptacion
significativa, es mas probable que los parasitos sensibles sobrevivan y
que la transmision de los resistentes sea deficiente [80].

La exposicion a medicamentos de manera inapropiada debido a
pobres propiedades farmacocinéticas (por causa de exposicion del
medicamento a factores que alteren sus propiedades), dosificacion
inadecuada o infecciones adquiridas durante la fase de eliminacion de un
tratamiento antimaldrico previo pueden resultar en parasitos expuestos
a concentraciones sub-terapéuticas de las drogas, lo que aumenta la
probabilidad de surgir los parasitos resistentes [80].

El surgimiento de parasitos resistentes también puede ser acelerado por
una fuerte presion selectiva de la droga, lo que disminuye la prevalencia
de parésitos sensibles del tipo silvestre. También la propagacion de
parasitos resistentes es afectada por el impacto de los antimalaricos en
los gametocitos, pues si la presion selectiva de la droga disminuye la
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viabilidad de los gametocitos sensibles en una infeccion policlonal y la
probabilidad de la transmision de parasitos resistentes aumentaria [80].

En éreas de alta transmision, los individuos gradualmente adquieren
inmunidad parcial y la infeccion es controlada, lo que puede también
reducir considerablemente el surgimiento y diseminacion de resistencia.
La inmunidad actia de forma no selectiva eliminando tanto las formas
sanguineas asexuales como las sexuadas, incluyendo los raros mutantes
de novo resistentes, mejorando de esta forma la tasa de curacion. Esto
reduce la ventaja de la transmision relativa de parasitos resistentes,
pues disminuye la probabilidad de producir un numero suficiente de
gametos [68].

Resistencia de P. vivax a la Cloroquina

La resistencia a la CQ de las dos especies que son causantes del mayor
nimero de casos y de muertes que afecta humanos, tuvo un desarrollo
histérico diferente. La resistencia de P. falciparum a la CQ fue descrita
por primera vez en 1959 y esta se ha extendido de tal manera, que la OMS
recomendo su uso solamente en areas especificas [36]. La resistencia del
P vivax a CQ apareci6 cerca de 30 afios después de la de P. falciparum
[16]. Varios factores biologicos del P. vivax pueden haber contribuido
en esta diferencia: (a) Los gametocitos de P. vivax aparecen temprano
en el curso de la infeccidon, y cominmente son transmitidos antes de
la exposicion al antimalaricos, (b) en las regiones endémicas, una alta
proporcion de infecciones en adultos son asintomaticas, comparada
con adultos infectados con P. falciparum, esto conlleva a una menor
exposicion del P. vivax a los antimalaricos que reduce la presion selectiva
de la resistencia a las drogas y (c) la especie vivax solamente invade
reticulocitos, esto mantiene una carga parasitaria muy baja, la que reduce
el chance de producir resistencia de novo y su propagacion [8].

La CQ permanece como tratamiento de eleccion en la mayoria de las
regiones endémicas para P. vivax excepto en Papua Nueva Guinea,
Papua, Indonesia, Islas Salomén y Vanuatu, donde los TCAs son
usados [8]. Se cree que la terapia combinada con primaquina, usada
para eliminar los hipnozoitos mejora la actividad de la CQ contra los
parasitos resistentes de estadios sanguineos [68, 81,82].
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A pesar de los casi 20 afios de evidencias de resistencia del P. vivax
a la CQ, los mecanismos de actividad de este antimalarico contra el
parasito atn no estdn bien comprendidos, y ademads, pocas técnicas
han sido estandarizadas para la determinacion de la resistencia a la CQ
[83,84]. El diagndstico de la resistencia a la CQ implica la medicion
de CQ y su metabolito, la desetilcloroquina (DCQ), en la sangre del
paciente el dia de la parasitemia recurrente. Para que el caso sea
considerado de resistencia, la suma de los niveles de cloroquina y su
metabolito (DCQ) deben exceder la concentracion minima efectiva
(CIM) de 100 ng por mL [85], concentracidn suficiente para eliminar
parasitos sensibles, sean originados de cualquiera de las tres posibles
formas de parasitemia: recrudescencias, reinfecciones o recaidas.
Los antimaléricos de larga accion como la CQ, retardan el tiempo de
la primera recurrencia del pardsito. La propagacion de los parasitos
de P. vivax puede ocurrir solamente si la concentracion de la CQ
en la sangre estd por debajo de la CIM. Los estudios clinicos han
demostrado que si la dosis recomendada de la CQ fue bien absorbida,
la parasitemia no puede ser detectable hasta aproximadamente 35 dias
después del inicio del tratamiento, tiempo en el cual la concentracion
de la CQ en la sangre se reduce por debajo de la CIM [85]. Por lo
tanto, cualquier recurrencia del parasito hasta los 28 dias después del
inicio del tratamiento es sospechosa de resistencia a la CQ [69].

Los primeros casos de resistencia a la CQ en P vivax fueron
documentados en soldados australianos repatriados de Papua Nueva
Guinea en 1989 [27] y desde entonces, reportes de resistencia a la CQ
fueron publicados a través del mundo. La falla terapéutica de la CQ en
P vivax, antes o hasta el dia 28 después del inicio del tratamiento, se
describio en Afganistan, Brasil, Camboya, Colombia, Guyana, Etiopia,
India, Madagascar, Malasia (Borneo), Myanmar , Pakistan, Papia Nueva
Guinea, Pert, Republica de Corea, Islas Salomon, Sri Lanka, Tailandia,
Turquia, Vanuatu y Vietnam [84]. Sin embargo, solo en algunos de
estos estudios la concentracion de la CQ en la sangre se midi6 para
confirmar la resistencia. Por lo menos un caso real de resistencia a la
CQ con niveles adecuados de CQ en sangre fue confirmado en Brasil,
Etiopia, Indonesia, Malasia (Borneo), Myanmar, Papua Nueva Guinea,
Pert, Islas Salomoén y Tailandia [68].
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Sin embargo, la diferencia entre los niveles de resistencia entre localidades
en un pais y entre los diferentes paises es marcada. En Papua, en el oriente
de Indonesia, la proporcion de parasitos resistentes a la CQ esta entre el
64 y el 84% [81, 85-88]. Mientras que la falla terapéutica el dia 28 con
tasas superiores al 10% fue descrita en otras localidades de Indonesia
[89-95]. El nivel de resistencia por debajo del 5% ocurre en la mayoria
de los paises con resistencia y en algunas de las localidades de los paises
con reportes de alta tasa de resistencia [96-102].

La resistencia a la CQ en Plasmodium parece ser un proceso
multifactorial y complejo. Los estudios sobre la resistencia a la CQ en
P. vivax se basan en el modelo de P. falciparum [103]. La aplicacion y
el andlisis de cruces genéticos entre cepas de P. falciparum susceptibles
y resistentes a la CQ [104-106] condujeron a la identificacién de la
proteina PfCRT como un determinante importante de la resistencia a la
CQenestaespecie [107]. Los diferentes alelos de PfCRT se describieron
en regiones endémicas [108] y la mutacion K76T fue relacionada con
el fenotipo resistente en P. falciparum. Esta correlacion ocurre debido
a su alta prevalencia en aislados resistentes obtenidos de campo, por su
localizacidon en laregion del transportador involucrada en la especificidad
del sustrato [109] y en la restauracion de susceptibilidad a la CQ cuando
se expresa el aminoacido silvestre (76K) en cepas resistentes a la CQ
[110]. En andlisis de muestras en en Peru, Venezuela, Brasil, Nicaragua
y Honduras (2005-2012), no se encontraron parasitos sensibles a CQ
(de genotipo CVMNK), lo cual indica una fijacion de los genotipos
resistentes. En Brasil y Venezuela todas las cepas estudiadas muestran
el genotipo SVMNT de pfcrt, y en Pert se encontraron dos genotipos
diferentes de resistencia (CVMNT y SVMNT) [38].

El mecanismo preciso por el cual la mutacion en el PfCRT es responsable
en la reduccion de la acumulacion de la CQ en el VD atn no ha sido
totalmente dilucidada [111]. Una de las hipotesis sobre la alteracion del
pH en el VD es controvertida, pues aparentemente no hay diferencia
entre el pH en el VD de los parasitos susceptibles y resistentes a la
CQ [112-114]. La hipotesis que explica que el PfCRT mutante confiere
resistencia a la CQ mediando la fuga de la droga del VD, llevando a una
significativareduccion de la CQ intravacuolar en los parésitos resistentes
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a la CQ [115] es ampliamente aceptada. Se cree que la fuga de la CQ
estd acoplada al flujo de H" en el VD, a través de una via sensible al
verapamilo [111]. Aun no se sabe si este es un proceso pasivo [116-118]
0 un proceso activo, que implica gasto de energia [119].

Marcadores moleculares de resistencia a los antimalaricos

Los marcadores que claramente estan representando la seleccion
natural son aquellos que mapean regiones del genoma asociadas con
caracteristicas de adaptacion, como la codificacion de los antigenos
de superficie y la resistencia a los medicamentos [120]. Estos reflejan
los efectos combinados de la historia poblacional del parasito y las
restricciones selectivas impuestas por la inmunidad del huésped y el
uso de antimaldricos [121], pero no proporcionan mucha informacion
sobre la estructura de la poblacion de parasitos [122].

La resistencia a los antimalaricos se ha relacionado con mutaciones o
nimeros de copias aumentadas de un numero limitado de genes que
codifican proteinas implicadas en el transporte celular. Este proceso
puede deberse a un solo gen o a un proceso aditivo por la contribucion
de multiples proteinas mutantes que interactiian y aumentan el nivel
de resistencia [123]. Las proteinas transportadoras, particularmente
la superfamilia ABC, estan relacionadas con la resistencia a los
farmacos en diferentes organismos, desde las bacterias hasta los
humanos [124-126].

Las tablas 3 y 4 muestran los genes de P falciparum y P vivax,
respectivamente, que han sido relacionados con la resistencia a diferentes
antimalaricos. Mutaciones no sinonimas encontradas en cepas de
parasitos circulantes en diferentes regiones endémicas del mundo.
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Tabla 4. Marcadores moleculares utilizados en la vigilancia de la
resistencia a los antimalaricos en P. vivax (Adaptado de [69])

Marcador . . Amodiaquina+
molecular cQ Mefloquina  Antifolato Sulfadoxina
Pvcrt-o SObr?_,
expresion
Y976F, Amplificacion
Pymdrl F1076L del gen Y976F
F57L,
S58R
’ F57L, S58R
Pvdhfi T61M, ’ ’
SI17T. T61M, S117T
S117N
A383G,
Pvdips A553G

Fuente: Elaboracion propia.

Marcadores moleculares relacionados
con la resistencia a CQ en Plasmodium falciparum

Dos genes han sido ampliamente estudiados en cuanto a la resistencia de
la CQ en P. falciparum, pfcrt y pfmdr1, que codifican proteinas, PfCRT
(transportador de resistencia a la cloroquina) y PfMDR1 (proteina de
resistencia a multiples farmacos), respectivamente [107].

Se encontr6 una fuerte asociacion entre los pardsitos de campo
resistentes a CQ y la mutacion en la posicion 76 de la proteina PfCRT,
que determina el cambio de la treonina por la lisina (K76T). Sin
embargo, el verapamilo, un bloqueador de los canales de calcio, no
revierte completamente la susceptibilidad de las cepas resistentes a la
CQ a niveles equivalentes a las cepas susceptibles. Esto sugiere que la
mutacion de la proteina PfCRT es importante pero no suficiente para
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explicar la resistencia a la CQ [127]. Estudios posteriores demostraron
que las mutaciones en la proteina PIMDR1 pueden dar como resultado
niveles mas altos de resistencia CQ [128-130].

En 2003, Mu y colaboradores [123], describieron asociaciones entre
nueve genes transportadores y la resistencia in vitro a la CQ y la
quinina, con seis de esos /oci mostrando asociacion con CQ o quinina,
en muestras de la poblacion del sudeste asiatico. Los polimorfismos
de base tnica (SNP), en 11 genes transportadores, incluyendo pfcrt y
pfmdrl, mostraron asociaciones significativas con la disminucion de la
sensibilidad a la CQ y / o quinina en P. falciparum (Tabla 5). Se detecto
desequilibrio de ligacion significativo, sugiriendo interacciones entre
los genes transportadores.

Tabla 5. Genes transportadores de P. falciparum, nuevos
candidatos a marcadores moleculares asociados
a la resistencia a la CQ y la quinina

Principales mutaciones en la

Genes secuencia de los aminoacidos
relacionadas con resistencia
pfa0590w(G2) N1042D, Y191H, A437S
pf13-0271 (G7) 1390 insercion de trinucledtido
pf14-0679 (G25) Intron G-A
pf14-0292 (G30) Intrén C-G
pfe0775¢ (G47) L241V
pf08—-0078 (G49) QI46E, L1046l, L11161
pf14-0260 (G54) Y141Y, T144T
pfl14-0133 (G55) Polimorfismo de microsatelite
pfl0620c (G70) E105K

Fuente: Adaptado de [123]
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Marcadores moleculares de la resistencia a CQ en P, vivax

En P. vivax, los marcadores moleculares de resistencia CQ aun no
han sido dilucidados. Los estudios centrados en genes conocidos
como determinantes de la resistencia a la CQ en P. falciparum no han
demostrado una fuerte correlacion entre los genes pvcgl0 o pvert [28]
y pvimdr-1 [29] y el fenotipo resistente a la CQ [69].

Los genes pvcrt y pvmmdr-1

Nomura y colaboradores en 2001 [28], describieron el gen ortélogo de
pfert en P, vivax, denominado pvcrt-o. En este estudio se demostrd que
no existia asociacion entre los SNP del gen pvcrt-o y la resistencia a
la CQ y por lo tanto, por primera vez, se sugirié que los mecanismos
de resistencia entre P. falciparum y P. vivax debian ser diferentes. La
proteina codificada por este gen, PvCRT, posee diez dominios trans-
membrana y pertenece a la superfamilia de transportadores de drogas
y metabolitos [116]. En el trabajo realizado por S& y colaboradores
(2006) [131], las versiones de las cepas silvestre de la proteina fue-
ron expresadas por el organismo modelo Dictyostellium discoideum,
mostrando que la incorporacion de la CQ en los endosomas acidos de
este organismo se redujo en un 60%, y este efecto fue reversible por el
verapamilo. Estos resultados sugirieren que esta proteina podria desem-
pefar un papel importante en el transporte de la CQ.

En 2005, Brega y colaboradores [29] describieron el gen homoélogo del
pfimdrl en P. vivax, el pvmdrl. El gen pvmdrl esta formado por un solo
é¢xon de 4.395 pb que codifica para una proteina de 465 aminoacidos
(165 kDa). La proteina PvMDR1 posee dos dominios transmembranales
hidrofobicos que atraviesan la membrana varias veces. Cada dominio
consiste en seis segmentos transmembrana (o hélices putativos). Los
otros dos dominios son hidrofébicos y poseen un dominio de enlace a
nucledtido (NDB del inglés Nucleotide Binding Domain) que acopla la
energia de la hidrolisis del ATP al proceso de transporte. En la proteina
PvMDRI1, cada NDB esta compuesto por un motivo Walker Ay B, y una
forma ABC tipica. Todas estas caracteristicas estructurales clasifican la
proteina PvMDR 1 como miembro de las proteinas transportadoras ABC.
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En el trabajo realizado por S& y colaboradores, (2005)[132], fue
secuenciado el gen pvmdrl en diez aislados de diferentes regiones del
mundo, entre los cuales habian algunos probadamente resistentes a la
CQ. Los resultados evidenciaron que las muestras podian ser agrupadas
de acuerdo con el origen geografico, pero no hubo asociacion entre los
polimorfismos encontrados y el fenotipo de resistencia a la CQ. Los
trabajos realizados por Brega y colaboradores (2005)[29], sugirieron la
asociacion entre la presencia de dos mutaciones, Y976F y F1076L (en
el caso doble mutante) y el fenotipo de resistencia a la CQ.

Suwanarusk y colaboradores (2007)[83] investigaron la sensibilidad in
vitro a la CQ y los polimorfismos de Pvcrt-o 'y Pvmdrl en aislados
de P vivax recogidos de Papua e Indonesia, donde altos niveles
de resistencia a la CQ han sido reportados, y de Tailandia, donde el
tratamiento con la CQ generalmente ha sido eficaz. Los resultados de
este trabajo demostraron que los niveles de IC50 (concentracion de la
droga equivalente al 50% de inhibicion de los parasitos) a la CQ fueron
mucho mayores en Papua e Indonesia que en Tailandia. La mutacion
Y976F en PvMDRI1 estuvo presente en el 96% (123/128) de los aislados
de Papua y el 25% (17/69) de los aislados de Tailandia, siendo que el
IC50 a la CQ fue mucho mayor en los aislados con la mutaciéon Y976F
cuando fueron comparados con aislados silvestres.

En el afo 2008, Barnadas y colaboradores [94] evaluaron la respuesta
clinica a la CQ en 105 individuos de seis localidades de Madagascar
encontrando porcentajes considerables de falla terapéutica ala CQ (entre
el 5,1% y el 14,8%). En este trabajo también se evalud la presencia de
SNPs, por secuenciacion completa de los genes pvcrt-o (éxon 1-6) y
pvmdrl. Como resultado, todas las muestras presentaron el tipo silvestre
para el gen pvcrt-o incluyendo muestras que provenian de pacientes con
recrudescencia. Para el gen pvmdrl se describieron diez mutaciones
no-sinénimas. Cinco descritas previamente (G698S, M90SL, T958M,
Y976F, y F1076L) y cinco nuevas mutaciones (F194Y, S510T, S513R,
1636T, y A829V); de éstas, cuatro se presentaron en bajas frecuencias
(1,3% -7,5%), mientras que la mutacion S513R fue de alta prevalencia
(96,3%). Las mutaciones anteriormente descritas, incluyendo Y976F,
tuvieron una frecuencia de entre el 97,8% y el 100%. Los autores
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concluyeron que existen parasitos resistentes a la CQ en Madagascar,
pero que la mutacion Y976F del gen pvmdrl es ineficaz en el monitoreo
de esta resistencia en las localidades evaluadas.

Otros estudios han especulado que la resistencia a la CQ por P. vivax
podria estar asociada con los casos de malaria grave causados por
esta especie [133], pues después de la aparicion de la resistencia a la
CQ por P. vivax, innumerables reportes de la malaria con severidad
clinica, exclusivamente asociados con este pardsito, comenzaron a ser
evidenciados [134], incluso en la ciudad de Manaos, Brasil [95,135]. Los
estudios también mostraron un aumento de los niveles de expresion de
los genes pvert y pvmdr1, aparentemente involucrados en la resistencia
a la CQ, en pacientes con malaria grave por P. vivax comparado con
pacientes con malaria no complicada [136].

En cuanto al gen pvmdr-1, recientes estudios en el sureste de Africa
demostraron que alelos mutantes de ese gen, YO76F y F1076L, podrian
estar asociados con la reduccion de la sensibilidad a la CQ, tanto in vivo
como in vitro [29,83]. Un estudio en Brasil, mostré que aislados de P, vivax
resistentes a los CQ estan circulando en el pais, pero estos aislados no
mostraron asociacion con las mutaciones en los genes pvert'y pvmdr [137].

Conclusiones

Se observa que la gran mayoria de los trabajos ha demostrado que la
resistencia a la CQ por P. vivax parece no estar asociada con polimorfis-
mos en el gen pvert o el gen pvmdrl, a partir de la descripcion inicial de
las mutaciones Y976F y F1076L, asociadas al fenotipo de resistencia a
la CQ, a lo largo de estos ultimos afos se publicaron trabajos que sos-
tienen y trabajos que rechazan esta hipdtesis. Sin embargo, en la actua-
lidad, el valor de estos polimorfismos en la definicion de la resistencia a
la CQ no esté bien definida, sugiriendo que la accién farmacodindmica
de la CQ en esta especie sea diferente en relacion a P. falciparum [138],
o que si la accion es similar, el desarrollo de la resistencia a esta droga
involucra un mecanismo diferente [83,94]. Sin embargo, un pequefio
numero de muestras fue utilizado en estos estudios, lo que podria no
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estar revelando el real papel de estos genes en la resistencia a la CQ
como ocurre en P, falciparum.

La resistencia a la CQ llevé muchos afios para desarrollarse en un
numero limitado de focos contrastando con la situacion de la resistencia
a la pirimetamina, otro antimaldrico ampliamente utilizado, que surgié
rapidamente en muchas ocasiones independientes. De esta forma, se cree
que la resistencia a la CQ implica una mayor complejidad genética que
la resistencia a la pirimetamina (que puede ser conferida por una unica
mutacion en el gen que codifica aladihidrofolato reductasa). La complejidad
genética puede ser explicada como una exigencia de multiples mutaciones
en los genes responsables de la resistencia a la CQ [47].
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Abstract. Biomarkers can be found in different biological
fluids such as serum, plasma, urine, cells or biological
products in the form of metabolites, cytokines or genetic
markers. While biomarkers have been used to diagnose
and predict the evolution and outcomes of chronic diseases,
malaria research can make an identification of the active
form of biomarkers that can accurately discriminate the
forms of malaria and particular malaria cerebral malaria.
Such biomarkers, once identified, validated and integrated
into rapid diagnostic tests, can allow the accurate and
early identification of patients with cerebral malaria and
their subsequent referral to third level health institutions
for immediate intervention. Recent clinical studies, have
identified serological factors that have potential to be
biomarkers, these can be based on their function and their
use in the stages of malaria, in biomarkers of diagnosis and
early detection and prognostic biomarkers. This chapter
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describes in a general way the most studied biomarkers
involved in the prognosis of the severity of malaria in the
different vulnerable groups, especially children, pregnant
women, travelers, and cerebral malaria

Resumen. Los biomarcadores se pueden encontrar en diferentes
fluidos bioldgicos como suero, plasma, orina, células o pueden ser
productos bioldgicos en forma de metabolitos, citoquinas o marcadores
genéticos. Mientras los biomarcadores se han utilizado para diagnosticar
y/o pronosticar la evolucién y resultados de muchas enfermedades
cronicas, investigaciones recientes en la malaria han tomado interés
hacia la identificacion activa de biomarcadores que pueden discriminar
con precision las formas complicadas de la enfermedad. Una vez
identificado un biomarcador, debe ser validado e integrado en las pruebas
de diagnoéstico al alcance de los médicos. Recientes estudios clinicos
han identificado algunas moléculas que hacen parte de la respuesta
inmunologica o derivada del metabolismo del hospedero con potencial
para ser biomarcadores, éstos se clasifican con base en su funcion y uso
en las etapas de la malaria, en biomarcador de diagnostico y deteccion
temprana, o biomarcador de prondstico. Este capitulo describe de manera
general los biomarcadores mas estudiados con potencial para pronosticar
las complicaciones de la malaria en los diferentes grupos vulnerables,
especialmente nifos, mujeres embarazadas, viajeros y en malaria cerebral.

Palabras clave: Biomarcadores, Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, malaria complicada, malaria cerebral, citoquinas.

Introduccion

La malaria es la enfermedad tropical mas importante en el mundo,
tiene una amplia distribucion geografica, afecta a mas de 250
millones de personas y causa aproximadamente 400.000 muertes
al afio; constituyendo una significativa carga para la salud publica,
especialmente para los paises en desarrollo [1].

Actualmente, las estrategias para el control de la malaria contemplan
el desarrollo de herramientas de diagnostico con mejor sensibilidad,
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tratamientos antimaldricos maés efectivos y campafnas de promocion
en la comunidad orientadas principalmente al uso de mosquiteros,
insecticidas y control de la densidad vectorial. Pese a los grandes
esfuerzos que realizan los paises endémicos, pocos han logrado
establecer estratégicas de control efectivas y duraderas que guien al
camino de eliminacidn de la malaria [2], por lo cual, la investigacion y
desarrollo de nuevas herramientas que aporten al control o conocimiento
de la patogénesis de la enfermedad sigue siendo imperativo.

La malaria es una enfermedad multifactorial donde interactuan
componentes asociados al hospedero, al parasito, factores entomologicos
y ambientales; es causada por parasitos del género Plasmodium y
transmitida a través de la picadura de mosquitos del género Anopheles.
La interaccion entre el parasito y el hospedero desencadena complejas
respuestas celulares y moleculares, resultando en diferentes desenlaces
clinicos (malaria asintomatica, no complicada o complicada). En la
malaria complicada se pueden presentar alteraciones hematologicas
marcadas, disfunciones pulmonares, renales, hepaticas, cerebrales y
metabolicas entre otros, comprometiendo la vida del paciente. Los
parametros bioquimicos, hematoldgicos y clinicos pueden orientar sobre
el grado de compromiso del paciente, pero carecen de la cualidad para
pronosticar si el paciente desarrollard una malaria complicada o no.
Por esta razon, en los ultimos afios ha cobrado importancia el estudio
de moléculas biologicas con la capacidad de pronosticar los desenlaces
clinicos de una enfermedad, denominadas biomarcadores; su definicion
contempla una sustancia o caracteristica que puede ser medida y evaluada
objetivamente como un indicador de procesos biologicos normales,
procesos patologicos o como respuesta a una intervencion terapéutica [3].

Las investigaciones en malaria se han centrado en la identificacion
de biomarcadores como predictores confiables de exposicion, de
susceptibilidad a la infeccion y de pronostico de complicaciones. Aunque
la mayoria de los biomarcadores prometedores se basan en la comprension
actual de la inmunopatogenia de la enfermedad, algunos se centran
mas ampliamente en los mecanismos de dafio tisular e inflamacién. En
conjunto, estos biomarcadores pueden ayudar a optimizar las estrategias
terapéuticas y reducir la carga de la enfermedad [2].
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Este capitulo describe, de manera general, estudios encaminados en la
identificacion de biomarcadores como prondstico de complicaciones en
malaria, especialmente citoquinas, quemoquinas y moléculas de adhesion
endotelial que se encuentran alteradas en el curso de la enfermedad, y que
pueden contribuir a predecir los diferentes desenlaces clinicos.

Malaria complicada
Epidemiologia y generalidades de la malaria complicada

La malaria complicada es un problema de interés en salud publica
para los paises en via de desarrollo, con una incidencia anual de 2
millones de casos en el mundo, generando altos costos para el sistema
de salud [4, 5]. De acuerdo con la OMS la malaria complicada es
una emergencia médica que puede manifestarse en cualquiera de
las siguientes formas: malaria cerebral, acidosis metabdlica, anemia
severa, hipoglicemia, falla aguda renal y/o edema pulmonar agudo.
Las principales complicaciones de la poblacién infantil de Africa son
malaria cerebral en el 4% de los casos y el 17% anemia severa; sin
embargo, en los Ultimos afios se reporta un aumento en el niimero
de casos de malaria cerebral en este Continente [6, 7]. Hasta hace
algunos afios la malaria complicada era atribuida exclusivamente a P,
falciparum, pero en la ultima década han aumentado los reportes de
numero de casos graves atribuidos a P. vivax, y en menor proporcion
a P. knowlesi [8]. Las principales complicaciones relacionadas con la
infeccion por P. vivax son trombocitopenia, anemia severa, malaria
cerebral, y dafio a nivel hepético, renal y pulmonar [9, 10].

Lamalaria complicada es diagnosticada bajo la evidencia de alteraciones
clinicas o de laboratorio que expongan una disfuncion organica vital
(Tablas 1y 2), durante una infeccioén plasmodial comprobada [11]; los
parametros para definir estas alteraciones se realizaron principalmente
con base en estudios realizados en poblacién de Africa, y frente a
infecciones por P. falciparum; por lo cual, algunos autores han sugerido
que los criterios de severidad establecidos por la OMS, requieren
un reajuste basado en el contexto epidemioldgico de la enfermedad,
evaluacion de parametros versus severidad y especie plasmodial [12].

64



Biomarcadores en malaria complicada

En la patogenia de la malaria complicada por P. falciparum se han es-
tudiado ampliamente los mecanismos implicados en la malaria cerebral
y la anemia grave, sindromes que pueden explicarse a partir de dos me-
canismos fundamentales: la obstruccion vascular causada por globulos
rojos parasitados y la destruccion de eritrocitos; la interaccion entre los
eritrocitos parasitados y el endotelio conlleva a un proceso de activa-
cion y estrés endotelial que amplifica la respuesta inflamatoria. Estos
y otros mecanismos que intervienen de manera especifica en diversos
sitios anatomicos, contribuyen al desarrollo de las complicaciones cli-
nicas al lesionar intensamente 6rganos como el cerebro, el pulmoén, el
rifion y el higado, y conducen a un compromiso multisistémico cuya
alteracion fundamental es la acidosis metabolica [2, 9].

En el caso de P vivax no se conocen claramente los mecanismos
fisiopatoldgicos que producen las diversas manifestaciones clinicas
graves, se cree que se encuentran estrechamente asociadas con la
respuesta inmunitaria del huésped, mediada por la activacion de
la respuesta proinflamatoria y el desequilibrio en la produccion de
citoquinas las cuales son responsables del proceso fisiopatologico que
desencadena disfuncion endotelial y secuestro, generando obstruccion
del flujo microvascular y deterioro progresivo de los procesos
metabolicos celulares [4]. Los principales reportes de manifestaciones
clinicas de la malaria grave causada por P. vivax incluye condiciones
neuroldgicas, especialmente coma o sucesivas convulsiones y alteracion
de la conciencia; condiciones hematologicas, en particular anemia grave
(Hb <5 mg / dL), trombocitopenia severa (<50.000 plaquetas/uL), y
hemoglobinuria; sintomas sistémicos como el colapso circulatorio,
dano vital de 6rganos, incluyendo la disfuncion respiratoria y sindrome
de dificultad respiratoria aguda, falla renal aguda, ruptura esplénica,
disfuncion hepatica e ictericia [13].

La fisiopatologia de malaria grave por P. knowlesi es menos conocida, y
se sugiere que la hiperparasitemia, el secuestro y la adhesion endotelial
de glébulos rojos parasitados estan involucrados en este comportamiento
clinico, sin embargo, esto requiere estudios mas detallados [14].

65



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

Tabla 1. Criterios de clasificacion de malaria
complicada por P. falciparum

Clasificacion de malaria complicada por P. falciparum

Alteracion de la conciencia: escala de coma de Glasgow menor a 11 para
adultos o escala de como Blantyre menor de 3 para nifios.

Postracion: debilidad generalizada que le impide a una persona sentarse,
pararse o caminar sin asistencia.

Convulsiones multiples: mas de dos episodios en 24 horas.

Acidosis: un déficit de base > 8 mEq/L o, si este parametro no es viable,
nivel plasmatico de bicarbonato < 15 mmol/L o lactato > 5 mmol/I.
Acidosis metabolica manifiesta como distrés respiratorio (Respiracion
profunda, dificultad respiratoria).

Hipoglicemia (glucosa en sangre < 40 mg/dL).

Anemia severa: concentracion de hemoglobina <5 g/dL o un hematocrito
< 15% en nifios < de 12 anos (<7 g/dL y < 20% respectivamente en
adultos) con un conteo de parasitos > 10.000/uL.

Fallal renal: creatinina sérica > 3 mg/dL, con un conteo de parasitos
>100.000/pL.

Edema pulmonar: radiolégicamente confirmado o saturacién de oxigeno
< 92% con el aire del ambiente con una tasa respiratoria > 30/minutos, a
menudo con tiraje en el pecho y crepitaciones en la auscultacion.

Sangrado significativo: incluye sangrado recurrente o prolongado de la
nariz, encias o sitios de venopuncion, hematemesis o melenas.

segundos o gradiente de temperatura en la pierna (extremidad media a
proximal), pero no hipotension. El shock de descompensacion se define
como presion arterial sistélica en niflos de < 70 mm Hg y < 80 mm
Hg en adultos, con evidencia de perfusion alterada (extremidades frias o
llenado capilar prolongado).

Choque: choque compensado se define como relleno capilar > 3

Hiperparasitemia: densidad de parasitos > 4% (~ 200.000/pL). En
pacientes con P. falciparum densidades > 10% de globulos rojos
parasitados.

Tomado de: Guidelines for the treatment of malaria. 3*° Edition [15].
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Tabla 2. Criterios de clasificacion de malaria
complicada por P. vivax y P. knowlesi

Clasificacion de malaria complicada por P. vivax y P. knowlesi

» Lamalaria severa por P. vivax se define bajo los mismos parametros
de malaria severa por P. falciparum, pero con niveles de parasitemia
diferentes.

* La malaria severa por P. knowlesi se define bajo los mismos
parametros de malaria severa por P. falciparum, pero con dos
diferencias.

* P knowlesi hiperparasitemia: densidad de parasitos > 100.000/puL.

*  Presencia de ictericia y densidad parasitaria > 20.000/pL.

Tomado de: Guidelines for the treatment of malaria. 3* Edition [15].
Respuesta inmune de citoquinas en la malaria

La respuesta inmunologica que se desencadena frente a una infeccion
por Plasmodium es el resultado de una interaccion multifactorial y que
parte de su complejidad depende de las diferentes formas del parasito
dentro del hospedero (esporozoito, esquizonte, hipnozoito, merozoito,
trofozoito y gametocito), la alta variacion antigénica y el estado
inmunolégico de hospedero [16].

La respuesta inmune frente a Plasmodium comienza en una fase temprana
de la infeccion por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns)
y patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs del Inglés Damage-
Associated Molecular Patterns) como la hemozoina, el glicofosfatidil
inositol, ADN o RNA del parastio y son reconocidos por receptores
tipo Toll (TLRs del inglés Toll-like receptor) o receptores de manosa
presentes en macrofagos, células dendriticas, células asesinas (NK del
inglés Natural killer) y NKT (Natural Killer T) que secretan citoquinas
proinflamatorias tipo TNF, IL-1 e IFN tipo I, entre otras [16-18].

Por otro lado, los esporozoitos depositados por el vector en la dermis del
hospedero, pueden desplazarse por circulacion hacia células hepaticas,
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mientras que otros son arrastrados hacia los ganglios linfaticos mas
proximos donde pueden ser degradados por células dendriticas (DCs
del inglés Dendritic cells) residentes, lo que contribuye a la activacion
de linfocitos T CD8*y T CD4" y la consecuente liberacion de citoquinas
proinflamatorias [19, 20].

La transmigracion celular de los esporozoitos por la estructura celular
hepética (espacio sinusoidal, hepatocitos y células de Kupffer) permite
la interaccion entre proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, del
inglés heparan sulfate proteoglycans) y la proteina circumsporozoito
(CSP del inglés circumsporozoite protein) del parasito, contribuyendo
a la remocion de algunos pardsitos por este tipo de células [21, 22].
Durante la invasion a los hepatocitos, el parasito induce la expresion de
genes que codifican para IFN tipo I, mecanismo que atrae células NK y
NKT, que secretan IFNy, 6xido nitrico y otros componentes toxicos que
contribuyen a la eliminacién del parasito [23].

La respuesta inmune frente a los estadios sanguineos del parésito
implica mecanismos de la respuesta inmune adaptativa humoral y
celular. Evidencias experimentales indican que los glébulos rojos
infectados son reconocidos por células dendriticas esplénicas, que
realizan presentacion a linfocitos CD4+, con la posterior liberacion de
IL-12, IFN-y, TNF, IL-21. IFN y TNF estan involucrados en la induccion
de la produccion de especies reactivas de nitrogeno y del oxigeno
contribuyendo a la reduccién de la parasitemia; adicionalmente, el
IFN-y lidera otras funciones como la activacion de macrofagos y células
dendriticas, produccion de IL-12 que favorece la diferenciacion de la
subpoblacion Thl y el cambio de isotipo en los linfocitos B conllevando
a su activacion [24]. El IFN-y puede ser secretado por otras células del
sistema inmunoldgico entre ellas NK, que estimulan la accion efectora
de CD4+ y la subpoblacion Thl, la subsecuente produccion de IFN-y
e IL-2 entre otras citoquinas [17]. La liberacion de citoquinas por las
células efectoras resulta en una cascada de reacciones sinérgicas entre
la respuesta humoral y celular ampliando la respuesta inmune para
controlar el proceso infeccioso [25, 26].
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Biomarcadores

Como se menciono anteriormente un biomarcador es una sustancia o
caracteristica que puede ser medida y evaluada objetivamente como
un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patologicos
0 como respuesta a una intervencion terapéutica [3]; estos pueden ser
utilizados para: 1) hacer diagndstico de una enfermedad, 2) identificar
el riesgo de padecer una enfermedad, 3) clasificar a los pacientes en
funcion de la gravedad de la enfermedad, 4) proporcionar alguna
orientacion en el tratamiento y en el manejo de una enfermedad vy,
finalmente, 5) identificar el riesgo de complicacién a largo plazo
de los pacientes después de la manifestacion de una enfermedad
en particular. Los biomarcadores se pueden encontrar en diferentes
fluidos bioldgicos tales como suero, plasma, orina, células o pueden
ser productos bioldgicos en forma de metabolitos, citoquinas o
marcadores genéticos [27]; su identificacion se ha vuelto valiosa para
el diagnostico y el prondstico de muchas enfermedades cronicas como
el cancer, la diabetes, las enfermedades autoinmunes y el VIH / SIDA;
sin embargo, el uso de biomarcadores en enfermedades infecciosas es
limitado [28, 29].

Recientes estudios clinicos han identificado factores serologicos que
tienen el potencial de ser biomarcadores, estos pueden ser clasificados
con base en su funcioén y su uso en las etapas de la enfermedad en:
biomarcadores de diagnostico y deteccion temprana y biomarcadores
de prondstico [30]. Los biomarcadores utilizados para la deteccion
temprana o diagnostico se utilizan como un indicador de un factor
biologico que representa una manifestacion subclinica, la etapa de la
enfermedad, o una manifestacion de la enfermedad; estos permiten la
identificacion de los individuos que pueden ser afectados o no por una
enfermedad, o que se encuentran en una etapa preclinica, mientras
que los biomarcadores como prondstico son aquellos que orientan
acerca del curso clinico de una enfermedad ya diagnosticada en el
individuo [31].

Ante la necesidad e importancia de la prevenciéon de las
complicaciones de las enfermedades infecciosas, especialmente
en areas endémicas con alta tasa de morbi-mortalidad, en la ultima
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década se han incrementado los estudios enfocados en la busqueda de
biomarcadores que ayuden en el pronostico de complicaciones. Las
investigaciones sobre la patogénesis de las diferentes enfermedades
infecciosas, involucra el estudio de la progresion de la enfermedad
en el huésped; se ha evidenciado que la disregulacion de la respuesta
inflamatoria y la activacion endotelial son los procesos centrales
en la patogénesis que estan relacionados con las manifestaciones
complicadas observadas en algunas etiologias infecciosas y que la
cuantificacion plasmatica de moléculas asociadas puede pronosticar
esos efectos clinicos; debido a que las concentraciones plasmaticas
de algunas moléculas son diferentes (aumentan o disminuyen)
entre los pacientes enfermos sin complicaciones y los pacientes
con complicaciones [32, 9], estas cuantificaciones de la mano de
parametros de laboratorio o hallazgos clinicos pueden constituir una
gran herramienta para el diagnodstico y prondstico clinico [33]. En
la Tabla 3 se mencionan moléculas que han sido postuladas como
candidatas a biomarcadores de complicacion en tres enfermedades
infecciosas, por su cualidad de expresarse diferencialmente de los
pacientes que no padecen una enfermedad complicada.

Tabla 3. Moléculas candidatas a biomarcadores prondstico de
complicaciones en enfermedades infecciosas

Enfermedad Biomarcador Referencias

proteina C reactiva,

Sepsis y shock procalcitonina, [34].
séptico ICAM-1, TNF, IL - 8
y la Caspasa 3
IL-7, IL-8, IL-10,
Dengue TGF-b, VEGFR2 y [35, 36].
ANG-2

IL-6, IL-8, IL-10,

Leptospirosis TNF-0 e [L-12

[37, 38]6), [38].
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Biomarcadores prondstico en malaria complicada

Se estima que aproximadamente el 58% de los casos de malaria por
P. falciparum se asocian con cuadros complicados, como malaria ce-
rebral, dafio renal, anemia severa y dafo hepatico, y que aproxima-
damente el 32% de estas personas fallecen, principalmente en Africa
y la India [39]. En Latinoamérica, donde P. vivax es la especie pre-
dominante, se reportan con mayor frecuencia cuadros complicados,
como distrés respiratorio, insuficiencia renal, hepatica y alteraciones
hematologicas como la anemia y, mas frecuentemente, la tromboci-
topenia severa la cual ha sido reporta en aproximadamente el 20% de
los pacientes (< 50.000 plaquetas/mm?), pese a que no en todos los
casos se relacionan con desordenes de coagulacion [9, 40].

Los mecanismos fisiologicos involucrados en las diversas manifesta-
ciones clinicas de la malaria complicada no son claros para ninguna
de las especies; se cree que se encuentran estrechamente asociadas
con la respuesta inmunologica que el hospedero desencadena frente al
cuadro infeccioso [41]. Inmunologicamente, el curso de la infeccidon
por las especies del género Plasmodium depende del equilibrio en
la produccién de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Un
numero importante de publicaciones cientificas describe el papel de
las citoquinas como parte de la respuesta inmune durante la infeccidon
por malaria, siendo controversial su relacion con las manifestaciones
clinicas; sin embargo, la respuesta inflamatoria puede conducir a dafio
tisular y favorecer la activacion de macrofagos con el fin de eliminar
los parasitos circulantes. Es conocido que las citoquinas pro-inflama-
torias son necesarias para la inhibicion del crecimiento del parasito
y la estimulacion de la fagocitosis para eliminar eritrocitos parasita-
dos [42]; sin embargo, el aumento en la concentracion de citoquinas
inflamatorias, como el interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina (IL-6) [9], ha sido asociada con
cuadros clinicos de malaria complicada, principalmente malaria cere-
bral. Diferentes estudios evidencian un aumento del IFN-y en pacien-
tes con malaria cerebral o anemia severa, concordante con hallazgos
en modelos de ratones [26, 43, 44]. La produccion temprana de IFN-y
puede proporcionar resistencia contra la infeccion y la proteccion de
los episodios clinicos complicados [45], sin embargo, otras citoqui-
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nas pro-inflamatorias tales como la interleuquina (IL) -12, y el factor
de necrosis tumoral (TNF) también han demostrado ser mediadores
esenciales en esta proteccion [46].

Investigaciones realizadas en Africa, Asia, India y Brasil involucran la
cuantificacion plasmatica de moléculas como IL-1a, IL-1f3, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8, 1L-10, IL-12, IL-13, IL-174, IL-18, Galectin-9, IFN-02,
TNF, IFN-y, IL-1Ra, sCD40L, G-CSF, GM-CSF, EGF, FGF-2, VEGF,
TGF-a, IP-10, MIP-1a, MIP-18, Ang-1, Ang-2, y MCP-1, Eotaxin,
RANTES, TGF- B y Foxp3, en grupos de individuos con diferentes
presentaciones clinicas de la malaria por P. falciparum; dentro de los
hallazgos con un nimero mayor de evidencias se encuentra el IFN-y,
TNF-0 y Ang-2 cuyos niveles plasmaticos son mayores en personas
con malaria complicada en comparacion con pacientes con malaria no
complicada o controles sanos. En infecciones por P. vivax el nimero de
investigaciones con este tipo de poblacion es menor, algunos estudios
realizados en Brasil, Tailandia y Pakistan han comparado poblaciones
con diferentes cursos clinicos de la enfermedad; siendo TNFa, IFN-y
IL-10 las moléculas que han tenido diferencias significativas entre los
grupos de estudio [46].

La IL-10 es requerida para la proteccion frente a la malaria y tiene un
importante papel como inmunorregulador de la infeccion causada por
Plasmodium debido a que neutraliza el efecto de citoquinas que son
producidas por los linfocitos T CD8". Existe una variedad de informacion
en cuanto a la concentracion plasmatica o sérica de IL-10; en modelos
experimentales de ratones con malaria se documenta que la concentracion
elevada de esta citoquina tiene un papel protector contra la malaria
cerebral; por otra parte en estudios en poblacion africana evidencian que
el aumento de esta citoquina puede prevenir cuadros de anemia severa
[47], no obstante, concentraciones elevadas de esa citoquina ha sido
documentada en pacientes con malaria cerebral [48]; adicionalmente
la concentracion plasmatica puede verse influencia por la especie del
parasito evidenciando mayores concentraciones de esta citoquina en
P vivax, conrespecto a otras especies [46]. Una comparacion entre los
individuos asintomaticos y aquellos con malaria complicada mostré
que la proporcién de TNF, y también el balance entre IFN-y / IL-
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10, se incrementaron y mostraron una tendencia lineal con aumento
gradual de la gravedad de la enfermedad; mientras que los niveles
de IL-10 se encontraron elevados en individuos asintomaticos [9].

Un estudio realizado en una zona endémica para malaria en Brasil,
donde se caracteriz6 secuencialmente las alteraciones en los patrones
hematoldgicos y los niveles circulantes de citoquinas en plasma de
pacientes infectados con P. vivax o P. falciparum mostr6 que durante
la fase aguda se observd trombocitopenia, eosinopenia, linfopenia
y un aumento significativo de IL6, IL-8, IL-17, IFN-y, TNFa, e
IL1B, mientras que durante la fase de convalecencia, los pardmetros
hematoldgicos volvieron a la normalidad y aunque la citoquina IL-
10 se detectd a altas concentraciones durante la fase aguda, volvio a
niveles normales durante la fase de convalecencia. La concentracion
plasmatica de IL-10 se correlaciond positivamente con la parasitemia
en los pacientes infectados con P. vivax y P. falciparum. Lo mismo
ocurrio con la concentracion de TNF-a en pacientes infectados con
P falciparum [49].

En términos generales la malaria complicada se ha asociado con altos
niveles circulantes de citoquinas tales como el factor de necrosis tumoral
(TNF)-0, interleucina (IL)-1 e IL-6. Los estudios han demostrado un
vinculo entre el TNF-a, IL-6, IL-10 y la gravedad de la enfermedad en
la malaria humana. Otro nimero importante de citoquinas también se
ha asociado con la enfermedad grave, en particular, IL-1p, IL-2 , IL-6,
el interferon (IFN) -y, TNF-a, IL-4), IL-10 y macrdéfagos de proteinas
inflamatorias (MIP-1), mientras que los niveles bajos de citoquinas
reguladoras, tales como TGF-f y IL-10, se han correlacionado con
malaria aguda [49].

La reduccion de la morbilidad y la mortalidad de la malaria sigue
siendo un desafio esencial en areas donde la malaria es la principal
causa de complicaciones y de muerte. En este sentido, las herramientas
de diagnodstico que ayudan a superar este problema son escasas y el
diagnostico se basa principalmente en observaciones clinicas que pueden
conducir a prescripciones de tratamiento incorrectas [52]. El uso de un
enfoque integral para explorar la relacion entre grupos de moléculas
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que pueden estar relacionados con la gravedad de las manifestaciones
de la enfermedad, puede contribuir a una mejor comprension de los
patrones de susceptibilidad a la gravedad de la enfermedad, tolerancia
a la misma e incluso aportan al conocimiento de la inmunopatogenia de
esta parasitosis [2].

Por lo tanto, la bisqueda de biomarcadores altamente especificos deben
priorizarse para facilitar el diagnostico. Sin embargo, los marcadores
menos especificos, como los que indican el estado inflamatorio, también
son extremadamente importantes a la luz de su alta sensibilidad para
predecir la gravedad de la enfermedad [9]. La intensa investigacion
centrada en la inmunopatogenia de la malaria grave contribuira a la
identificacion de biomarcadores pronostico Utiles y especificos para
casos de malaria complicada.

En la Tabla 4, se muestran de manera resumida, estudios dirigidos a
la identificacion de moléculas derivadas de la respuesta inmune en
pacientes con malaria no complicada y complicada, en diferentes
localidades en el mundo y grupos poblacionales (nifios, adultos y mujeres
embarazadas). La mayoria de las moléculas corresponden a citoquinas
proinflamatorias, antiinflamatorias y quemoquinas, de las cuales las
concentraciones plasmaticas de IFNy, TNFa, IL-10, CXCL10 (IP-10) e
IL-6 expresan valores diferentes dependiendo de la clinica del paciente.
Sin embargo, las concentraciones reportadas para las moléculas varian
entre estudios, complicando la estimacion de un punto de corte, a partir
del cual se pueda hacer una pronodstico de complicacion. En la Tabla
3 se listan las investigaciones que contemplan la cuantificacion de
moléculas que hacen parte de la respuesta inmune, cuya poblacion de
estudio tiene grupos de individuos dependiendo de su evolucion clinica
y en algunos se incluyen poblaciones controles.

Mas del 80% de las investigaciones citadas fueron realizadas en Africa
0 Asia en personas que padecen malaria por P. falciparum; solo un
grupo minimo ha realizado investigaciones en malaria por P. vivax, y
es mas escaso el numero de publicaciones realizadas en Latinoamérica
al respecto.
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Tabla 4. Estudios realizados en diferentes paises evaluando
moléculas como potenciales biomarcadores en pacientes
con malaria complicada.

. Autor/a
Poblacion Especie o
Moléculas estudiada Localidad . de .
estudio . publicac
parasito .z
ion
Porto Control_es sanos
Velho m =15,
IL-6, IL-10, IL-17, Ron. dﬂ’ni controles area Hoio-S
MCP-1/CCL2, ‘]’3 10 % endémica (n = 010 . 01
RANTES/CCLS y belo 10), malaria no Py uza et al.
Horizonte, . 2017
andIP-10/1P- Minas complicada por [53]
10/CXCL10 . P. vivax (n=175),
Gerais, .
Adultos P. vivax tratados
(n=10)
Malaria no
IL-6, IL-10 and IL-4, , complicada  (n= Oyegue
Gabon, 21), malaria
IEN-y, TNF-0, IL-13, Africa moderada (n=85) Pf et al.
IL-17, 1L-22, IL-21 y Niii ) mplicada ) 2017
IL-12p40. 08 comprie Y [54]
controles  sanos
(n=15)
Malaria
IL-17, IFN-y, . complicada  con Raballah
C, Siaya, anemia  severa
caracterizacion de Kenva (n=39), malaria P f et al.
poblaciones de CD4+ enya. ’ . ’ 2017
. . . Niflos no complicada
T através de citoquinas . [55]
con anemia
(n=50)
Malaria cerebral
IFN-y, TNF-a, IL-1B, Malawi (n=29), malaria Mandala
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, Afric::/’ complicada con p f et al.
IL-8, IL-10, and IL- Nifios. anemia (n=30), y ’ 2017
12p70 controles  sanos [56]

(n=42)
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. Autor/a
Poblacion Especie fio
Moléculas estudiada Localidad . de .
estudio ‘. publicac
parasito .z
ion
Assam 1<:/([):;1111ar11i2::ada Bujarbar
RANTES, CDl4, oo (n:2p5) S i uah et al.
CCRS, CD40 ' , ma Pf 2017
Adultos no complicada [57]
(n=128),
Malaria
coinphcada . Olaniyan
Nigeria (n=45), malaria of al
Polimorfismos de TNF ieeria. no complicada P f )
Niflos B . 2016
(n=283), malaria 58]
asintomatica
(n=244)
Galectin-9,  IFN-a2,
IL-1a, TNF, IL-6, IFN-
v, IL-10, IL-1Ra, Malaria Dembele
sCD40L, G-CSF, GM- complicada of al
CSF, EGF, FGF-2, ? (n=9), malaria no p_f 2016 ’
VEGF, TGF-a, IP-10, complicada [59]
MIP-1aq, MIP-18, (n=41)
MCP-1, IL-8, Eotaxin,
GRO, ractalkine, MDC
o, e Mo
TNF-q, IL-6, and IL- axar, conpoaca e Betal
Senegal. 72),malaria Pf
10 T . _ 2016
Nifios complicada (n=
110) et
Malaria no
complicada
(n=39), malaria
complicada Petersen
PfHRP2, Ang2, y Tanzania. (123).’ malarla no <! il
ADAMI17 Nifios hospitalizados Pf 2016
(n=32), [61]
convalecientes
de malaria
complicada
(n=19)
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. Especie ~
. . . Poblacién Autor/afio
Moléculas estudiada Localidad estudio d’e ] publica-
parasito cién
Malaria no
complicada (n= Kumsiri
%I\])f“i"ICEDB’ Bangkok, 64), malaria Pf et al.
1eG -85 Tailndia complicada (n= ) 2016
& 25), controles [62]
sanos (n= 34).
IL-2, IL-4, TNFa,
IL-1B, IFNy, IL Malaria no
12 a, IL-17A, Manja, complicada (n= Zlahan;ell
IL-18,IL-8, India. 64), malaria Pf 2015 |
RANTES, IL10, Adultos complicada (n= [63]
IL-13, TGF- By 51)
Foxp3
Jazan Controles sanos
N (n=60), malaria
Arabia o complicada Nasr A et
TNF y IFN-y Saudita. 3 pricad Pf  al 2014
(n=62), malaria
Embaraza . - [25]
das complicada (n=
64)
Malaria no
IL-1B, IL-6, IL-8 Sudan, ~ complicada (n= Ol
IL-10, IL-12p70, Embaraza +1)  malaria p oosid etal,
TNF v IFN das complicada (n= 2014
y Y 39), no infectadas [64]
(n=41)
Malaria no
IFN-y, IL-10, IL Papua complicada (n= Stanisic
1B, IL-6, IP-10, Nueva 153), malaria et al.
TNF, MIP-10, Guinea. complicada (n= Pf 2014
Y MI-1B Nifios 200), controles [65]

sanos (n= 162).
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Moléculas estudiada

Localidad

Poblacion

estudio de

parasito

Especie

Autor/afio

publica-
cion

NF-a, IL-6, IL
10, ICAM-1,
VCAM-1yE
Selectin

Pakistan.
Adultos

Malaria no
complicada (n=
100), malaria
complicada (n=
82), controles
sanos (n= 100).

Raza et
al. 2013
[66]

IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12p70, IFN-
y, TNF, CCL2 (MCP-
1), CCL5 (RANTES),
CXCL9 (MIG) vy
CXCL10 (IP-10)

Amazonia
rasilera
(Rondonia
, Brasil).
Adultos

No infectados
(n=176),
asintomaticos
con malaria por
vivax (n=148),
sintomaticos con
malaria por vivax
(n=187), malaria
complicada por
vivax no letal
(n=13), y malaria
complicada por
vivax asociado
con mortalidad
(n=6)

Py

Mendon
ca et al.
2013
[67]

TNF-q, IL-2, IL
6, 1L-10,
y IFN-o

Sri Lanka.
Adultos.

Malaria no
complicada
(n=69), malaria
complicada
(n=62), malaria
no complicada
con fiebre (n=14)

Bf

Perera et
al. 2013
[68]

Microparticulas y
TNF

Orissa,
India.
Adolescen
tes y
adultos.

Malaria no
complicada
(n=43), malaria
complicada
(n=85), controles
sanos (n=30)

Bf

Sahu et
al. 2013
[69]
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. Especie ~
Moléculas estudiada Localidad P::)tll?g;::n d’e ) Apl:ltl(:ll;/c?()
parasito cion
Malaria
complicada con ety
IFN-a genotipos Kenya anemia  severa h et al
y haplotipos, IL-1 8, IL Nifios (n= 124), malaria Pf 012
13, RANTES complicada  sin [70]
anemia  severa
(n=384)
Mozambiq Malaria no
%II::}‘Z%T_OS’ IIIi__zl’OIFIIE:%” ue, Africa. complicada . Rovira et
L 6, IL’-I B ,TNF’ Adolescen (n=671), dmalarla Pf ?;.1]2012
! ’ ’ tes y complicada
TNF-py TGF-p adultos. (n=67),
IL-5, IL-6, IL-8, MIG, Malaria
IL-1Ra, IL-2R, IL-4, complicada con
IL-10, IFN-, eotaxin-1, anemia  severa Ong'ech
1P-10, IL-2, IL-7, IL- Kenva (n= 80), malaria a ot al
13, 1L-15, IL-17, TNF- Niﬁgs' complicada  sin 5
, MIP-1a, MIP-1B, anemia  severa [44]
MCP-1, IL-1B, IL- (n=37), malaria
12p70,GM-CSF, and no complicada
RANTES. (n=31)
Malaria
complicada (n= Mirghan
Sudan. 31), malaria no i et al
IFN-y, IL-4 and L-10 Nifios complicada (n= Pf 2011
31) y controles [72]
sanos (n=31)
por gota gruesa
(n=81)
No infectados (n
= 90),
.. asintomaticos (n
IL-10, IFN-gamma, Buritis , = 60), malaria Andrade
and TNF (Amazonia moderada (n = Py ot al.
), Adultos 2010 [9]

50) y malaria
complicada (n =
19).
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Especie

. . . Poblacién Autor/afio
Moléculas estudiada Localidad estudio d,e. pup'lica-
parasito cion
Malaria no
complicada (n=
13), malaria
complicada
(n=63), grupo
control sano
(n=102) de
TNF, IL-4, IL-13, India region no Sinha et
IL-6, IL 10, IL-12 A dul‘éos endémica, Pf al. 2010
y IFN-y Malaria no [74]
complicada (n=
76), malaria
complicada
(n=25), grupo
control sano
(n=90) de regién
endémica.
Malaria no :
. complicada ez
IFNy, IL-12, IL Polonia. (n=27), malaria P f ska et al.
18, IL-10 Adultos 5 ’ 2005
complicada [75]
(0=7)
Bangkok Malaria no Nagamin
IL-18, IFN-y Thailand, ~ cOMPlicada (n= pf &
Adultos 19), malaria 2003
’ severa (n=15) [76]
Gabén Malaria no Perkins,
IL-12, TNF-a, Africa’ complicada (n= p f et al.
TGF-al Nifios ) 47), malaria ) 2000
severa (n=43), [77]
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Las investigaciones en malaria en zonas endémicas, per se son
justificadas; sin embargo, estudios en malaria en paises no tropicales,
actualmente son de especial atencion e interés debido al aumento
del fenomeno de la migracion poblacional y el auge turistico de los
paises tropicales. Se sabe que mas de 125 millones de viajeros visitan
regiones endémicas para malaria cada afo y mas de 10 000 regresan
a sus sitios de origen con malaria [78]. La malaria por Plasmodium
falciparum es una emergencia médica, debido a su rapida progresion,
por lo tanto, es indispensable el inicio inmediato del tratamiento
antipalidico y, para prevenir complicaciones, es importante el
diagnostico precoz, en particular con viajeros no inmunes. En los paises
desarrollados, estos pacientes son atendidos por médicos con poca
experiencia en enfermedades tropicales, teniendo como consecuencia
que el diagnoéstico y el tratamiento pueden posponerse hasta que el
paciente sea remitido a un especialista en este tipo de enfermedades.
La aparicion de la malaria complicada no es reflejada siempre por
cambios significativos en los pardmetros estandar de laboratorio
como hemograma, pruebas bioquimicas o analisis parasitologicos. Es
asi que la progresion de una alteracion leve de la conciencia a coma
puede ocurrir en pocas horas con recuentos bajos de pardsitos y con
parametros de laboratorio bioquimicos normales o levemente alterados.
Los marcadores prondsticos podrian ser de relevancia clinica ya que
las tasas de letalidad aumentan rapidamente con el tiempo y pueden
alcanzar hasta el 10,5% en la malaria grave importada [79].

Biomarcadores en malaria gestacional

Se estima que anualmente 100 millones de mujeres y sus bebés se
encuentran en riesgo de contraer malaria durante el embarazo [80],
la mitad de ellas en el Africa subsahariana, que causa morbilidad y
mortalidad sustanciales, tanto en las madres como en sus descendientes
[81, 82]. Este riesgo aumenta en las mujeres primigravidas; las
mujeres embarazadas son mas propensas a las infecciones de malaria
en comparacién con las mujeres no embarazadas; esta enfermedad
puede contribuir en el 25% de las causas de mortalidad materna
[83]. Normalmente, durante el embarazo se mantiene un equilibrio
inmunolégico delicado, que involucra células T reguladoras y citoquinas,
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para evitar el rechazo del feto [84, 85]. Durante la malaria en el
embarazo (ME), los globulos rojos parasitados pueden ser secuestrados
en la placenta y causar una respuesta inflamatoria con liberacién de
citoquinas y atraccion de células inflamatorias mononucleares hacia
el espacio intervelloso de la placenta, perturbando asi este equilibrio
inmunologico [86, 87]. Esta caracteristica se describe principalmente
para P. falciparum, aunque también se conoce que P. vivax puede
inducir inflamacion en la placenta. La malaria placentaria (MP) se
asocia con anemia de la madre pero también con bajo peso al nacer
(BPN) en la descendencia [88-90].

La morbilidad materna y fetal que estd asociada con la infeccion de la
malaria requiere una deteccion y tratamiento adecuados de la MP. Sin
embargo, la deteccion prenatal de MP no es facil, debido a que en areas
endémicas de malaria, los sintomas clinicos en mujeres embarazadas
pueden ser poco frecuentes o inespecificos debido a la inmunidad
parcial si no es primigravida, mientras que las mujeres y sus bebés
aln estan expuestos a los efectos negativos de la infeccion. Ademas, el
diagndstico por gota gruesa, comunmente utilizado para diagnosticar
la malaria, muestra falsos negativos, ya que la parasitemia puede ser
extremadamente baja o ausente cuando los parasitos son secuestrados en
la placenta [91]. Por lo tanto, se necesitan métodos de diagndstico para
detectar MP durante el embarazo y de pronostico para complicaciones
que puedan presentar la madre o su feto.

En los ultimos afios, ha existido interés en detectar biomarcadores
del huésped que puedan indicar MP. Las citoquinas involucradas en
el proceso inflamatorio en la placenta o las proteinas y las citoquinas
involucradas en la placentacion o el crecimiento fetal se estudian con
frecuencia para su asociacion con la MP.

La atencién se centra en los biomarcadores del huésped que pueden
tener cambios a lo largo del tiempo y, por lo tanto, pueden indicar la
existencia de un proceso fisiopatoldgico interno de la MP. La atencion
se centra en P. falciparum como agente patdogeno causante, ya que se
conoce que estd mas estrechamente relacionado con la patologia de la
MP. Los estudios en MP causada por P. vivax, se han estudiado en la
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ultima década, encontrando hallazgos similares que los causados por P.
falciparum, aunque con menor gravedad clinica. Existe un estudio de
Bruna O., et al. realizado en el 2010 [92] , en el cual se sugiere que es
posible que P. vivax pueda hacer adherencia en la placenta, sin embargo
la caracterizacion clinico-patoldgica atin no se conoce con claridad.

Es claro que la disponibilidad de una herramienta de laboratorio
pronostica para identificar, en una etapa temprana de la gestacion, una
placenta con un proceso de “disfuncion” a causa de MP, representaria
un importante avance en términos de diagnostico y tratamiento. Un
biomarcador ayudaria a comprender la evolucion clinica de la paciente
con infeccion por Plasmodium durante el embarazo, contribuiria a
optimizar las intervenciones preventivas y curativas, ademas, seria
una herramienta primaria para predecir los resultados deficientes del
embarazo, para adaptar el monitoreo y para asegurar una estrecha
vigilancia clinica y ecografica de las pacientes y permitiria optimizar la
prevencion de las consecuencias del secuestro placentario. Asi mismo,
las variaciones en el nivel de biomarcador podrian tener un valor
pronostico para la vigilancia de la evolucion del estrés placentario [93].

Biomarcadores en la malaria cerebral

Mientras los biomarcadores se han utilizado para diagnosticar y
pronosticar la evolucion y resultados de muchas enfermedades
cronicas, el campo de la investigacion de la malaria se movio hace
poco en la direccion de identificar de forma activa biomarcadores que
pueden discriminar con precision las complicaciones en la malaria,
especialmente, malaria cerebral (MC) [94].

Tales biomarcadores, una vez identificados, validados e integrados en las
pruebas de diagnostico rapido, podrian permitir la identificacion precisa
y precoz de los pacientes con riesgo de malaria cerebral y su posterior
remision a los centros sanitarios terciarios para la intervencion inmediata.

Desafortunadamente, debido al rapido desarrollo de la MC y la

presentacion tardia de los pacientes a los hospitales, los estudios con
un seguimiento perioddico estricto de la concentracion plasmatica de
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estas moléculas en los pacientes con malaria, no han sido factibles
hasta el momento, y atin no ha sido identificado el potencial de los
biomarcadores de deteccion temprana para MC antes del inicio de los
sintomas. Sin embargo, en los Ultimos afios se han descrito factores
serologicos que permiten la discriminacion precisa de MC después
de la aparicion de los sintomas. Estos biomarcadores son indicativos
de patologia, ya que se basan en procesos especificos que han sido
asociados con el desarrollo de MC [94].

Lamoléculadeadhesionendotelial (ICAM-1)tiene un papel fundamental
en el secuestro de globulos rojos parasitados, la concentracion elevada
de esta molécula ha sido descrita en cuadros complicados de malaria.
Adicionalmente, esta misma molécula es liberada a la circulacion,
encontrando en algunos estudios realizados en nifios de Ghana, altos
niveles de ICAM-1 soluble en plasma, los cuales estan asociados con
el desarrollo de malaria complicada. Estos niveles pueden reflejar la
regulacion por incremento de [ICAM-1 en la microvasculatura cerebral,
pudiendo ser prondstico en un cuadro de MC [50].

Por otro lado, se conoce que las Angiopoyetinas 1 y 2 (ANG-1 y
ANG-2) son reguladores criticos de la activacion y de la integridad
endotelial. La ANG-2 se expresa en las células endoteliales y se
almacena como granulos especializados, para la liberacion rapida a
estimulos inflamatorios, actuando principalmente como antagonista
de angiopoyetina-1; promueve la permeabilidad vascular y facilita la
inflamacion mediante la sensibilizacion de células endoteliales por
TNF y regulacion de ICAM 1, sus niveles también han sido descritos
como biomarcadores fiables de MC [32, 95].

Adicionalmente, se han realizado estudios en la proteina 10 kDa
inducida por el Interferon gamma (IP-10/CXCL10), una quimiocina
secretada a partir de células estimuladas por interferones tipo [y Il y
lipopolisacaridos, es un quimioatrayente para células T activadas [96].
La secrecion de IP10 se presenta en muchas enfermedades inflamatorias,
donde se cree que desempefia un papel importante en la quimioatraccion
de células T activadas. Adicionalmente, los efectos en la concentracion
plasmatica aumentada de la CXCL10 en la microvasculatura cerebral

84



Biomarcadores en malaria complicada

son desconocidos, pero se sospecha que pueden causar lesiones locales
mediante el reclutamiento de leucocitos mononucleares, induciendo
hiperinflamacion focal (tabla 5) [97].

EnlaTabla 5 se muestran los principales hallazgos de estudios realizados
en Africa y Asia en personas con malaria cerebral, en los cuales se
evalian las concentraciones plasmaticas de diferentes citoquinas,
quemoquinas y moléculas de adhesion endotelial. De la diversidad
de moléculas estudiadas el TNFa, IFN-y, Ang-1 y Ang-2 son las mas
reportadas y con mejores resultados al momento de diferenciar otras
formas de malaria complicada de la malaria cerebral.

Tabla 5. Estudios de evaluacion de moléculas de malaria cerebral

Moléculas

Especie

. Localidad/ Autor/afio
estudiadas como . Grupos de ..,
. poblacion L . publicacion
biomarcador parasito
Malaria cerebral
(n=29), malaria
IFN-y, TNF-q, IL-1, complicada |
IL-2, IL4, IL-5, Malawi, Africa. Cof;glemlal . Ma}“da a
IL-6,IL-8,IL-10,  Nifios (n=30), malaria Pf o etal 2017
and 1L-12p70 no complicada [56]
(n=34)y
controles sanos
(n=42)
Malaria
complicada
TNF-a, IL-10, India. (n=45), Malaria Dalko et al.
IP-10, MCP-1, Individuos> cerebral (n=57), Pf 2016 [98]
eritropoyetina, heme 15 afos malaria no
complicada
(n=28)
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Mf)leculas Localidad/ Especie Autor/afio
estudiadas como Iy Grupos de C
. poblacion . publicacion
biomarcador parasito
IL-1a, IL-1B,
IL-1RA, IL-2, IL3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10,
IL-12 (p40), Malaria no
gj}z (p70), IL-13, Dakar, Sénegal cerebr.al (=17), Dieye et al.
-15,1L-17, Adultos malaria cerebral Py (2016) [99]
(IFN)02, IFNy, (n=27), controles
IP-10, EGF, GCSF, sanos (n=18).
GM-CSF,
(TNF)a, TNEB,
MCP-1, MIP-1,
MIP- y VEGF
Controles sanos
M-CSF, Eotaxin, de_érea endé'mica
IL-10, MCP-1, (n=21), Siﬂs(;s
LL-10, MIP-1, Enceflits vil
MIP, 1B, IL-8, (n=9), Malaria
IL-6, TNFa, IFNa2 ’ licada Herbert ot
IL-7, G-CSF, IP-10  Odiska. India. > 3 0t o L o015
IL-3,1L-5,IL-15,  Adultos (n= 1')’ Iga ana Sl E 00 )
TNE-B, IL-2, IL-13, compiicaca con [100]
IL-4, IL-12p70, (n=53), pacientes
IL-17, IFN-y, con compromiso
1L-12p40, (}e mas de Eos
IL-1B. organos (n=9),
malaria cerebral
(n=42)
Malaria no
complicada
(n=45), malaria
complicada con Elhussein
IL-4 Sudan. Nifios anemia severa Pf etal. (2015)
(n=43), malaria [1041]

cerebral (n=22),
controles sanos
(n=60)
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Moléculas
estudiadas como
biomarcador

Localidad/
poblacién

Especie
Grupos de
parasito

Autor/afio
publicacién

Chitinase 3-like 1

Uganda. Nifios

Malaria no
complicada
(n=53), malaria
cerebral
(n=44), malaria
complicada
anemia (n= 59)

Ef

Erdman et
al. (2014)
[102]

IL10, IL-12, MIF,
TGFB, TNFa

Cameroon.
Ninos

Malaria no
complicada
(n=233), malaria
severa anemia
(n=155), malaria
cerebral (n=24),
controles sanos
(n=233)

Pf

Achidi et al.
(2013) [103]

TNFa

Nueva Delhi,
India. Adultos

Malaria no
complicada
(n=138),
malaria cerebral
(n=2), malaria
complicada
(n=14)

Pf

Kinra et al.
(2013) [104]

CXCL4, CXCL9Y,
CXCL10, and
CXCLI11

Madhya Pradesh,
India. Adultos

Controles sanos
(n=16), malaria
moderada (n=26
), sobrevivientes
con malaria
cerebral (n=26),
no sobrevivientes
como malaria
cerebral (n=12)

Ef

Wilson et al.
(2011) [97]
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Mf)leculas Localidad/ Especie Autor/afio
estudiadas como Iy Grupos de C
. poblacion . publicacion
biomarcador parasito
Malaria cerebral
Ang-1, Ang-2, sTie- (n=67), ipalgrla
2, VEGF-A, IP-10 ho comphicada
and sICAM-1, von (n=32), Conroy et
) ’ Africa. Nifios pacientes con Pf al. (2010)
Willebrand factor, alteraciones [105]
von Willebrand .
factor propeptido de conciencia
diferente a
malaria (n=24)
Malaria no
complicada
. N _ . Conroy et
ANG 1, ANG 2 Tailandia. Ninos (n= 70’), malaria P al. 2009
y adultos complicada [106]
(n=36), malaria
cerebral (n=87)
Malaria cerebral
(n=27), malaria
complicada con
sICAM-1, TNF-a, ?Illlijlzl)a iet;/:sra Tchinda et
sVCAM-1y Camerun. Nifos ’ Pf al. 2007
. formas severas
sE-selectin [51]

(n=45), malaria
no complicada
(n=55), controles
sanos (n=43)
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Mf)leculas Localidad/ Especie Autor/afio
estudiadas como Iy Grupos de C
. poblacion . publicacion
biomarcador parasito
Malaria no
IFN=y, [L~1B, IL-2, Gondia District complicada . Prakash et
IL-4, IL-5, IL-6, IL- (n=21), malaria
of Estado de Ma- . Pf al. (2006)
10, IL-12, TNF-a, harashtraln di complicada [107]
TGF- arasitrain dia (n=15) y malaria
cerebral (n=15)
Controles sanos
(n=22), malaria
complicada
(n=17), nifios
de Tanzania con
Talandia, T ot
TGF-B1, Tanzania. de Taila’n dia con Chaiyaroj
IL-12 (p70), Adultos, nifos . Pf et al. (2004)
. malaria cerebral
IL18 y mujeres _ [108]
(n=27), control
embarazadas ;
de mujeres
embarazadas
sanas (n=16),
mujeres

embarazadas con
malaria (n=23)

P. f: Plasmodium falciparum
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Conclusiones

En los ultimos 20 afios, la investigaciéon de biomarcadores sobre la
patogenicidad de la malaria ha progresado, el nimero de investigaciones
se ha incrementado; éstas postulan un nimero considerable de moléculas
como candidatas a pronosticar cuadros de malaria complicada, que pueden
llegar a contribuir al manejo clinico de los pacientes con malaria, evitando
complicaciones o incluso la muerte.

Actualmente, no existe un consenso mundial que postule moléculas como
biomarcadores en el prondstico de la malaria complicada; si existen muchos
candidatos potenciales para este rol, pero la diversidad en las unidades
de cuantificacion, y la falta de estandarizacion de puntos de cohorte, atin
requiere esfuerzos adicionales. Por otra parte, la identificacion y descripcion
de potenciales biomarcadores es solo el primer paso, posteriormente deben
generarse estudios de validacion, costo efectividad y ensayos clinicos de estos
candidatos para llegar a denominarlos como un biomarcador. Adicionalmente,
se requiere trabajar en la estandarizacion de la técnica para cuantificacion de
estas moléculas que permita tener mejores comparaciones, pero que ademas su
costo beneficio responda a las necesidades de los sistemas de salud permitiendo
que ingresen como una herramienta util en el seguimiento del paciente.
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CAPITULO 111

Aspectos bioldgicos y moleculares para el
bloqueo de la transmision durante el ciclo
esporogonico de los parasitos de la malaria
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https://orcid.org/0000-0002-6602-9696

Abstract. The Plasmodium cycle, have a vector (Anopheles
mosquito), where parasite develop its sexual reproduction
and a host (human) where asexual reproduction take place.
Plasmodium gametocytes are responsible of transmission into
mosquitoes, process involves a complex event, starting from
asexual shapes. During maturation of gametocytes, occur
physiological changes, with proteins expression related on
pre-fertilization, starting formation of zygotes, development
of ookinetes and invasion of mosquito midgut; allowing the
sporogony cycle of the parasite to be fulfilled in the vector,
leaving it ready with new infective forms to transmit to human
host. Most proteins studied so far have had a therapeutic
approach to interrupt the development of sporogony phase
and block the transmission infection carrying altruistically
manner to reduction of this disease. The Plasmodium infection
from human to mosquitoes initiates with fertilization of sexual
forms in midgut of Anopheles mosquitoes. After several stages
of development (zygote, ookinete, oocyst), sporozoites are
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developed and migrate to its salivary. Herein chapter, aspects
to parasite biology related to its transmission are addressed. It
identifies targets and molecules candidates with potential use
against sexual and sporogony development, which have been
shown transmission blocking of malaria infection.

Resumen. El ciclo del Plasmodium, tiene un vector (mosquito), donde
se reproduce sexualmente el parasito y un hiesped (humano) donde se
produce la reproduccion asexual. Los gametocitos del Plasmodium son
los responsables de la transmision del huésped al mosquito, sufren un
proceso de desarrollo complejo a partir de formas asexuales, en donde
se expresan proteinas especificas. Durante su maduracion, suceden
cambios fisioldgicos con expresion de proteinas involucradas durante
la pre-fertilizacion, la formacion de zigotos, desarrollo e invasion de
ooquinetos al intestino del mosquito, permitiendo que se cumpla el ciclo
esporogonico. La mayoria de las proteinas estudiadas hasta ahora estan
dirigidas a impedir la esporogonia y bloquear la transmision de malaria
reduciendo de forma altruista esta enfermedad. La infeccion de los
mosquitos con Plasmodium, inicia con la fertilizacion de formas sexuales
enelintestinoy después de varios estadios de desarrollo (zigoto, ooquineto,
ooquiste) se producen esporozoitos que migran a las glandulas salivales
del vector dejandolo provisto de formas infectivas para transmitir a un
nuevo huésped. Este capitulo, aborda aspectos de la biologia del parasito
relacionados con su transmision. Identifica blancos y candidatos de
moléculas dirigidas contra las formas sexuales y esporogonicas que han
demostrado tener un bloqueo de la transmision de la infeccion malarica

Palabras clave: Bloqueo de la transmision, malaria, esporogonia,
mosquitos, Plasmodium, Anopheles.

Introduccion

Uno de los retos mds recientes para la comunidad cientifica que
investiga la malaria, consiste en dar prioridad a las investigaciones
relacionadas con la reduccion de la transmision de la enfermedad. Las
estrategias para lograr este objetivo, consisten en establecer métodos
para atacar al parasito que pasa del hombre al mosquito y viceversa.
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Meétodos que deben basarse en varios aspectos y factores que intervienen
en el proceso de la transmision, desde los niveles moleculares y
celulares, hasta la dindmica de parasitos-vectores y poblacion humana
infectada. El conocimiento debe conducir hacia el disefio seguro y la
implementacion exitosa de intervenciones efectivas en la poblacion, sin
efectos negativos sobre el medioambiente.

Los gametocitos son las unicas formas infectivas para los mosquitos; su
baja densidad de poblacion en el torrente sanguineo, los hace un blanco
importante para romper el ciclo parasitario de transmision. Sin embargo,
el disefio de compuestos dirigidos contra los gametocitos con efecto sobre
la transmision, enfrenta ciertos obstaculos: Las técnicas de cuantificacion
y evaluacion de la dindmica de poblacion de los gametocitos se dificultan
debido al bajo numero de parasitos que con frecuencia son pasados por
alto por los métodos de deteccion estandar; el fendmeno de citoadherencia
o secuestro, aleja a los gametocitos del torrente circulatorio por varios
dias, limitando atn mas la evaluacion de los compuestos sobre estas
formas del parésito. Adicionalmente a lo anterior, todavia no existe un
método eficiente para determinar el bloqueo de la transmision (BT) en los
humanos. Su efecto es analizado bajo condiciones no naturales, como la
medicion de las densidades de gametocitos mediante cultivos celulares y
la alimentacion artificial o directa de sangre infectada con gametocitos a
los mosquitos obtenidos en el laboratorio.

De otro lado, se ha observado que individuos expuestos continuamente
a infecciones por malaria en regiones endémicas, desarrollan una
respuesta inmune (anticuerpos principalmente) que puede reducir o
bloquear la transmision y el desarrollo de parasitos en los estomagos de
los mosquitos, fendémeno que se conoce como inmunidad bloqueadora
de la transmision (IBT). En este contexto, anticuerpos dirigidos contra
antigenos de estadios sexuales y del ciclo esporogénico del parasito
pueden inducir este tipo de bloqueo esto se basa en el principio de
neutralizacion de los parasitos e impide su establecimiento hacia el
desarrollo esporogonico, lo que fundamenta el desarrollo de una vacuna
bloqueadora de la transmision.

103



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

Los candidatos a vacunas destinadas a bloquear la transmision estan
enfocados principalmente contra antigenos expresados en los gametos
y en las etapas pos-fertilizacion del pardsito que se desarrollan en
el mosquito. Por tanto, el estudio de los mecanismos que regulan la
produccion de gametocitos en el huésped y la comprension de los
aspectos biologicos y moleculares del ciclo esporogonico del parasito
en el vector, ofrece una oportunidad para el desarrollo de estrategias
adicionales para el control de la transmision.

Aspectos generales del ciclo esporogonico de los Plasmodium
Caracteristicas generales de los mosquitos

La malaria se transmite por la picadura de las hembras de los mosquitos
género Anopheles a los humanos cuando ellas se alimentan de sangre
para producir sus huevos y suplir asi una nueva generacion de mosquitos.
Los anofelinos, se encuentran distribuidos en todo el mundo, excepto en
la Antartida. Pertenecen a un complejo grupo taxonémico morfologico
estrechamente relacionado. De las 465 especies reconocidas y
mas de 50 miembros no identificados de complejos de especies [1],
aproximadamente 70 especies son capaces de transmitir los parasitos de
lamalaria [2]. De estas, 41 de ellas son consideradas complejos especies/
especie vectoriales dominantes (DVS- dominant vector species/species
complexes), de importancia en salud publica [3].

En las américas existen nueve DVS (4n. Freeborni, An. Quadrimaculatus,
An. darlingi, An. Marajoara, An. albitarsis, An. nuneztovari'y An. seudo-
punctipennis) con caracteristicas de bionomia distintas que influyen en
el comportamiento y las dindmicas de transmision [4, 5].
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Para que el desarrollo del ciclo esporogdnico o fase sexual exdgena
del parasito, desde el estadio de gametocito (obtenido en la picadura
de los humanos) hasta el estadio de esporozoito (formas infectivas del
parésito en las glandulas salivales de los anofelinos), sea exitoso en el
mosquito, deben existir factores ambientales favorables de temperatura
y humedad, que permitan tanto el desarrollo del parasito como la
sobrevida de los mosquitos (entre 10 y 18 dias).

Los Anopheles pasan por cuatro etapas en su ciclo de vida: huevo (2-3
dias), larva (5-10 dias), pupa (2-3 dias) y adulto (15-60 dias). Las tres
primeras etapas son acuaticas y duran de cinco a catorce dias, dependiendo
de la especie y la temperatura del ambiente. Una vez emergen los adultos,
estos pueden vivir hasta un mes, con un periodo de sobrevida de una a dos
semanas en la naturaleza aunque el ciclo esporogénico del Plasmodium
requiere menos de una semana a 32 - 33°C; la rotacion y la dinamica de la
poblacion de los mosquitos y sumortalidad estd estrechamente relacionada
con la temperatura. Las hembras en su etapa adulta deben alimentarse
con sangre, cada dos a tres dias, para mantener una produccion entre 50
y 200 huevos por ovo—postura a lo largo de su vida, proceso que logra a
través de la picadura de animales y humanos. [3]

La temperatura es un regulador critico del crecimiento y desarrollo dentro
de cada etapa del ciclo de vida de los mosquitos y determina la regulacion
del periodo del ciclo gonotrofico del vector [6]. Temperaturas superiores
a los 33°C empiezan a afectar la abundancia de los mosquitos y la
supervivencia diaria se ve afectada a temperaturas superiores a los 40°C.
Los huevos pueden durar entre dos y tres dias en emerger en condiciones
favorables de temperatura y humedad relativa alta (>80%); pero a
temperaturas superiores de 40°C se vuelven susceptibles a la desecacion.
Por otra parte, con temperaturas por debajo de los 18°C se empieza a
detener el desarrollo los mosquitos, se reduce la sobrevida y la abundancia
de los insectos, en parte limitada por la larga duracion de su etapa larvaria
y la prolongacion de la eclosion de los huevos (una a dos semanas) [7].
Dadas estas apreciaciones, variaciones en los ecosistemas y en particular
las relacionadas con la temperatura ambiental vinculados a los aspectos
del cambio climatico (humedad, precipitacion, etc), podrian conducir
a condiciones favorables para el establecimiento de los mosquitos en
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escenarios geograficos donde la enfermedad todavia no tiene alcance, asi
como también, aumentar su transmision en regiones del mundo en donde
aun es un tema importante de salud publica [8].

Caracteristicas del desarrollo de gametocitos
en el huésped vertebrado

La transmision productiva de la malaria, entre el huésped mamifero y el
mosquito, requiere de una transicion entre las formas asexual y sexual del
parasito en los humanos. Los parésitos en estadio sanguineo se replican
ciclicamente y en su mayoria son asexuales; una pequeia fraccion
(<10%) de estos parasitos se transforma y diferencia en formas sexuales
masculinas y femeninas (gametocitos) en cada ciclo reproductivo,
fendmeno conocido como gametogénesis [9, 10]. Este proceso esta
definido molecularmente y ocurre mucho antes de la maduracion de
los gametocitos y de que se evidencie su dimorfismo sexual [11, 12].
Genes de expresion de la proteina de union a ADN AP2-G han sido
identificados como reguladores principales del desarrollo de la etapa
sexual de los parésitos de la malaria y controladores de la “decision” de
diferenciacion y formacion de gametocitos [13].

Dependiendo de la especie parasitaria, la gametocitemia (gametocitos
en sangre periférica) puede surgir en los primeros dias de replicacion
sanguinea de los merozoitos, como sucede en la infeccion asincronica
de P. vivax 6 7 a 15 dias después como ocurre en P. falciparum [14,15].
La gametogénesis, difiere en sus caracteristicas biologicas entre
especies. Los gametocitos de P. falciparum, por ejemplo, se secuestran
en la microvasculatura y los tejidos durante su desarrollo, gracias al
fendmeno de citoadherencia y solo aparecen sus formas maduras, que
duran hasta por 3-4 semanas en la circulacion sanguinea, al inicio de
los primeros sintomas febriles. En contraste, los gametocitos de P. vivax
se observan antes de la aparicion de los sintomas durando muy pocos
dias en circulacion [10, 15, 16]. Aunque el fenomeno de citoadherencia
no ha sido reportado con frecuencia para P. vivax, existen reportes de
secuestro parasitario en médula Osea para esta especie [17].

La presencia de microgametocitos (machos) y macrogametocitos
(hembras) y su proporcion (machos: hembra, 1:4) son importantes
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para el éxito del desarrollo esporogonico o ciclo sexual en el intestino
del mosquito. Cuando los gametocitos maduros presentes en la
microvasculatura del humano son extraidos tras la picadura de los
mosquitos; ocurre un abrupto cambio ambiental que los hace agruparse
y emerger a minutos de los eritrocitos: el gametocito masculino se
transforma mediante la exflagelacion en ocho microgametos moviles
después de tres rondas de replicacion gendomica extremadamente rapida,
seguida de una division nuclear y ensamblaje de axonema, en tanto
que la hembra emerge del eritrocito como una gameto unico y redondo
[18, 19]. Estas formas sexuales claramente diferenciadas, maduradas
e instaladas en el estdmago del mosquito dan entonces inicio a los
procesos de expresion de proteinas de pre-fertilizacion, fertilizacion
y formacion de cigoto movil que permitiran el desarrollo del ciclo
esporogonico. La Tabla 2, lista algunas de las proteinas de gametocitos

con su posible funcion [20].

Tabla 2. Proteinas de los gametocitos de P. vivax 'y P. falciparum

Proteina Especie Ubicacion Comentario
Contribuye a la
Vacuola parasitéfora de ruptura del eritrocito
Pf11-1 Pf .
gametocitos durante la
gametogénesis
Proteina integral de Contribuye 8.11 _brloqueo
Pfl6 Pf . de la transmision,
membrana de gametocitos .
candidato a vacuna
Pv20 Pv Gametocitos Funcién desconocida
Pv24 Pv Gametocitos Funcién desconocida
Citoplasma, se expresa en .
P25 Pf la superficie de gametos, Contribuye 5}1 'brloqueo
. . de la transmisioén
Z1goto y ooquineto
Contribuye al bloqueo
Pv25 Pv Gametocitos de la transmisién
En gametocitos desde Contribuye al bloqueo
Pfg27 Pf etapas tempranas de la transmision
Contribuye al bloqueo
Pvs28 Pv Gametocitos de la transmision
Citoplasma de
Pv42/37 Pv macrogametocitos Funcién desconocida
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Proteina Especie  Ubicacion Comentario

Citoplasma de gametocitos Contribuye al bloqueo

Pfs48/45 Pf y en la superficie de ..
de la transmision
gametos
Participa en los
o-Tubulina Axonema de cambios morfologicos
Pv . . durante la
50kDa microgametocitos exflagelacién y en la
motilidad del parasito
Pvs57 Pv Gametocitos Funcién desconocida
Superficie de gametocitos Contribuye al bloqueo
Pfs230 Pf y gametos de la transmisién
Contribuye a la
produccion de
gametocitos
Gametocitos desde etapas regulando su
PfEMP-1 Pf tempranas maduracién
Macrogametocitos
Pfg377 Pf maduros Funcion desconocida
Participa en la
modulacién y
proteccién contra el
sistema inmune del
PSLAP Pf Gametocitos maduros mosquito

Fuente: Tomado de [20]

A diferencia de las etapas asexuales de la sangre, responsables
del resultado clinico de la malaria, los gametocitos no causan
manifestaciones clinicas. Sin embargo, son cruciales para la transmision
de la enfermedad y sufren transformaciones morfolégicas con expresion
de proteinas especificas durante su proceso de maduracion, previa a
la infeccién de los mosquitos, que los prepara para los procesos de
fertilizacion e invasion durante el ciclo que se desarrolla en el intestino
del vector. Cerca del 20% de todos los genes de los Plasmodium se
expresan especificamente en las etapas sexuales. Durante el desarrollo
de las etapas de los gametocitos de P. falciparum (I-V), estos parasitos
experimentan transformaciones morfoldgicas crecientes y falciformes
acompafiadas de expresion de proteinas especificas de cada etapa en
un periodo de diez a doce dias. Muy diferente a lo que sucede con los
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gametocitos de P. vivax en su biologia, dindmica y formativa que puede

ocurrir dentro de dos a tres dias después de la aparicion asexual [16, 21]
como se muestra en la Figura 1.

Desarrollo de los gametocitos de Plasmodium falciparum

Dia 5.1 23 4-6 7-9 10

Etapas

80 (

Proteinas de gametocito estadio-especificas
Pisi6

Plg27
PICCps
Pfs4B/45
Pfs230

Pfg37

PfaTubll

Pimdv-1
Actil
Bajo ruvel de expresion  Alto nivel de expresion

Desarrollo de los gametocitos de P. vivax

Pvsag/as
Pvs230
Pus47

Figura 1. Expresion de la proteina especifica de la etapa de P. falciparum
y P. vivax durante el desarrollo de gametocitos.

La barra representa expresion de alto nivel y expresion de bajo nivel de linea
completa. Solo los productos genéticos se incluyeron en esta figura.

Fuente: [Tomado de 21].
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Aspectos biologicos y moleculares de la esporogonia

Posterior a la ingestion de sangre infectada, los gametocitos de
Plasmodium se activan dentro del intestino de los Anopheles, lo que
resulta en la aparicion de gametos masculinos y femeninos. Después de
la fertilizacion, el cigoto resultante se diferencia en un ooquineto movil.
El ooquineto debe atravesar la matriz peritrofica, e invadir el epitelio
del intestino. Finalizado su recorrido, los ooquinetos se adhieren a la
lamina basal del intestino y se diferencian en ooquistes que crecen y
producen miles de esporozoitos durante un periodo aproximado de dos
semanas. Paradogicamente, aunque la matriz peritrofica, capa quitinosa
producida por el intestino de los mosquitos, rodea la sangre ingerida
y cumple una funcion protectora contra los patdogenos que pueda
invadir a los mosquitos, ésta proporciona un entorno en el intestino
favorable para el desarrollo y supervivencia de los Plasmodium; este
los protege de la accion enzimadtica digestiva durante las primeras
24 horas, en donde ocurren las transformaciones mas importantes y
criticas de gametos a ooquinetos moviles para la invasion del epitelio
intestinal del vector (Figura 2) [22, 23, 24]. Al madurar los ooquistes
establecidos en la lamina basal del intestino, los esporozoitos se liberan
a la hemolinfa por donde viajan hasta invadir las glandulas salivales.
El ciclo se completa cuando el mosquito se alimenta de un nuevo
huésped y libera esporozoitos con la saliva. Durante este periodo de
desarrollo las poblaciones de parasitos al interior del mosquito sufren
una caida importante en nimero de individuos, debido en parte a la
accion de la actividad fisiologica enzimatica intestinal del mosquito y
a factores como el nimero de globulos rojos ingeridos por el mosquito
que sostienen la sobrevida de los pardsitos antes de su invasion al
intestino [22]. Este rango de densidad poblacional parasitaria puede ir
desde los 10 000 gametocitos ingeridos a la formacion de unos cuantos
ooquinetos (0-5), que a su vez son potencializados en nimero tras la
formacion de esporozoitos [25, 26]. Ver Figura 2.

113



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:

Marcadores moleculares

R °

snsinbo R T
Fl0g
ap ofpan )y

sopauinbogy

B e
(a)

‘[s2] A [12] op opeoyIpoN :djuang
"JOJO9A [2 UD eLIe[eW B[ 9p oysered [ap 0[d1) ‘7 vINSI]

et

asmbog

|eseg
b i 4

[etmsaa]
otjapdy

ngonsad
RIGIagy

/ ojeumbogy o0y ugezag \%r/ @ @ L
qoz uz U of @ @ - @ é

ww gl g wwQ n‘-

114



Aspectos biologicos y moleculares para el bloqueo de la transmision durante
el ciclo esporogonico de los parasitos de la malaria

En la Figura 2 se puede apreciar: (a) Ciclo de vida de Plasmodium en el
mosquito. Tiempo aproximado de cada etapa. La transmisién comienza
cuando el mosquito ingiere una comida de sangre infectada (0 h).
En minutos, los gametocitos, femenino y masculino, se desarrollan
en gametos que se fusionan para formar el cigoto y diferenciarse
en ooquinetos moviles. A las 24 h, el ooquineto invade el epitelio
del intestino y se diferencia en un ooquiste. Aproximadamente dos
semanas después, el ooquiste se rompe, liberando miles de esporozoitos
que viajan por la hemolinfa hasta invadir las glandulas salivales. (b)
Densidad de parasito de Plasmodium durante el desarrollo del ciclo en
el mosquito. Las poblaciones de parésitos sufren una reduccion severa
durante el desarrollo en el intestino del mosquito.

Enel complejo ciclo esporogdnico los parésitos entran en contacto intimo
con el intestino, la hemolinfa y las glandulas salivales de mosquito. Un
total de 94 moléculas han sido estudiadas por su papel en el desarrollo
de los parasitos dentro del vector [26]. El exitoso reconocimiento e
invasion de los ooquinetos depende de moléculas que, o bien facilitan
o inhiben el desarrollo del parésito, o le permite realizar cambios
metabolicos importantes para sobrevivir dentro del mosquito. La alanil
aminopeptidasa N (APN1) es una de las proteinas de superficie del
ooquineto que estd mas involucrada en el reconocimiento del intestino
del mosquito [27]. Y aparte, hay 78 proteinas que han sido involucradas
hasta el momento en la invasion y transformacion de ooquinetos en
ooquistes. Proteinas comolaTEP1y LRIM1 son conocidas por reconocer
a los ooquinetos como invasores y desencadenar una respuesta inmune
por parte de los mosquitos [27, 28, 29, 30].

Proteinas como Lectinas tipo C (CTL4), caspar y cactus, participan en la
regulacion de la respuesta inmune del vector, generan disminucion del
nimero de ooquistes y pueden inducir a la refractariedad completa del
mosquito. Por ejemplo, el silenciamiento del gen de la proteina HSC3,
resulté en la reduccion de ooquistes en la infeccion de An. gambiae por
P. falciparum. Contrario a lo ocurrido para An. stephensi infectado con
P. yoelii, que resultd en aumento en el recuento de ooquistes [28]. Del
mismo modo, gastrina / colecistocinina receptor 1 (GPRCCK1) mostrd
aumento de ooquistes en An. Gambiae infectado con P. berghei, pero
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disminucién de los mismos tras la infeccion con P, falciparum [31]. Por
tanto, son moléculas que se convierten en objetivo de investigacion mas
profunda para disefiar nuevas estrategias en el BT.

Aspectos biologicos y moleculares del bloqueo de la transmision

Aspectos y factores que intervienen en el bloqueo de la transmision

Estudios epidemioldgicos han demostrado que las personas que
viven en las zonas endémicas, con continua exposicion a la malaria
desarrollan inmunidad clinica (IC) que las protege contra el desarrollo
de complicaciones graves e incluso de la muerte [32]. En este tipo de
IC, participan las respuestas inmunoldgicas mediadas por anticuerpos,
células T y citoquinas, con mecanismos muy poco entendidos hasta
ahora (Figura 3). Estos individuos desarrollan una respuesta inmune
que puede reducir o bloquear la transmision del parasito [33].

Uno de los mecanismos de BT que ocurre en condiciones naturales es
a través de anticuerpos neutralizantes, inducidos por los gametocitos
durante la infeccion maldrica o inducidos de forma artificial (mediante
vacunacidn) contra gametos, ooquistes/ooquinetos, estadios del parasito
que no son desarrollados en humanos y que son ingeridos cuando el
mosquito pica para alimentarse.

En el primer caso, los anticuerpos inducidos de forma natural
interactian con los gametocitos, previeniendo la fertilizacion (i.e. la
fusion del gameto femenino y masculino), lo cual resulta en el bloqueo
de la infeccion del mosquito y en la interrupcion de la trasmision de
la malaria [34]. Estos anticuerpos contra antigenos de los gametocitos
serian susceptibles de su refuerzo natural durante infecciones futuras. En
el segundo lugar, los anticuerpos inducidos por vacunacién interactiian
con las formas del ciclo esporogonico en la formacion del cigoto
previniendo su subsecuente desarrollo a ooquineto. Sin embargo, este
tipo de anticuerpos no serian susceptibles de refuerzo inmunolédgico
durante infecciones naturales del humano sino a través de vacunacion
de la poblacioén [35].
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La inmunidad contra los estadios sexuales es importante para BT de la
malaria de la persona infectada al mosquito-vector, ya que previene el
desarrollo del parasito dentro del mosquito y por ende su trasmision a
otras personas susceptibles. Se ha demostrado experimentalmente que
los anticuerpos dirigidos contra los antigenos del cigoto y/o el ooquineto
pueden bloquear la trasmision de las formas infectivas del parésito de la
malaria en humanos [36, 37, 38].

Sueros de individuos expuestos naturalmente a la infeccion por parasitos
de la malaria contienen anticuerpos especificos contra los antigenos de
los gametocitos que son capaces de bloquear el proceso de fertilizacion
y la invasion del ooquineto a las células del intestino del mosquito,
previniendo que el parasito se desarrolle dentro del mosquito [36,
39, 40]. Sin embargo, este proceso es complejo y parece depender de
la concentracion de anticuerpos, antigenos blancos y la activacion
del complemento en algunos casos. La inmunidad BT representa un
mecanismo inmune importante para disminuir o eliminar gradualmente
la propagacion de la malaria por los mosquitos-vector, particularmente
en zonas de baja a moderada donde se presenta esta enfermedad [41, 42].

La adquisicion de inmunidad entonces puede depender tanto de la
exposicion reciente al pardsito, como de la exposicion acumulativa. Sin
embargo, la exposicion reciente parece ser mas critica con base en la
observacion, que la inmunidad BT adquirida naturalmente que es de
corta duracion (~4 meses) [42, 43]. Anticuerpos IgG purificados a partir
del suero de estos individuos bloquean la fertilizacion de los gametos
y el desarrollo del cigoto en ooquineto durante el proceso de post-
fertilizacion en el intestino del mosquito. Por otra parte, los anticuerpos
IgG pueden activar el sistema del complemento para inducir la lisis
de los gametos maduros y el cigoto. Tales mecanismos de inmunidad
inducidos por la infeccion natural y el eficaz BT del parasito de personas
infectadas a los mosquitos vectores sientan las bases para el desarrollo
de estrategias de disefio de moléculas que permitan romper el ciclo de
transmision y proteger gradualmente a los individuos de posteriores
infecciones con el parésito.
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Figura 3: Factores que influyen en el desarrollo del ciclo esporogonico
en el mosquito.

EnlaFigura3sepuedeapreciarlosiguiente. CuandounAnophelesingiere
gametocitos (1), algunos pueden estar muertos o no ser infecciosos para
el mosquito debido a la exposicidn a citocinas o al 6xido nitrico (NO)
producido en el huésped humano infectado (2). Después de la salida de
los gametos del globulo rojo (3) se exponen a factores de la sangre que
afectan negativamente el desarrollo del parasito. Estos incluyen dafio
causado por citocinas séricas y el NO (4), ataque por parte de linfocitos
(5), inhibicién o neutralizacion de la fertilizacion por anticuerpos
bloqueadores de la transmision (BT) (6) y el ataque del sistema del
complemento (7, 8). El ataque por el sistema del complemento puede
iniciarse por dos mecanismos: activacion de la via clasica (CVC)
mediante opsonizacion de anticuerpos (contra Pfs230) que se unen a las
proteinas de la superficie del gameto (7) o activacion de la via alternativa
(CVA) mediante union del C3 a la superficie del gameto (8). En ambos
casos, la lisis ocurre después de la formacion de un complejo de ataque a
la membrana del parasito. Para evadir la activacion de la via alternativa
del complemento, el parasito utiliza la proteina de superficie PfGAP50
para reclutar factor H del suero sanguineo, inhibiendo asi la activacion
adicional del sistema (9). Las proteinas del sistema del complemento se
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degradan aproximadamente 6 h después de la alimentacion con sangre
(10). Los parésitos que escapan se desarrollan en ooquinetos, que
comparten su nicho con las bacterias del intestino que se multiplican
exponencialmente después de la ingestion de la sangre (11). Estas
bacterias pueden secretar compuestos antipaludicos, incluidas especies
reactivas de oxigeno (ROS), que afectan la viabilidad del ooquineto
(12). Los ooquinetos que sobreviven invaden y atraviesan el epitelio
del intestino para después formar los ooquistes en la [amina basal del
intestino (13). RNS: especie de nitrégeno reactivo.

Fuente: Tomado de [44]

Uno de los objetivos importantes de la induccion del BT de la malaria
es inducir una inmunidad contra los estadios del parasito que infectan
a los mosquitos, para que los individuos inmunizados con la vacuna
bloqueadora de la trasmision no puedan transmitir la malaria. Como
las infecciones de malaria se transmiten principalmente a unos pocos
cientos de metros de una fuente humana infecciosa, las vacunas BT
usadas dentro de una comunidad protegerian a la vecindad inmediata
de los individuos vacunados [45]. Ademas, en individuos que habitan
areas endémicas o que ya han tenido episodios de malaria, estas
vacunas actuarian como un mecanismo de “refuerzo” para potenciar la
inmunidad adquirida naturalmente contra antigenos BT.

Aspectos de las moléculas de pre-fertilizacion y post-fertilizacion del
pardsito en el vector.

Se ha identificado un nimero importante de proteinas presentes
en los estadios sexuales del parasito (Figura 4) como blanco para la
produccion de anticuerpos BT. Para la primera fase (pre-fertilizacion).
La mayoria de ellas se ha descrito en los gametocitos, gametos y zigotos
recientemente fertilizados como es el caso de la Pvs/Pfs/48/45, P{s230.
Y para la segunda fase (post-fertilizacién) se han identificado dos
proteinas expresadas en la superficie del cigoto durante su desarrollo a
ooquinete, denominadas Pf/vs25 y Pf/vs28 que bloquean el desarrollo
del cigoto en el mosquito [34, 35, 43, 46].

La Pvs25 y la Pvs28 producidas en levaduras, se han probado en el
modelo murino, generando una fuerte respuesta inmunogénica, con

119



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

estos anticuerpos se pudo inhibir completamente el desarrollo de los
ooquistes de la cepa Salvador I de P. vivax provenientes de chimpancés
y cepas humanas [34, 35, 43].

Los blancos de los anticuerpos BT en P. vivax incluyen: (a) los antigenos
pre-fertilizacion, y corresponden a los expresados por los gametocitos
circulantes antes de que ocurra la fertilizacion, en este grupo estan los
antigenos Pvs230 y Pvs48/45 (b) los antigenos post-fertilizaciéon que
son expresados durante el desarrollo del ooquineto dentro del mosquito
(Pvs25 y Pvs28).

%nmue‘t&'dtus Gametas Cigotos  Qoguinetes Oeqnistes
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Figura 4. Principales proteinas candidatos a vacunas descritas en los estadios
sexuales para Plasmodium spp.

Las barras representan hasta que estadio se expresa la proteina. Las barras lilas
significan que hasta el momento solo se ha descrito en ese estadio.

Fuente: Propia

Hasta el momento, la Pf/vs25 es el unico candidato que ha alcanzado
las fases de desarrollo de vacunas al grado de ensayos clinicos [46, 47,
48]. Asi mismo, existen dificultades para trabajar con estos antigenos
por la disponibilidad de estas proteinas en cantidad suficiente y con
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una conformacion estructural adecuada, debido a la naturaleza de
sus epitopes conformacionales, que ha impedido, definir con mayor
precision los dominios funcionales de estas proteinas para el desarrollo
de vacunas [26].

La inmunizacién de poblaciones humanas contra antigenos de los
gametos y de los zigotos, pese a no proteger directamente al individuo
inmunizado de la infeccidon con malaria, reduciria la transmision
de la malaria dentro de la poblaciéon inmunizada de una manera
efectiva. Dicha inmunidad, ademdas de reducir la transmision global
de la enfermedad, podria, si se combina con una vacuna contra los
estadios asexuales (responsables de los sintomas clinicos), reducir la
probabilidad de seleccion de parésitos que sean resistentes contra las
vacunas y medicamentos ya que prevendria la entrada del parasito en la
poblacion de mosquitos [35, 41, 42, 43].

Conclusiones

El Bloqueo de la Transmision es una estrategia que podria formar parte
del esfuerzo exhaustivo en la eliminacion y erradicacion de la malaria,
ayudando a conducir la transmision del parasito a niveles muy bajos o
incluso a eliminar totalmente la transmision; especialmente en entornos
donde otras intervenciones ya han tenido un impacto positivo. Por
tanto, el conocimiento de algunas proteinas que se expresan y estan
involucradas en los procesos de desarrollo del parésito en el ciclo
esporogonico del mosquito y particularmente las que tienen que ver en
el proceso de fertilizacion y desarrollo de ooquinetos y ooquistes, son
los candidatos a vacunas bloqueadoras de la transmision.

La comprension integral de la biologia y los mecanismos moleculares
que mueven la dindmica de desarrollo y transformacion entre la triada
parasito-huésped-vector, son cruciales para poder determinar los puntos
algidos donde se podria profundizar la investigacion de forma exitosa,
enfocada a disefio e implementacion de compuestos 0 mecanismos que
inhiban, detengan o eliminen las diferentes etapas de desarrollo del
parésito en los mosquitos.
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El estudio de la dindmica de expresion molecular a través de las
diferentes transformaciones de las formas sexuales del Plasmodium,
que intervienen tanto en los cambios fisioldgicos y bioquimicos,
involucrados en los fenomenos de citoadherencia, invasion y
reconocimiento por mecanismos inmunolégicos tanto de huésped
como vector son importantes para determinar sus efectos en diferentes
contextos ambientales, epidemiologicos y geograficos donde ocurre la
malaria.

La inmunidad inducida por candidatos BT podria ser una herramienta
de uso independiente del comportamiento de los individuos, incluso
en los entornos mas dificiles y sin importar el origen de la persona
inmunizada estableciendo una “red de seguridad” para las poblaciones
a riesgo.
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Abstract. Chagas disease is an anthropozoonosis of the
American continent that has spread from its original
borders through migration. It is caused by the protozoan
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strains has changed over time from biodemos (biological
behavior), zimodemos (biochemical analysis) and lineages
(molecular methods in the miniexon gene). Currently
the classification consists of six discrete typing units
(DTUs), Tcl-1cVI that includes relevant ecological and
epidemiological characteristics. This review brings
together the glycobiological characterization of different
strains of T. cruzi that can be considered as biomarkers
for the differentiation of strains, which include the
expression of mucins highly O-glycosylated molecules
which play a relevant role in the interaction of invasion
of strains host cells. The conformation of their GPI
(glycosylphosphatidylinositol) anchors linked to mucins
which can present variations as a-galactose residues that are
highly immunogenic. Several authors have concluded that
the determination of the structures of O- and N-glycans in
T. cruzi predicts the relationship between the pathogenicity
of the parasite and the epidemiology of Chagas disease.

Resumen. La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis del
continente americano que se ha extendido desde sus fronteras originales
mediante la migracion. Es causada por el protozoario Trypanosoma
cruzi. La diferencia en cuanto a la severidad de la enfermedad,
se ha atribuido al pleomorfismo natural que presenta 7. cruzi. La
clasificacion de las cepas de T° cruzi ha cambiado a lo largo del tiempo
desde biodemos (comportamiento bioldgico), zimodemos (andlisis
bioquimico) y linajes (métodos moleculares en el gen del miniexén).
Actualmente la clasificacion consiste en seis unidades discretas de
tipificacion (DTUs), Tcl- TcVI que incluye caracteristicas ecologicas
y epidemiologicas relevantes. Esta revision retne la caracterizacion
glicobioldgica de distintas cepas de 7. cruzi que se pueden contemplar
como biomarcadores para la diferenciacion de las cepas, que incluyen
la expresion de mucinas moléculas altamente O-glicosiladas las cuales
desempefian un papel relevante en lainteraccion de invasion de las células
huésped. La conformacion de sus anclas GPI (glicosilfosfatidilinositol)
unidas a mucinas las cuales pueden presentar variaciones como residuos
de a-galactosa que son altamente inmunogenicos. Diversos autores han
concluido que la determinacién de las estructuras de O- y N- glicanos
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en 7. cruzi predice la relacion entre la patogenicidad del pardsito y la
epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: 7. cruzi, Glicobiologia, biomarcadores, O-y N-
glicanos, anclas GPIL.

1. Introduccion

Laenfermedad de Chagas es unaantropozoonosis del continente americano
que se ha extendido desde sus fronteras originales mediante la migracion.
Es causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, identificado en la
primera década de la siglo XX [1]. El parasito causante de la enfermedad
de Chagas; la enfermedad se encuentra distribuida en su mayor parte en
zonas endémicas de 21 paises de América Latina [2], principalmente en
la parte continental de América Latina, pero en las Gltimas décadas se ha
observado con mayor frecuencia en los Estados Unidos de América [3],
paises europeos y algunos del Pacifico Occidental. Esto obedece sobre
todo a la movilidad de la poblacion entre América Latina y el resto del
mundo [4]. La diferencia en cuanto a la severidad de la enfermedad en el
hospedero humano y en otros mamiferos, se ha atribuido al pleomorfismo
natural que presenta 7 cruzi, el cual se demuestra al estudiar sus aspectos
bioldgicos, bioquimicos y moleculares [5].

Generalidades de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es el protozoario responsable de la enfermedad de
Chagas, también llamada Tripanosomiasis Americana. La enfermedad
de Chagas fue descrita en 1909 por el brasilefio Carlos Chagas. La
cardiomiopatia dilatada es la mas importante y severa manifestacion de
la enfermedad de Chagas. La Organizaciéon Mundial de la Salud estima
que hay cerca de ocho a diez millones de personas infectadas alrededor
del mundo [6].

En América Latina se han determinado las mas altas tasas de prevalencia,
principalmente en Bolivia (6,75%), Argentina (4,13%), El Salvador
(3,37%), Honduras (3,05%) y Paraguay (2,54%). Brasil y México
presentan prevalencias de alrededor del 1% [7].
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Los transmisores de Trypanosoma cruzi son artropodos hematdfagos
obligados que pertenecen al orden Hemiptera y la familia Reduviidae.
Poseen adaptaciones morfoldgicas como piezas bucales adaptadas para
perforar o lacerar tejidos, que le auxilian en la busqueda de huéspedes
y alimentacion [8], se caracterizan por presentar cinco estadios ninfales
y la forma adulta, en cualquiera de estas etapas puede infectarse y
transmitir el parasito, aunque hasta la fecha no se ha reportado que se
vea afectado por esta infeccion [9]. Un evento crucial para la infeccion,
es la interaccion inicial del parasito con la célula huésped, que resulta
en la activacion de una cascada de senales que contribuyen a que
se establezca la infeccion y eventualmente en la patogénesis de la
enfermedad de Chagas [7].

Ciclo de vida de el Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi tiene un ciclo de vida complejo que implica
huéspedes mamiferos e insectos vectores. Tiene cuatro estadios distintos
(tripomastigote sanguineo, tripomastigote metaciclico, amastigotes
intracelular y epimastigotes) (ver Figura 1). En el ciclo de vida natural,
el insecto vector ingiere tripomastigotes los cuales se transforman en
epimastigotes que se dividen por fision binaria en el intestino del vector.
Aproximadamente tres a cuatro semanas después los epimastigotes se
convierten en tripomastigotes metaciclicos infectivos que se mueven
al intestino grueso del vector. La diferenciacion de los epimastigotes
en tripomastigotes metaciclicos, es un proceso conocido como
metaciclogénesis, se produce en el intestino medio del organismo del
vector y es un paso fundamental en el ciclo de vida de T cruzi. Durante
la metaciclogénesis, los tripomastigotes de la corriente sanguinea se
diferencian en epimastigotes replicativos en el estdbmago del insecto
huésped, que se dividen en el intestino medio y posteriormente migran
al recto del insecto. Alli, cada epimastigote se adhiere al epitelio a través
de un flagelo antes de la diferenciacion en un tripomastigote metaciclico
infeccioso no replicativo [10]. La transmision al nuevo hospedero se
logra cuando a partir de heces cargadas con parasitos, estos contaminan
y entran a las células de las membranas mucosas de la nariz, cavidad
bucal, conjuntiva o demas superficies vulnerables. Los tripomastigotes
metaciclicos no se pueden dividir, por lo tanto, deben penetrar a las
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células huésped con el fin de continuar con el ciclo de vida. La evidencia
de experimentos orales y en conjuntiva sugieren que inicialmente 7. cruzi
infecta y se replica dentro de los tejidos locales antes de su difusion en
el torrente sanguineo y la infeccion de tejidos en sitios distales. Durante
el curso de la infeccion aguda, hay una invasion activa y replicacion
intracelular. La respuesta inmune que se da en contra de Trypanosoma
cruzi en la etapa aguda de la infeccion es efectiva; pero falla en eliminar
la infeccion y el parasito persiste durante décadas en los tejidos del
huésped [11]. En cada una de estas etapas superarad entornos hostiles y
sufrira diferentes tipos de estrés, enfrentara diferentes pH, temperatura,
estrés oxidativo y disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto los parasitos
muestran una respuesta adaptativa (fisiologica, genética o epigenética)
para contrarrestar estas condiciones de estrés. 7. cruzi sufrira distintos
tipos de estrés: la etapa de epimastigote, localizada en el intestino del
vector, confrontard la presencia de la respuesta inmune del invertebrado
y una temperatura de 28°C, ademas la inanicion inducira estrés. Este
estrés nutricional en el vector inducird diferentes etapas de desarrollo en
el parasito; en particular, la falta de alimento inducird la transformacion
del epimastigote en tripomastigote. También dentro del intestino del
vector, el parasito tendra un pH variable de 5,7 a 8,9 dependiendo de la
cantidad de alimento ingerido por el vector. La etapa de epimastigote
también enfrentard el estrés oxidativo producido por los metabolitos
de la hemoglobina ingerida por el vector durante su ingestion via
transportadores de membrana. Cuando la etapa de amastigote se
encuentra en el entorno mamifero intracelular, el parasito encontrard
un pH 4cido dentro de la vacuola parasitofora. Ademas, esta etapa
intracelular tendrd que enfrentar el estrés oxidativo como resultado de
los mecanismos inmunes de los macrofagos y otras células inmunes. El
tripomastigote metaciclico, la etapa infecciosa del mamifero, cumplira
con la respuesta inmune del huésped y un rango de temperatura de 36° a
38¢° C. El estrés oxidativo estard presente en todas las etapas parasitarias
del ciclo de vida [12].
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
Fuente: modificado de CDC [13]

1) Los tripomastigotes sanguineos se liberan junto con las heces y la
orina, que penetran por arrastre al sitio de lesion, donde el triatomino
ha picado para alimentarse, 2) los tripomastigotes metaciclicos
invaden las células en el sitio de inoculacion generalmente los
macréfagos locales, los fibroblastos y el tejido muscular 3) una vez
dentro se transforman en amastigotes y se replican por fision binaria
cada 15 a 18 horas. 4) después de varios ciclos de division, las
amastigotas hijas se diferencian nuevamente en tripomastigotes que
diseminan la infeccion a los tejidos. La célula huésped se rompe y
libera amastigotes y tripomastigotes sanguineos que pueden infectar
nuevas células, 5) el insecto vector ingiere tripomastigotes, 6)
estos se transforman en epimastigotes 7) que se dividen por fisién
binaria en el intestino del vector, 8) aproximadamente tres a cuatro
semanas después los epimastigotes se convierten en trypomastigotes
metaciclicos infectivos que se mueven al intestino grueso del vector.
La transmision al nuevo hospedero se logra cuando las heces cargadas
con parasitos contaminan y entran a las células de las membranas
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mucosas de la nariz, cavidad bucal, conjuntiva o demds superficies
vulnerables [13].

Evasion de la respuesta inmune del hospedero por 7. cruzi

T. cruzi, presenta una variedad de mecanismos para evadir la respuesta
inmune que le permiten al parasito establecer una infeccién y permanecer
dentro del hospedero. Para invadir las células los tripomastigotes
utilizan una variedad de factores de virulencia que interactiian con los
componentes de los hospederos para ayudar al parédsito a invadir las
células de mamiferos [14]. La superficie de 7. cruzi estd conformada
por proteinas superficiales ancladas con glicosilfosfatidilinositol (GPI)
polimérfico, como trans-sialidasas, mucinas, entre otras para poder
unirse e invadir las células del huésped, lo que lleva a la formacion
de la vacuola parasitdfora; la superficie del parasito estda mediada por
una red compleja de enzimas antioxidantes, como las peroxidasas y las
superoxido dismutasas, que las protegen de las especies reactivas de
oxigeno y nitrdgeno; en este contexto la acidificacion lisosémica es una
sefial importante para activar los mecanismos clave que permiten al
parasito escapar del fagosoma hacia el citoplasma, donde se diferencia
en las formas de amastigotes replicativas. Una vez alcanza el torrente
sanguineo, el pardsito evita la lisis mediada por complemento y la
opsonizacidn con la ayuda de proteinas de superficie, como calreticulina
y GP160 que son clave para evadir las vias del complemento [15].
Durante la fase inicial de la infeccion, el parasito provoca la activacion
policlonal de células B y la hipergammaglobulinemia basada en
mitogenos de células B derivados de parésitos. Los anticuerpos
producidos por estas células no son especificos del parasito y son
ineficaces para controlar la infeccion. Con la estimulacién de los
receptores tipo TLR 7 y 9, seguidos por la produccion de citocinas
proinflamatorias, se establece una respuesta inmune centrada en Thl,
que conduce a la produccion de células CD8+ especificas de 7. cruzi
dirigidas a epitopos inmunodominantes del parasito, derivados de la
familia trans-sialidasa, que son importantes para controlar la parasitemia
y el parasitismo tisular. Sin embargo, estd respuesta inmune enfocada
no logra eliminar la infeccion por 7. cruzi [16].
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La clasificacion de 7. Cruzi a través del tiempo

Se han identificado diferencias en las cepas parasitarias de diversas
fuentes. Desde entonces el Trypanosoma cruzi ha sido tipificado
en distintos biodemos, zimodemos y linajes. Las herramientas que
revelaron la diversidad genética del pardsito incluyen: marcadores
enzimaticos [17], DNA del kinetoplasto [18], cariotipo molecular [19],
secuencias de RNA [20, 21] y la caracterizacion basada en genes del
mini-ex6n [22]. Dos métodos de caracterizacion destacados que han
existido son, primero la caracterizacion bioldgica que toma en cuenta
el comportamiento de ratones infectados en cuanto a sus aspectos
biolégicos como parasitemia, morfologia, tropismo celular y lesiones
histopatologicas que determinaron los biodemos I, II y III [23]. Otra
caracterizacion importante es la que se realiza a través de la bioquimica
enzimatica del parasito mediante la extraccion de enzimas e isoenzimas
como por ejemplo la alanina aminotrasferasa, 6-Fosfogluconato
deshidrogenasa, fosfogluconato mutasa; entre otras [18, 24].

Clasificacion actual

Actualmente la diversidad del genoma de 7. cruziy la gran diversidad de
su genotipo y fenotipo estan bien reconocidas [25]. Se han descrito seis
unidades discretas de tipificacion, estas unidades (DTUs) estan asignadas
en Tcl-TcVI que incluyen designaciones ecologicas y epidemioldgicas
relevantes. Los DTUs pueden definirse como grupos genéticos (genetic
clusters) que describen conjuntos de genes de 7. cruzi identificables
entre si usando marcadores moleculares comunes a veces denominados
etiquetas. Los DTUs constituyen unidades confiables para el analisis
de epidemiologia molecular y estudios experimentales de evolucion.
El panel de marcadores moleculares no es genéticamente idéntico y
puede distinguirse con marcadores adicionales. Asi las cepas dentro de
los DTUs deben considerarse como familias de clones estrechamente
relacionados y no como un solo clon [26]. Dichos marcadores
moleculares corresponden a la amplificacion de regiones particulares
del gen SL (sliced leader), 240. TDNA y 18S rDNA mediante PCR.
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Tabla 1. Clasificacion actual de 7. cruzi

Genotipo  Vectores Geografia Enfermedad de

selvaticos Chagas

Tel Primario: Especies  Sur, Centro y Norte del Amazonas,

de Rhodnius Norteamérica  esporadicamente en el

Secundario: cono sur.

Panstrongylus Cardiomiopatia.

Triatoma eratyrus

Tell Incompletamente Cono sur, Atlantico y Brasil

conocido: Esporadico al Central.

(Triatomini) Norte Cardiomiopatia,
megasindromes.

Teclll P. geniculatus Sudameérica Raro en humanos
(también en animales
domésticos). Casos
agudos en el
Amazonas.
Presentacion clinica
poco conocida.

TelV Rhodnius, Norte y Segunda causa de

Panstrongylus, Sudamérica enfermedad de Chagas

Triatoma en Venezuela,
esporadico en otras
parte de Sudamérica.

TceV Incompletamente Cono Sur, Cono Sur.

conocido. Gran Chaco, Cardiomiopatia,
Extremo sur de megasindromes.
Brasil. Portador del vector.
TeVI Incompletamente Cono Sur, Cono Sur.
conocido Gran Chaco Cardiomiopatia,
megasindromes.

Fuente: Extraida de B. Zingales, 2012.

Desde 1989, se han desarrollado estrategias de PCR para analizar
muestras clinicas infectadas con 7. cruzi, estudio en el que se evidencio
el hecho de que cada laboratorio ha aplicado sus propios protocolos
y controles de calidad, haciendo que la comparacion de los hallazgos
basados en PCR entre diferentes grupos de investigacion y regiones
geograficas no sea completamente conveniente [27].
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Recientemente se ha evaluado el funcionamiento de las pruebas moleculares
en 708 pacientes en fase aguday cronica, donde se muestra que lasensibilidad
de las pruebas es significativamente mayor en fase aguda que en la fase
cronica. La mediana de las cargas parasitarias detectadas fue de 4,69y 1,33
parasitos equivalentes /mL para las fase aguda y cronica respectivamente.
Las herramientas moleculares pueden complementar de manera precisa el
diagnostico estandar de la enfermedad de Chagas, principalmente en la fase
aguda, sin embargo se debe mejorar la sensibilidad en la fase cronica [28].

Es importante tomar en cuenta la influencia de la clasificacion de las cepas
en la aplicacion del diagnoéstico ya que algunos estudios recientes apoyan la
proposicion de que evaluar la actividad de nuevos compuestos frente a un
grupo representativo de cepas es esencial, debido a la diversidad genética
de T. cruzi y su posible influencia en la respuesta a los farmacos [29]. Las
cepas mexicanas pertenecientes al DTU grupo I, fueron evaluadas en su
susceptibilidad y resistencia a firmacos, para lo cual se realizé una prueba de
susceptibilidad a nifurtimox y benznidazol. Las cepas caracterizadas como
microsatélite genotipos 2 y 3 fueron significativamente mas susceptibles
al benznidazol que las cepas del microsatélite genotipo 1 [30].

Conforme avanza la tecnologia se realizan nuevas propuestas para
la clasificacion de las cepas de 7. cruzi. Debido a que las DTU solo
pueden ser validadas cuando la especie se analiza en toda su area
de distribucion con los mismos marcadores genéticos. Barnabé y
colaboradores proponen un método para la clasificacion de las cepas
de Trypanosoma cruzi, seleccionaron dos genes mitocondriales (CytB
y COII) y un gen nuclear (Gpi), donde existen tres clusters actualmente
denominados mtTcl, mtTcll y mtTclll [31].

Nadie ha descrito la relacion entre la composicion entre glicanos y los efectos
biologicos de cada glicoconjugado del parasito. La identificacion de recep-
tores y vias de sefializacién provocadas por estructuras de glicanos expre-
sadas por cepas especificas de 7. cruzi podria proveer nuevas percepciones
acerca del desarrollo de terapias que inhiben o potencian la respuesta inmune
durante la infeccion. Este tipo de informacion, ademas extiende nuestro cono-
cimiento acerca de moléculas del parasito que estimulan/regulan la respuesta
inmune durante la infeccion de Tiypanosoma cruzi y revelarian interesantes
biomarcadores para la diferenciacion de cepas de tripanosomatidos [32].
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Glicosilacion

La glicosilacion es la union covalente de un carbohidrato a un polipéptido,
lipido, polinucleotido, carbohidrato u otro compuesto orgéanico,
generalmente catalizada por glicosiltransferasas, utilizando sustratos
especificos de los donantes de nucledtidos de azticar [33]. La glicosilacion
es una de las modificaciones postraduccionales mas comunes y cerca de
la mitad de las proteinas conocidas en eucariotas son glicosiladas [34].

El Trypanosoma cruzi esta envuelto por una densa capa de moléculas de
tipo mucina codificadas por familias de genes complejos denominadas
TcSMUG y TeMUC, que se expresan en las formas del parasito que
habitan insectos y mamiferos, respectivamente. Los productos cMUC
y TcSMUG son reconocidos y procesados por un repertorio distinto
de glicosiltransferasas especificas de etapa [35]. Una glicosiltransferasa
podria estar participando en la adicion de dos manosas consecutivas
donde GPI-MT-III gen (PigB) que es responsable de agregar Man-III a
GPI, también podria ser capaz de agregar Man- IV tanto en 7. cruzi como
en Plasmodium falciparum [36]. Otros estudios sugieren que 7. cruzi
puede usar el mismo conjunto de glicosiltransferasas para la sintesis de
LPPG (lipopeptidoglicanos) y anclas GPI unidas a la glicoproteina, ya
que los epimastigotes sintetizan LPPG cuyo nucleo PI- oligosacarido
es similar a los anclajes de GPI de las glicoproteinas de 7. cruzi [37].

Anclas de glicosilfosfatidilinositol-Mucinas de T. cruzi en la evasion
de la respuesta inmune

El T cruzi emplea muchas moléculas y estrategias para invadir las células
del huésped y escapar de sus mecanismos de defensa. Las anclas GPI-
mucinas expresadas en la superficie, son importantes en este proceso [38].
La subfamilia principal de TcMUC se expresa en la etapa de tripomastigote
de mamifero. Consiste en una capa altamente antigénica, con variaciones
que explican la virulenciay las propiedades inmunomoduladoras. Las anclas
GPI (glicosilfosfatidilinositol) de 7. cruzi presentan diferentes estructuras
en los estadios del parasito, aunque todas las mucinas estan compuestas por
un core lineal formado por NH,-CH,-CH_-PO,-6Man1, 2Manal, 6Manal,
4-GlcNacl, 6-myo-inositol-PO4-lipid [36]; este core puede estar ramificado
por residuos de galactosa (Gal) los cuales son aceptores de acido sialico
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cuyas unidades son transferidas a través de una transialidasa; aunque se
desconoce su localizacion exacta, en el estadio de tripomastigote derivado
de células el ancla GPI se distingue por la presencia de a-galactopiranosil
(0-Gal), estos epitopes son altamente inmunogénicos.

Las anclas lipidicas de las GPI-mucinas varian de acuerdo al estadio
en epimastigotes y estdn compuestas por acidos grasos de CI18:1 y
C18:2, en tripomastigotes metaciclicos estdn conformados por inositol-
fosfoceramidas, y en los tripomastigotes derivados de células estan
compuestos exclusivamente de Alquilacil-PI. Ver Figura 2 [39].

Epimastigotes Tripomastigotes Tripomastigotes
metaciclicos derivados de células

i - eterfler
otemgiTs Selilovs aelloms
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$2 353 o™
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= -~ -
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Figura 2. Anclas GPI (Glicosilfosfatidilinositol) en los estadios de 7. cruzi.
Fuente: Imagen extraida y modificada de [40].

Cambios en glicoinositolfosfolipidos de acuerdo a la cepa

El parasito protozoario patogeno Trypanosoma cruzi expresa en su
superficie una familia inusual de glicoinositol fosfolipidos (GIPL)
estrechamente relacionada con anclas de glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Diferentes aislados de parasitos expresan distintos GIPL que se dividen
en dos series, dependiendo de la sustitucion del tercer resto manosilo
en la secuencia conservada de glicano Man4- (AEP) -GlcN-InsPO4 por
fosfato de etanolamina o beta-galactofuranosa. Aunque se desconoce el
papel exacto de estas moléculas en la biologia celular y la patogenicidad
de T cruzi, las fracciones de lipidos y glucanos presentan respuestas
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distintas a los linfocitos T y B y fagocitos del huésped, lo que favorece en
general una respuesta inmune permisiva para el parasito [40].

Las variaciones estructurales y sustituciones en los glicoinositolfos-
folipidos en las cepas de Trypanosoma cruzi pueden desempenar un rol
inmunomodulador importante en la infeccion por 7. cruzi, conclusion a
la que se llegd al comparar las cepas G (DTU I), G-645, Tulahuen CL
(DTU VI) y la cepa Y (DTU II). Los oligosacaridos de la serie 1 pre-
sentan sustitucion en la tercera manosa distal del inositol (Man 3) por
etanolamina-fosfato o dcido 2-aminoetilfosfonico, al igual que algunos
anclajes de glicosil-fosfatidilinositol-proteina. El nucleo puede ser sus-
tituido adicionalmente por unidades de beta-galactofuranosas unidas
terminalmente que se expresan en todas las cepas (G, G-645, Tulahuen
CL, e Y) mientras que las estructuras de la Serie 2 estan presentes prin-
cipalmente en las cepas CL e Y no tienen grupos adicionales que con-
tienen fosforo unidos a Man 3, siendo sustituido este ultimo por una
unidad de cadena lateral inica de beta-galactofuranosa. El resto lipidico
en los GIPL de las cepas G, G-645 y Tulahuen es predominantemente
ceramida, como se informd para la cepa Y, mientras que el de la cepa
CL es una mezcla de especies de ceramida y alquilacilglicerol [41].

Se han descrito N-glicoproteinas incluyendo anclas GPI en el exopro-
teoma de cultivos de tripomastigotes derivados del cultivo de tejidos
de mamiferos (cepa Y). La mayor parte de las glicoproteinas identi-
ficadas mediante el analisis NanoLC-MS/MS fueron glicoproteinas
implicadas en la interaccion del parésito con el huésped, incluyendo
unioén a DNA, a proteinas, a nucleotidos, asi como actividad hidrolasa,
y actividad transferasa, exponiendo la importancia de estas modifica-
ciones en funciones vitales del parésito en la invasion al huésped [42].

En epimastigotes de la cepa Tulahuen se reportan cambios en las
glicoproteinas de las mucinas de la estructura GalpB1-4GlcNAc
que puede ser sustituida por actividad de una galactopiranosil o
galactofuranosil transferasa dando lugar a Galp-B-(1-2)-Galf-p-(1-4)
o Galf-B-(1-2)-Galf-B-(1-4). La determinacién de estas estructuras de
O-glicanos en T. cruzi confirma la especificidad de la glicosilacion en
la cepa y predice la relacion entre la patogenicidad del parasito y la
epidemiologia de la enfermedad de Chagas [43]. Ver Tabla 2.
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Tabla 2. Diferentes cepas de 7. cruzi y las modificaciones
estructurales en cada una

Cepa Estadio Sitio de la Sustitucion Referencia
sustitucion
Tulahuen Epimastigote Galpf1- Galp-B-(1-2)-Galf-p-(1-4) [43]
4GIcNAc o Galf-p-(1-2)-Galf-p-(1-
4).
Colombiana  Epimastigote o~ GIcNAc B-Galf [44]
0-4
GIcNAcO-6 Galfpl—4
{GalpB1l—3
[GalpB 1 —2]
Galp B 1 — 6} GlcNAc-ol
G, G-645, Epimastigote Man 3 Etanolamina-fosfato o [41]
Tulahuen acido 2-aminoetilfosfonico.
CL,eY
CLeY Epimastigote Man 3 B-Galf
Y strain Epimastigote Man3 2 aminoetil-fosfonato [45]
O-linked Galpp1-6(Galpp1-
GlcNAc 3)GlcNAc-ol; y Galpp1-
2GalpB1-6(Galpp1-
3)GIcNAc-ol
Galpp1-4ManNAc-ol
CL-Brener  Epimastigote GIcNAc O-4  B-Galp NeuSAca2- [46]
strain 3Galp1-4[Galpb1—
6]GlcNAc-0 y Galpbl—
4[Neu5Aca2-3Galpl-
6]GIcNAc-ol
GlcNAc (GalpB1-2Galpp1-
2Galpp1-6....)
G strain Epimastigote GIcNAc O-4  B-Galf [46]
Galppl1—6 (Galpp1-2[Galpp1-3]

Galppl-6...)

Fuente: Extraida de B. Zingales, 2012.
Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones

Las estructuras glicobiologicas en 7. cruzi no solo pueden desempefiar
roles importantes en la modulacion de la infeccion de la enfermedad
de Chagas, sino que también ayudarian a comprender la especificidad
de la glicosilacion en cada cepa, para predecir la patogenicidad y la
epidemiologia de la enfermedad. Algunas de las estructuras de glicanos
estudiados podrian ser potenciales candidatos a vacuna y a diagndstico.
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Abstract. The kinases have been described as a group of
enzymes responsible for the emission and transduction of
signals in the cell, generating responses ranging from the
regulation of cellular homeostasis, to the control of the
response to external stimuli. Given the importance of these
proteins, reported in many cases as essential, it has been
considered that they can be good therapeutic targets in the
treatment of human pathologies such as cancer. In recent
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vears, the investigation of kinases as therapeutic targets in
the context of cancer has been extrapolated to the search for
chemotherapeutic alternatives to combat parasitic diseases
such as leishmaniasis and trypanosomiasis, finding proteins of
the PI3K pathway as targets. promising AKT kinase, involved in
various cell signaling pathways such as PI3Ks and whose main
function is the promotion of cell survival in stress conditions,
has been proposed as a candidate target for the development
of therapeutic alternatives for the treatment of diseases
produced by trypanosomatids with promising results to date,
for which the functional characterization and experimental
validation of AKT is necessary for the development of drugs
and chemotherapeutic alternatives.

Resumen. Las quinasas han sido descritas como un grupo de
enzimas encargadas de la emision y transduccion de sefiales en
la célula, generando respuestas que van desde la regulacion de la
homeostasis celular, hasta el control de la respuesta a estimulos
externos. Dada la importancia de estas proteinas, reportadas en
muchos casos como esenciales, se ha considerado que pueden
ser buenos blancos terapéuticos en el tratamiento de patologias
humanas como el cancer. En los tltimos afios, la investigacion de
las quinasas como blancos terapéuticos en el contexto de cancer
se ha extrapolado a la busqueda de alternativas quimioterapéuticas
para combatir enfermedades parasitarias como la leishmaniasis
y la tripanosomiasis, encontrando a las proteinas de la via de las
PI3Ks como dianas prometedoras. La quinasa AKT, involucrada
en diversas rutas de sefializacion celular como la de las PI3Ks y
cuya funcion principal es la promocion de la supervivencia celular
en condiciones de estrés, ha sido propuesta como un blanco
candidato para el desarrollo de alternativas terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades producidas por tripanosomatidos con
resultados promisorios hasta la fecha, por lo cual se hace necesaria
la caracterizacion funcional y validacion experimental de AKT para
el desarrollo de farmacos y alternativas quimioterapéuticas.

Palabras clave: Tripanosomatidos, AKT, quinasa, PI3K, estrés.
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Introduccion

Las proteinas quinasas y fosfatasas

Las proteinas quinasas y fosfatasas son un amplio grupo de enzimas
que catalizan la adicion o eliminacion de grupos fosfato a sus sustratos
respectivamente. Diversos autores se refieren a estas como los principales
protagonistas de un gran porcentaje de las vias de sefalizacion y
transduccion de sefiales en las células. Gracias a la disponibilidad de
datos genodmicos, alrededor de 2000 quinasas y fosfatasas han sido
reportadas en humanos, de las cuales se han descrito funciones que
comprenden desde la regulacion de la actividad y la homeostasis celular,
hasta el control de la respuesta a estimulos externos [1, 2].

Desde hace mas de 40 afos se conoce que la actividad de quinasas
comprende un complejo conjunto de procesos celulares como la migracion
de proteinas hacia y desde nucleo de la célula hasta la membrana y
citoplasma de la misma, el control temporal de sefiales de fosforilacion y
desfosforilacion, ademas de la regulacion de cascadas multiciclicas que
responden a diferentes estimulos. Entre las quinasas y fosfatasas, existe
un didlogo de activacion y de desactivacion como en el caso de las serina/
treonina quinasas y fosfatasas, en donde el estatus de fosforilacion de sus
residuos serina, treonina 0 ambos puede o no promover el paso de un
estado de represion a uno de activacion y viceversa [4].

Enresumen, las proteinas quinasas y fosfatasas tienen un rol protagonista
en el balance de activacion y desactivacion de otras proteinas que
promueve respuestas celulares diversas. Dicha importancia ha sido
evidenciada por el hecho de que un gran numero de estas enzimas se
han reportado como esenciales para las células y se encuentran con
frecuencia respaldadas por un alto nimero de copias de los genes que
las codifican [5]. A lo anterior se suma el hecho de que muchos de
los factores de supervivencia y virulencia de algunos virus han sido
reportados como quinasas capaces de regular vias de sefializacion
dentro de su célula hospedera y al estar ausentes en dichos patdgenos,
estos pierden su capacidad infectiva e incluso su viabilidad [1, 2].

Gracias al uso de inhibidores especificos de quinasas y fosfatasas
entre otras herramientas moleculares, se ha logrado describir el papel
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particular de estas proteinas en diferentes organismos y lineas celulares,
mostrando que el balance de las quinasas y fosfatasas es complejo y
variable en cada tipo de célula [5]. Como ejemplo del protagonismo
de estas proteinas, tenemos el grupo de las proteinas quinasas y
fosfatasas serina/treonina, que estdn en constante actividad de adicion
y remocion de grupos fosfato en los residuos de serina y treonina de
las subunidades y dominios cataliticos y de regulacion de sus sustratos,
mostrando actividad en procesos celulares de metabolismo como la
sintesis o degradacion de moléculas portadoras de energia, asi como
la participacion en la respuesta inmediata a estimulos hormonales y la
sefializacion generada en respuesta a estimulos de estrés [1, 2].

Otro proceso en el cual las quinasas han sido ampliamente involucradas es
el control de la division celular y la sefializacion inherente a la activacion
del ciclo celular, en donde la presencia de mitdgenos detona toda una red
de quinasas particulares denominadas MAPK o por sus siglas en inglés:
Mitogen-activated protein Kinase, las cuales captan la seiial del mitdgeno
y lo traducen en una serie de fosforilaciones secuenciales que se traducen
en una comunicacion transcitoplasmatica hacia el nticleo, promoviendo
la activacion de diversos factores de transcripcion que activan la division
celular [6]. Estas vias son particularmente conservadas en células
eucariotas e involucra una gran diversidad de sefiales y respuestas de
fosforilacion desfosforilacion acopladas.

Basados en lo anterior, debemos entender que la regulacion de muchos
procesos celulares no depende exclusivamente de las fosforilaciones
generadas por las quinasas, sino que también debe existir un balance con
respecto a las desfosforilaciones promovidas por las fosfatasas, mostrando
un panorama ain mas complejo que dirige toda una configuracion de
adicion y eliminacion de grupos fosfato que desencadenan la respuesta a
un estimulo exdgeno o un proceso celular [1, 2].

Es interesante agregar, que la complejidad del sistema de transduccion
de senales e interpretacion de estimulos y segundos mensajeros, no solo
estd dada por el sistema de fosforilacion o desfosforilacion, sino que
también estd basado en el correcto acoplamiento entre este sistema y el
enorme complejo de proteinas denominadas factores de transcripcion,
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las cuales reconocen determinados patrones de secuencias en el ADN
y desencadenan una serie de respuestas que van desde el aumento o
disminucion de la transcripcion de genes particulares, hasta la supresion
total o aumento significativo de los mismos. Este hecho ha sido muy
bien estudiado en los modelos de activacion y desarrollo de memoria en
lineas celulares del sistema inmune [7].

Los quinomas de tres tripanosomatidos patégenos de humanos

En el 2005, fue publicado el quinoma comparativo de Trypanosoma
cruzi, Trypanosoma bruceiy Leishmania major, los agentes etiologicos
de la enfermedad de chagas o tripanosomiasis americana, la enfermedad
del suefio o tripanosomiasis africana y la leishmaniasis cutdnea
respectivamente [8]. Estos patdgenos comprenden ciclos de vida
complejos que involucran tanto hospederos mamiferos como insectos
vectores, en donde la temperatura, el pH y la exposicion a productos
reactivos del oxigeno promueven una evidente necesidad del control
de la interpretacion de sefiales y factores extracelulares, asi como una
estrictaregulacion de sus ciclos celulares y del metabolismo dependiente
de los diversos ambientes ofrecidos por cada uno de sus hospederos [9].

Basados en las respuestas que los parésitos deben generar frente a los
diferentes ambientes encontrados en sus hospederos, ademés de la
regulacion de sus ciclos de vida que comprenden diferentes formas
o estadios celulares, estos organismos deben tener un sistema de
sefializacion complejo que en parte podria ser soportado por una red
de familias de quinasas encargadas de la transduccion de sefiales. Se ha
reportado que los tres pardsitos cuentan con casi 30% de las quinasas
descritas en el genoma de humanos, dentro de las cuales se encuentran las
quinasas denominadas como tipicas de eucariotas (eKPs), asi como las
denominadas atipicas (aKPs). Los analisis bioinformaticos derivados del
quinoma de estos organismos, revelaron que los genomas de 7. brucei, T.
cruzi'y L. major, tienen 176, 190 y 199 quinasas respectivamente, de las
cuales se calcula que la mayoria son ortdlogas a través de las especies [8].

Con respecto a las quinasas de humanos, los tripanosomatidos carecen
de las de tipo tirosina quinasa y en consecuencia de la familia de
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receptores tipo tirosina quinasa, que son grupos de enzimas descritos
por tener un papel muy importante en la respuesta a estimulos de
factores de crecimiento, sefiales de muerte celular programada, entre
otros procesos relevantes en células humanas. Sin embargo, se ha
encontrado que estos pardsitos posen quinasas de doble especificidad
denominadas Dual-Specificity Kinases (DSKs), las cuales funcionan
tanto como serina/treonina quinasas, asi como tirosina quinasas, es
decir, que pueden fosforilar sustratos tanto en los residuos serina y/o
treonina, asi como en tirosina [8, 10].

Con respecto a lo anterior, se han descrito pocas vias de senalizacion
en estos parasitos y dada la carencia de receptores de superficie tipicos
como los acoplados a sefializacion por proteinas G, se ha postulado
que estos organismos tienen mecanismos de sefializacion divergentes
y poco comunes respecto a lo que ha sido descrito para mamiferos.
Sumado a esto, se sabe que los tripanosomatidos en general realizan
una transcripcion global de la mayoria de sus RNA mensajeros
(mRNA), evidenciando una aparente falta de regulacion transcripcional
y, en consecuencia, un aumento de los procesos de regulacion
postranscripcionales y traduccionales. En ese sentido, se ha descrito que
el sistema de regulacion basado en quinasas usualmente desencadena el
control de la transcripcion a través del reclutamiento o activacion de
factores de transcripcion, lo que refuerza la idea que la interpretacion
de sefiales basada en un sistema de fosforilacion y desfosforilacion en
mamiferos y tripanosomatidos es divergente y puede desencadenar
funciones de regulacion muy distintos [8, 11].

Adicionalmente, estos parasitos han sufrido una expansion de familias
de quinasas como las CMGC, dentro de las que se encuentra la familia
de quinasas que comprende las MAPKs que responden a senales de
crecimiento y estrés celular; las quinasas CDK o quinasas dependientes
de ciclina, encargadas de procesos de regulacion del ciclo celular y
algunos procesos de control de metabolismo energético y control del
splicing. También se ha evidenciado una expansion de la familia de
quinasas STE, las cuales dan lugar a los pasos iniciales de activacion
de las MAPK o quinasas activadas por mitogeno traduciendo sefiales
de la superficie de la célula al nucleo y una expansion de la familia de
quinasas NEK, relacionadas con el control del ciclo celular y el ingreso
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a puntos de chequeo dentro del mismo. Finalmente, se ha encontrado
un gran numero de quinasas que no muestran relacion con ningtin grupo
conocido o reportado en humanos (aKPs), y se ha predicho que muchas
de estas proteinas tienen un alto contenido de dominios transmembrana
que hacen que este grupo sea clasificado como perteneciente a quinasas
raras de tipo receptor de membrana [8].

Por otra parte, se encontrd que aproximadamente el 2% del genoma de
estos parasitos codifica para proteinas de tipo quinasa, sugiriendo que
los mecanismos de fosforilacion hacen parte de procesos fundamentales
dentro de la biologia de estos organismos. A pesar que por analisis
bioinformaticos se han logrado establecer las categorias funcionales de
muchas de estas quinasas, aun no queda claro cudl es la funcién o el
posible rol de un gran porcentaje de las mismas mediante el analisis
exclusivo de similitud de secuencias, por lo cual, el desarrollo de
estudios y trabajos relacionados con el entendimiento de las redes de
fosforilacion y en general el entendimiento funcional de las quinasas de
estos pardsitos es necesario [8].

El entendimiento de las quinasas que tienen alta similitud de secuencia
con las humanas y el de las denominadas quinasas raras, abre las
puertas al encuentro de nuevos blancos terapéuticos mediante el empleo
de medicamentos de uso conocido y el advenimiento de nuevos genes
blanco que se encuentran ausentes o son altamente divergentes en los
genomas de sus hospederos mamiferos.

El panorama de las PI3Ks y su papel en el contexto
de los tripanosomatidos

La via de sefalizacion de las fosfatidil inositol quinasas (PI3Ks), es en
la actualidad una de las mas populares en la investigacion relacionada
con cancer dado que se ha asociado a multiples tipos de patologias
relacionadas con el crecimiento anormal de las células. Algunas
compaiiias farmacéuticas consideran que los integrantes de la via
PI3K son excelentes blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos
farmacos y en ese sentido, las investigaciones han llegado a tal punto que
actualmente existen fArmacos que pueden inhibir miembros puntuales de
esta via disminuyendo asi el riesgo de efectos secundarios adversos [12].
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Se ha descrito que las células cancerigenas son comparables, en el
contexto de las estrategias de supervivencia, con parasitos protozoarios que
promueven la captacion de nutrientes de su hospedero e incluso pueden
generar mecanismos de resistencia a medicamentos y ser tolerantes a los
retos que promueven procesos de estrés y dafio celular [13]. En ese sentido,
algunos investigadores han propuesto la idea que el uso de fdrmacos
disponibles actualmente para el tratamiento del cancer, podria funcionar
como alternativa para el tratamiento de enfermedades generadas por
parasitos. Por ejemplo, si se inhibe la via PI3K o alguno de sus componentes
que en general estdn asociadas con supervivencia celular ante estimulos de
estrés, se puede llegar a potenciar el dafio sobre células cancerigenas y este
efecto puede ser extrapolable sobre las poblaciones de algunos parasitos.
En ese sentido, tratamientos existentes para inhibir la via PI3K en cancer,
podrian funcionar también con parasitos y ahorrar tiempo y costo de
investigacion en el desarrollo de nuevos tratamientos [14].

A finales del 2009, fue publicado el quinoma de las PIK relacionadas
con la via de sefalizacion activada por fosfatidil inositol en
tripanosomatidos, denominado el 7ryPIKinoma. Este quinoma fue
realizado mediante el uso de analisis bioinformaticos en los cinco
principales tripanosomatidos patdégenos de humanos: 7rypanosoma
cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, Leishmania brasiliensis
y Leishmania infantum, gracias a la disponibilidad de las secuencias de
sus respectivos genomas. El proyecto fue llevado a cabo con el objetivo
de entender en detalle la via de las PI3K de estos parésitos dado que es
crucial en numerosos aspectos del crecimiento y la supervivencia celular,
siendo activada por numerosos estimulos que desencadenan respuestas
ante el estrés celular, la detoxificacion de farmacos entre otras. Asi el
conocimiento de los elementos protagonistas de esta via, podrian dar
ideas del desarrollo de nuevos farmacos basados en el entendimiento de
las PI3Ks como blancos terapéuticos prometedores [15].

A pesar de que la via de las PI3Ks es altamente conservada en
eucariotas, el desarrollo del TryPIKinoma permitié confirmar que los
Tripanosomatidos no poseen el sistema clasico de tirosin quinasas, que
como se menciono, se han asociado a funciones de transduccion de
sefiales desde el entorno extracelular hacia el niicleo, comportandose en
su mayoria como receptores de membrana acoplados a sefializacion por
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proteinas G, que posteriormente desencadenan cascadas de sefializacion
sobre las PI3Ks [15]. En ese sentido, una pregunta que permanece
sin responder es ;Coémo estos parasitos responden a la carencia de
receptores y de quinasas tipo tirosina quinasas?

Se han propuesto algunas hipdtesis acerca de la presencia de quinasas
de funcion dual o receptores no convencionales en estos parasitos, sin
embargo una de las conclusiones a las que se ha llegado con el desarrollo
de diferentes andlisis sobre las quinasas de estos organismos es que el
sistema de fosforilacion en tripanosomatidos y otros parasitos como
Schistosoma mansoni es diferente al encontrado en células de mamifero
pero responde a la necesidad de sefalizacion de los mismos procesos
que desencadenan una respuesta [8, 10, 16]. A pesar de las divergencias
encontradas entre los sistemas de tripanosomatidos y las células de
mamifero, se ha propuesto clasificar estas quinasas dentro de grupos o
modelos de funcion particular teniendo en cuenta los andlisis realizados
sobre organismos vertebrados e invertebrados en donde las PI3Ks se
dividen en grupos y clases de acuerdo a la homologia de sus secuencias y
dominios, la especificidad por sustratos y su regulacion [15, 16].

De acuerdo a la clasificacion de las PI3Ks propuesta para Schistosoma
mansoni se proponen cinco grupos divididos de acuerdo a la presencia y
similitud de sus dominios funcionales de la siguiente manera: El modelo
1, que agrupa PIKs relacionadas con funciones de formacion de vesiculas
y transporte celular, trafico de membranas, procesos de endocitosis,
formacion de lisosomas y reciclaje celular. El modelo 2, que agrupa a las
PIKs relacionadas con supervivencia celular, transduccion de sefiales a
través de segundos mensajeros y activacion de quinasas centrales como
la AKT, que promueve procesos de supervivencia celular. Los modelos
3 y 4 se han caracterizado por agrupar a las fosfatidil inositol 4 quinasas
o PI4Ks, las cuales estan relacionadas con el trafico de membranas,
la morfologia celular, la polarizacion de actina, la regulacion del
citoesqueleto, la morfologia de vacuolas, algunas funciones secretoras
y la activacion de las Map-quinasas que juegan papeles importantes
en la regulacion del ciclo celular y en particular en el control de la
mitosis. Finalmente, el modelo 5, que agrupa a las quinasas mediadoras
de interacciones entre proteinas y también a las PI3Ks relacionadas con
la activacion dependiente de fragmentos de DNA generado por dafio
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y que posteriormente activan puntos de chequeo del ciclo celular y en
consecuencia vias de reparacion. Estas quinasas activan a las proteinas
mTor, las cuales son las enzimas centrales de los complejos mTorcl
y mTorc2, encargados de la regulacion de procesos de crecimiento
celular, la sintesis de proteinas y la supervivencia celular [15, 16].

Como se menciond, el conocimiento de las PIKs podria desencadenar
el uso de medicamentos o inhibidores contra estas quinasas y podria
ayudar a mitigar los problemas causados por los tripanosomatidos a
través del uso del conocimiento adquirido en otras patologias como
esquistosomiasis e incluso céncer. Las enfermedades causadas por
tripanosomatidos son complejas y han sido asociadas con diferentes
factores que involucran condiciones socioecondmicas precarias,
la posicion geogréfica, el estatus inmunoldgico de la poblacion y la
ocurrencia de fenomenos de resistencia a medicamentos. Por lo cual
se hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que
ayuden a mitigar los impactos de estas patologias [17].

Al realizar el andlisis genomico de estos parasitos con el objetivo
de encontrar las posibles PI3Ks y sus funciones putativas, los
candidatos encontrados fueron agrupados en los modelos mencionados
anteriormente y se observo que el arreglo de las PI3Ks en los
cromosomas de los pardsitos no es aleatorio y existen bloques génicos
que codifican para PI3Ks en una disposicion espacial altamente
sinténica entre tripanosomatidos [15, 16]. Con respecto a los modelos
propuestos, este andlisis también revelo la presencia de PI3Ks del
modelo 1 de las cuales no se ha caracterizado o corroborado su funcion
experimentalmente hasta la fecha. Adicionalmente, fueron encontradas
PI3Ks pertenecientes al modelo 5 que estan involucradas con reparacion
y respuesta al dafio en el ADN, el crecimiento y metabolismo celular.
Estas quinasas fueron caracterizadas como altamente conservadas entre
tripanosomatidos y otros eucariotas en donde se ha propuesto el uso de
inhibidores especificos que alteran el funcionamiento de estas. Basados
en lo anterior, se propuso a la wortmanina, un farmaco ampliamente
usado para el tratamiento de algunos tipos de cancer, como un potente
inhibidor de las PI3Ks del grupo 5 en estos parasitos, dado que actua
inhibiendo la funciéon de muchas quinasas conservadas de este grupo
al unirse a los residuos de lisina de los sitios cataliticos de union a
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ATP. Esta hipotesis, ya ha sido corroborada experimentalmente y se
propone a la wortmanina como un posible nuevo tratamiento contra las
patologias causadas por estos parasitos [15, 16]. La importancia de la
wortmanina como farmaco inhibidor de las PIK en tripanosomatidos
se ha observado cuando se tratan amastigotes y tripomastigotes
de T. cruzi in vitro y se ve afectado el ingreso de los parésitos a las
células hospederas, alterando su infectividad y capacidad de invasion.
Lo anterior sugiere que no solo el analisis de las PI3ks ha ayudado
a entender la biologia de estos parasitos, sino también que el uso de
un medicamento ya avalado podria mejorar el tratamiento usado para
combatir las enfermedades producidas por tripanosomatidos [18].

Son pocas las vias de sefalizacion por PI3Ks caracterizadas en
tripanosomatidos, sin embargo, se ha logrado establecer por andlisis
funcionales el rol protagonista de los integrantes de los procesos establecidos
para los modelos de fosforilacion 1 y 5 mencionados anteriormente en 7.
cruziy T. brucei, demostrando que las quinasas pertenecientes a este grupo
son consideradas como posibles buenos blancos terapéuticos [15, 16].

En T cruzi se sabe que la sobre expresion de algunas PI3Ks del modelo 1
desencadena cambios en la estructura y formacion de las membranas; por
otro lado, se sabe que las PI3Ks pertenecientes al modelo 5, relacionadas
con las quinasas mTor que son activadas a su vez por otras PI3Ks, tienen
un papel relevante en el control del crecimiento celular, la modulacion
de la formacion del citoesqueleto y la citoquinesis. En este caso, el uso
de la rapamicina, un potente inhibidor de los integrantes del complejo
mTORc2, encargado del control de la formacion del cito esqueleto,
promueve una fuerte accion toxica en estos parasitos, disminuyendo su
proliferacion e impidiendo la formacioén de complejos proteicos [15, 16,
19]. Es interesante anadir, que a pesar de la falta de datos experimentales
que describan la funcién de las PI3Ks pertenecientes a los modelos 2,
3 y 4 en estos pardsitos, se puede especular que estas quinasas estan
encargadas de multiples procesos y que pueden tener roles centrales en
la supervivencia y homeostasis celular como se mostro6 en el caso de las
proteinas de los médelos 1y 5 [20].

Uno de los integrantes mas interesantes de la via de sefalizacion de las
PI3Ks, es la quinasa AKT/PKB, la cual se encuentra en una posicion

157



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

central que conecta a varias de las vias propuestas para los distintos
modelos discutidos, Figura 1.

P13 Kinase/Akt Signaling
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Figura 1. Vias de senalizacion en las cuales participa la serina treonina quinasa
AKT como nodo central y los procesos celulares sobre los cuales tiene algun
tipo de sefializacion en el modelo de células eucariotas humanas.

Fuente: Tomado de Cell Signaling Technology, inc.
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Esta quinasa es reclutada a la membrana celular en modelos de células
humanas luego de ser activada una sefial por un receptor de membrana
(lo cual como se ha mencionado, no ha sido bien caracterizado en
tripanosomatidos) [15,16]. Esta sefial estd dada por la formacion de
PIP3, que permite que AKT esté disponible para ser fosforilada por
otras quinasas como las denominadas PDKs. Al ser activada, AKT
realizard una serie de fosforilaciones de otras quinasas presentes
en el resto de modelos, regulando procesos como la inhibicion de
la apoptosis, el crecimiento, la sintesis de proteinas, la proliferacion
y la autofagia [15,16]. Basados en lo anterior, el andlisis gendmico
comparativo de estos patogenos, permitio la visualizacion de nuevos
blancos genéticos con potencial terapéutico y se logré entender un poco
mas sobre la biologia de estos parasitos. Las PI3Ks y proteinas centrales
como la AKT que conectan diferentes modelos y vias de senalizacion
como coordinadores maestros, son blancos terapéuticos atractivos para
el tratamiento no solo de cancer sino también de las enfermedades
producidas por estos parasitos.

AKT, un blanco terapéutico prometedor

En humanos, la proteina quinasa B o AKT se ha caracterizado como una
serina/treonina quinasa que en presencia de ATP tiene la capacidad de
transferir un grupo fosfato a sus sustratos y a la vez ser fosforilada por
otras quinasas en residuos conservados serina y treonina. En mamiferos
existen tres homologos denominados: AKT1, AKT2 y AKT3, las cuales
son activadas gracias a diversas sefiales extracelulares como factores
de crecimiento, hormonas y elementos de la matriz extracelular, sin
embargo, no se conoce muy bien cémo se dan los pasos iniciales
de activacion, pero se sabe que esta se da aguas abajo de las vias de
sefalizacion de las fosfatidil inositol 3 quinasas (PI3Ks) [21], Figura 1.

A partir de fosfatidil inositol-difosfato las PI3Ks producen fosfatidil
inositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3), el cual es un importante segundo
mensajero que es reconocido por la AKT como una sefial para migrar
del citoplasma a la membrana celular, donde es luego fosforilada
por quinasas como las fosfoinositol dependientes tipo 1 (PDK1) y 2
(PDK2) ademas de otras quinasas que ain no han sido caracterizadas
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[21, 22]. Una vez activada, AKT fosforila y regula la funcién de otras
proteinas que tienen funciones relacionadas con el metabolismo celular,
la apoptosis y la proliferacion celular; en ese sentido se ha asociado
en diversos estudios que la activacion constitutiva de esta proteina en
algunas lineas celulares se relaciona con la presencia de cancer [21].
El efecto de la activacion constitutiva de AKT se ha descrito como
un fenémeno derivado de la amplificacion de genes y la mutacion
de algunas de las proteinas involucradas en la via de sefalizacion y
activacion de la AKT, asi como la mutacién y alteracion de algunos de los
sitios de fosforilacion de esta proteina que por lo general se encuentran
disponibles a la adicion de grupos fosfato bajo regulaciones especificas.
La activacion constitutiva conlleva a la proliferacion y supervivencia
descontrolada, lo cual puede contribuir a la generacion y progresion de
algunos tipos de céancer, dado que las células cancerigenas adquieren
diversos fenotipos que les permiten sobrevivir mejor en ambientes
hostiles [21, 22], Figura 2.

En la Figura 2 se puede ver: A. Ruta de activacion de AKT. Luego de
una sefal externa (generalmente de estrés), la célula activa AKT con
el objetivo de promover una respuesta, la activacion bioldgica de AKT
depende de su migracion del citoplasma de la célula a la membrana, en
donde sudominio PH reconoce al PI3P. Este reconocimiento desencadena
el cambio estructural de la proteina que deja expuestos los residuos
serina y treonina para que otras quinasas los fosforilen promoviendo la
activacion de AKT. En el contexto de cancer, la mutacion de algunos
aminodcidos del dominio PH promueve la activacion constitutiva de
AKT en ausencia de sefial o reconocimiento de segundos mensajeros
como PI3P, debido a que sus residuos de serina y treonina estan siempre
disponibles. La activaciéon de AKT conlleva al desarrollo de procesos
de supervivencia celular y en el caso de céncer, de crecimiento y
supervivencia descontrolados. B. Respuestas celulares derivadas de
la activacion de AKT. Una vez activada, AKT puede fosforilar a otras
quinasas promoviendo su activacion o represion. En muchos casos, la
activacion de AKT conlleva a la represion de factores que promueven
la apoptosis y por otro lado la activacion de factores que conllevan a la
inhibicion directa o indirecta de la muerte celular programada.
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Figura 2. Modelo propuesto para la activacion de la AKT de mamiferos en el
contexto del cancer.

Fuente: Tomado y modificado de [21, 22].
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Como se mencion6 anteriormente, AKT participa como un regulador
maestro de diferentes rutas metabodlicas y su descubrimiento comenzé
con la caracterizaciéon del oncogén viral: V-akt, el cual generaba
ciertos tipos de leucemia en ratones. La busqueda de este gen dentro
del genoma de humanos, llevé al reconocimiento de V- akt como una
quinasa relacionada con las proteinas quinasas A (PKA) y C (PKC), por
lo cual se denomind proteina quinasa B. Con el tiempo, se renombro
esta proteina solo como AKT y se descubri6 que en humanos existen tres
variantes con una identidad aminoacidica mayor al 80% denominadas
PKBa (AKT1) PKBB (AKT2) y PKBy (AKT3) [23].

Las caracteristicas estructurales de las quinasas AKT son la presencia
de tres dominios conservados: Un dominio de homologia plekstrin
(PH) el cual se encuentra en la region N terminal de aproximadamente
100 aminodcidos, este dominio se ha asociado por comparacion con
otras quinasas y por analisis de inhibicion in vitro con la capacidad
de union al PI3P. Adyacente al dominio PH, se encuentra el dominio
denominado catalitico, el cual posee un alto grado de identidad
con el que poseen tanto la PKA como la PKC. En este dominio se
encuentra un aminoacido conservado (una treonina en la posicién
308 de la AKT de humanos) cuya fosforilacion se ha descrito por ser
necesaria para la activacion de la PKB/AKT. Finalmente, dentro de
la region hidrofobica de la cola C terminal se ha descrito un dominio
denominado regulador, el cual contiene un segundo aminodcido
conservado (una serina en la posicion 473 de la AKT de humanos) que
también estd relacionado con la fosforilaciéon como paso necesario
para la activacion de la PKB/AKT [3, 21-23]. Figura 3.
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Figura 3. Caracteristicas estructurales descritas para la proteina AKT de
humanos.

Fuente: Tomado y modificado de [3].

En la Figura 3 se puede ver: A. Resumen de los dominios estructurales
de la secuencia de aminodcidos de la AKT 1. Se puede observar la
presencia del dominio de homologia pleckstrin (PH), que se une a
segundos mensajeros como PI3F, un dominio catalitico o (CAT) que
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posee un motivo de unién a ATP y un dominio de regulacién en el
extremo C terminal denominado (EXT). Adicionalmente se muestran
los residuos conservados de treonina y serina en las posiciones 308
y 473 respectivamente, los cuales son fosforilados por otras quinasas
promoviendo la activacion de AKT. B. Composicion de la estructura
cristalografica de la proteina AKT1 de humanos. La proteina AKT1 se
muestra exponiendo los tres dominios principales y sus caracteristicas
estructurales al estar unida al fosfatidil inositol 4 fosfato (InsP4)
y al ATP. También se muestra un motivo hidrofébico presente en el
dominio de extension de la region C terminal y el denominado linker
(LINK), que es la region que conecta al dominio PH con el dominio
CAT, el cual funciona como bisagra y es altamente divergente entre
las proteinas AKT. Tomado y modificado de [3]. La fosforilacion de
la serina en la posicion 473 de PKB/AKT, depende del estimulo de
factores de crecimiento y otras sefales extracelulares que terminan con
la activacion de ésta. Otros residuos de serina y treonina en posiciones
distintas han sido descritos por estar disponibles para ser fosforilados,
sin embargo, no se ha encontrado ningun tipo de activacion de la PKB/
AKT luego de la fosforilacion de éstos [3, 21-23].

Como se mencioné anteriormente, AKT se activa gracias a los pasos
subsecuentes derivados de las vias de sefalizacion de las PI3Ks que
promueven el aumento de PI3P, y no se han descrito otros mecanismos
de activacion independientes del sistema de las PI3Ks. Muchas de
las sefnales que desencadenan la activacion de las PI3Ks promueven
el reclutamiento de AKT a la membrana, evento que depende de las
sefiales generadas por los receptores tipo tirosina quinasa acopladas a
proteinas G. Adicionalmente se ha descrito la existencia de proteinas
como la fosfatasa PTEN, la cual tiene la capacidad de remover
grupos fosfato de los PI3P y en consecuencia regula negativamente el
reclutamiento y posterior activacion de AKT en la membrana celular.
Cuando AKT migra a la membrana, no es activada por la unién de
PI3P, sino que la union en si genera un cambio conformacional en
AKT que expone sus residuos serina y treonina para ser fosforilados
por otras quinasas como la PDK1 [23].
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PDKI tiene también un dominio PH, el cual se une a las regiones lipidicas
que son ricas en PI3P, promoviendo su colocalizacion con la quinasa AKT.
Este acercamiento permite que PDK1 fosforile el residuo de treonina
de la posicion 308 promoviendo que AKT sea activada; sin embargo,
se ha descrito que para que AKT esté totalmente activada ésta debe ser
fosforilada no solo en el residuo de treonina de la posicion 308, sino
que debe existir una segunda fosforilacion en la serina 473 del dominio
regulador. No se ha atribuido aun cual es el mecanismo por el cual se da
la fosforilacion de este segundo residuo, sin embargo, se ha involucrado a
la PDK2 como el posible encargado de realizar dicha accion [23].

Adicionalmente, se conoce que las dos fosforilaciones ocurren de forma
secuencial e independiente, mas no de forma simultdnea, mostrando
que el patron de fosforilaciones de AKT podria tener un significado
bioldgico importante que complejiza el conocimiento de que la sola
fosforilacion de ésta desencadena una sefal, sino que dicha sefial puede
ser distinta de acuerdo al estatus de fosforilacion de la misma. Otra de
las caracteristicas estructurales interesantes de AKT es la presencia de
dos tirosinas situadas en el dominio catalitico en las posiciones 315
y 326. Las cuales se han asociado con procesos de fosforilacion que
desencadenan la desactivacion de AKT. En ese sentido se puede decir
que el estatus de activacion de AKT depende de senales de encendido,
generadas por la disponibilidad de PI3P y de apagado, generadas por
la accidn con fosfatasas que actiian sobre la AKT y que atin no se han
descrito [3, 21-23].

Algunas lineas celulares que son modelo de cancer y muestras
derivadas de tumores extraidos de pacientes, han mostrado que
AKT se comporta como un oncogén cuyo numero de copias ha
sufrido una amplificacién. Este hecho desencadena la produccion
de una concentracion mas alta de AKT que promueve procesos de
supervivencia celular descontrolados. A pesar de que no se ha asociado
directamente la amplificacion genética del gen que codifica para AKT
como el factor unico que desencadena la supervivencia exacerbada de
las lineas celulares cancerigenas, se ha llegado a la conclusion que un
aumento causado por cualquier factor en la concentracion de la AKT,
promueve la aparicion de algln tipo de cancer [21].
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Otro factor que esta relacionado con el aumento de AKT y por ende con
la aparicion de cancer, es la desregulacion de proteinas PI3Ks, las cuales
podrian contribuir a la sobre activacion de AKT sin la necesidad que se
encuentre sobre expresada. Adicionalmente, la expresion aumentada de
receptores de membrana que conllevan a la sefializacion y subsecuente
activacion de AKT, también ha mostrado ser un factor presente en
muchos tipos de cancer, donde la proliferacion y la supervivencia celular
se ve aumentada posiblemente gracias al aumento del reclutamiento y
activacion de AKT. La pérdida de supresores de la produccion de PI3P
también se ha involucrado con la adquisicion de cancer, dado el hecho
de que la activacion de AKT esta sobrerregulada debido al exceso de
sefal generada por el PI3P disponible en la membrana celular [21].

Los procesos celulares regulados por AKT, dependen de los sustratos
que esta proteina fosforila. Diversos estudios han logrado determinar
que AKT fosforila sustratos que poseen el dominio conservado de
aminodcidos: Arg-Xaa-Arg-Xaa-Xaa-[ser/thr]-Hyb, donde Xaa es
cualquier aminodcido y Hyb es un aminoacido altamente hidrofobico.
Este motivo de reconocimiento ha sido encontrado en un gran nimero de
proteinas que desempefan un papel en diversas y numerosas funciones.
Es interesante anotar que muchos de los blancos descritos para AKT en
células humanas tienen localizacion nuclear y en consecuencia se han
asociado con la localizacion dual de AKT que luego de ser activada
migra al nucleo celular para ejercer su funcion [3, 21-23].

Algunas de las funciones atribuidas a la quinasa AKT, son directamente
relacionadas con las funciones descritas para sus blancos, dentro de las
que se destacan la promocion de la supervivencia celular y mecanismos
anti-apoptoticos. Asi se ha llegado a la conclusion que la baja regulacion
de AKT en lineas celulares humanas desencadena el aumento de los
eventos de iniciacion de apoptosis, mientras que el aumento en la
expresion promueve el aumento de los eventos de sobrevivencia y
proliferacion celular [21] (Figuras 1y 2).

Los mecanismos por los cuales AKT promueve la supervivencia celular
en humanos, se han descrito como el resultado de la intervencion de
multiples vias de sefializacion, por ejemplo mediante la disminucion
de los transcritos que codifican para factores que inducen la muerte
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celular mediante la fosforilacion de reguladores transcripcionales como
FKHR, el cual promueve el secuestro de proteinas citoplasmaticas
que se comportan como potenciadores de la transcripcion de genes
involucrados con la apoptosis( Figura 2). Otro mecanismo descrito es
la promocién del aumento en los transcritos que codifican para genes
de supervivencia por activacion de los factores de transcripcion NF-kB
y CREB. Adicionalmente la fosforilacién y subsecuente inactivacion
de proteinas proapoptoticas como BAD y el mantenimiento de la
integridad mitocondrial por medio de la activacion de hexoquinasas se
han asociado con el aumento de fendmenos de sobrevivencia en las
células donde AKT esta constitutivamente activada [23].

También se ha descrito que la expresion aumenta de AKT en lineas
celulares humanas promueve la progresion del ciclo celular, ddndole
a la AKT un papel relevante en dicho fenémeno. Otros estudios han
mostrado que AKT esta relacionada con los integrantes de los comple-
jos mTORc en humanos, especificamente con las quinasas conocidas
como mTOR/FRAP, las cuales se han caracterizado como protagonistas
del control de la regulacion de la sintesis de proteinas bajo el estimulo
de senales extracelulares [23].

Por lo anterior y debido en gran medida a la generacion de actividad
antiapoptotica, a la produccion desregulada de factores de crecimiento
y la regulacion de la sintesis de proteinas, AKT se ha relacionado en
cancer con procesos por los cuales el tejido tumoral tiene la capacidad
de resistir a eventos de hipoxia, deficiencia de nutrientes y de forma
extraordinaria, se ha relacionado con procesos de angiogénesis en los
cuales se promueve la creacion de nuevos vasos sanguineos que se
encargan de llevar oxigeno y nutrientes al tejido tumoral que estd en
constante crecimiento y sufre de la carencia de estos elementos y del dafio
por estrés oxidativo [23]. También se ha relacionado la desregulacion
de AKT con un comportamiento dual del sistema de mantenimiento
de telomeros en tejidos tumorales, en donde se ha encontrado que
algunas de las enzimas encargadas del mantenimiento de la longitud
de los telémeros poseen motivos de fosforilacion de AKT por lo cual
la desregulacion de ésta promueve la inmortalizacion de algunas lineas
celulares debido a la prolongacion de la vida media del material genético
de algunas células. Por el contrario, otros estudios han encontrado que
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AKT disminuye la capacidad de mantener la longitud de los telomeros,
aumentando la tasa de mutaciones en otros genes que pueden tener roles
en procesos de tumorogénesis y desarrollo de cancer [23].

Enresumen, laquinasaAK T esunaproteinamaestraque conectamultiples
vias de sefalizacion y desencadena respuestas celulares variables que
promueven la supervivencia celular. La relacion entre la desregulacion
de AKT y la presencia de eventos carcinogénicos, ha llevado a proponer
a la quinasa AKT como un buen blanco terapéutico para el tratamiento
de algunos tipos de cancer. En ese sentido, como la desregulacion de
AKT promueve la supervivencia celular y en consecuencia el desarrollo
de algunos tipos de cancer, el disefio de un inhibidor especifico contra
esta proteina, combinado con los tratamientos actuales utilizados para
disminuir el desarrollo de cancer, podria contribuir a la creacion de
tratamientos mas efectivos para combatir dicha enfermedad.

Del cancer a las parasitosis

Como se menciond, las quinasas son proteinas conservadas a lo largo
de la evolucion de la mayoria de organismos eucariotas. A estas
proteinas se les han atribuido roles protagonistas en diferentes procesos
relacionados con el control de la proliferacion celular, la diferenciacion
y el metabolismo. Dado lo anterior, en la actualidad se ha accedido al
disefio de inhibidores especificos de la actividad de estas quinasas como
alternativa terapéutica contra algunas enfermedades dentro de las que
se destaca cancer [23].

Es reconocido que la conservacion evolutiva de las quinasas presentes en
diferentes organismos, que incluyen algunos agentes etiologicos, podria
convertirse en una ventaja para el desarrollo y la bisqueda de nuevos
farmacos y sustancias toxicas que han sido usadas para en el tratamiento
de cancer, haciendo a las quinasas buenos blancos terapéuticos [21, 22].

Un ejemplo interesante del uso de inhibidores de quinasas disefiados
para el tratamiento de algunos tipos de cancer en patologias distintas
como las parasitosis, es el evidenciado en el modelo propuesto para el
parasito Schistosoma mansoni, agente etioldgico de la esquistosomiasis,
en donde el uso de una libreria de inhibidores de quinasas sobre estos
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parésitos y la evaluacion de algunas caracteristicas bioldgicas de los
mismos como la produccion y la postura de huevos, asi como la toxicidad
en los estadios larvales y adultos, junto con la tasa de inhibicion del
apareamiento, sirvieron para encontrar nuevos farmacos de segundo
uso para el control de dicha enfermedad [22].

Gracias a esta estrategia se logrd generar un alto impacto sobre la fisiologia
y la tasa reproductiva de estos parasitos, confirmando la importancia de
las quinasas en la biologia de los mismos y el efecto deletéreo producido
por el uso de estas proteinas como blanco terapéutico. En este estudio
se confirmo particularmente que la AKT de Schistosoma mansoni, es
un buen blanco dados los efectos toxicos generados sobre el pardsito al
usar un inhibidor especifico contra esta proteina, lo cual es atribuido al
hecho mencionado anteriormente en el que se destaca a la AKT como una
proteina protagonista en la transduccion de multiples sefiales dirigidas a
la activacion y/o represion de diferentes procesos celulares, dentro de los
que se destaca la supervivencia celular, el metabolismo energético y la
sintesis de proteinas. Se concluy6 que la AKT de Schistosoma mansoni,
es una quinasa altamente conservada con respecto a otros eucariotas y
que su actividad puede ser inhibida mediante el uso de medicamentos que
actualmente se encuentran disponibles en el mercado [21, 22].

Algunas de las denominadas enfermedades olvidadas son causadas
por tripanosomatidos como 7. cruzi, T. brucei y diversas especies de
Leishmania spp. las cuales generan una amplia gama de patologias que van
desde la miocardiopatia chagésica causada por 7. cruzi, la enfermedad del
sueo africana causada por 7. brucei, hasta las denominadas leishmaniasis
cuyas manifestaciones clinicas son diversas. El arsenal terapéutico con el
cual se combate a estos agentes etioldgicos es limitado e insatisfactorio,
ademas sus compuestos suelen ser toxicos y generar efectos secundarios
adversos para los pacientes que los usan. Adicionalmente el aumento
progresivo de incidencia de poblaciones de parasitos resistentes a dichos
compuestos, es un fendmeno comun que ha tomado fuerza en los ultimos
afios. En ese sentido existe la urgente necesidad del desarrollo de nuevos
farmacos y estrategias terapéuticas [9, 17].

Otro ejemplo del uso de medicamentos utilizados para combatir
patologias como el cancer en otro tipo de enfermedades parasitarias
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como la leishmaniasis, es el evidenciado con el modelo de los
lisofosfolipidos alquilicos o ALPs por sus siglas en inglés, que fueron
propuestos como prometedores agentes terapéuticos de segundo
uso. Los ALPs constituyen una familia de compuestos con potencial
antiparasitico dentro de los cuales se encuentra la edelfosina, uno de
los medicamentos con alto potencial para el tratamiento oral de la
leishmaniasis visceral y cutdnea [24].

Es interesante ver como, los ALPs han sido ampliamente asociados
en investigaciones de desarrollo de medicamento contra cancer,
como agentes inhibidores de las respuestas de sobrevivencia, es decir,
potenciadores de procesos apoptoticos en las lineas celulares tumorales
evaluadas y en modelos tanto in vitro, como in vivo. Estos hallazgos
apuntan a la inhibicion directa o indirecta de la quinasa AKT, reafirmando
la conclusion de que esta proteina se comporta como un buen blanco
terapéutico no solo para el tratamiento del cancer, sino de las parasitosis
generadas por tripanosomatidos y el uso de medicamentos avalados
comercialmente para inhibir dicha proteina podria convertirse en una
buena estrategia para mitigar los problemas asociados a la infeccion
con dichos organismos [25].

La técnica del RNA de interferencia o iRNA, una herramienta
para el analisis funcional de genes en tripanosomatidos

Con el advenimiento de los datos de secuenciacion de los diferentes
genomas de tripanosomatidos, se cred la necesidad del desarrollo de
nuevas estrategias para la caracterizacion funcional de los diferentes
elementos génicos que codifican para un gran nimero de proteinas con
funcién desconocida o putativa [26, 27]. En ese sentido, una herramienta
de alto rendimiento para el estudio y caracterizacion de la funcion de
genes, ha sido el denominado método de RNA de interferencia (iRNA),
el cual estd basado en el silenciamiento de genes como consecuencia
de la degradacion de RNA de doble cadena en RNAs de doble cadena
cortos, los cuales activan complejos de ribonucleasas que son dirigidos
para reconocer un mRNA homoélogo causando el knock down del gen de
interés. Este método es actualmente el preferido para la caracterizacion
por pérdida de funcidn en el modelo de T° brucei [28, 29].
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El fundamento de esta técnica en el modelo de 7. brucei, radica en la
generacion de un RNA de cadena doble, que es usado posteriormente
como guia por la maquinaria de RNA de interferencia de 7. brucei para
degradar un mRNA blanco. La generacién de este RNA pequefio de
cadena doble denominado iRNA, se da mediante la clonaciéon de un
fragmento de DNA complementario a la secuencia del gen blanco de
longitud de entre 400 y 600 pb en un vector de expresion cuyo sitio
de multiple clonado se encuentra situado entre dos promotores T7
opuestos regulados por operadores Tet inducibles por tetraciclina [30,
31], ver Figura 4.

B.
1
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(2) ravaspaceriocus: [S=}—r 4 { 7vs :l_;. —==
Chr. 2 o :
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terrminaton
(3) = A ] > T
TetO
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Induction: + tetracycline
7 ANAP
Long dsRNA
(4) ——— —_

Figura 4. Sistema clasico de i RNA en el modelo de Tripanosoma brucei.
Fuente: Tomado y modificado de [28-30]
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En la Figura 4 se puede ver: A. Vectores P2t7: Constructos disefiados
para la generacion de un iRNA bajo el control de dos promotores
T7 opuestos inducibles por tetraciclina adyacentes a dos secuencias
terminadoras. Cada vector tiene un marcador de resistencia que
puede ser BLE: gen de resistencia a la bleomicina o HYG: gen de
resistencia a la higromicina, los cuales son inducidos por la presencia
del promotor del r RNA (regién aguas arriba del RNA ribosomal). En
este caso, cada constructo fue disefiado para generar un iRNA contra
tres genes reporteros distintos: La proteina verde fluorescente o GFP,
el gen de la clatrina o CLA y el gen de la B-galactosidasa o LACZ. B.
Caracteristicas genéticas generales de una cepa de 7. brucei (en este
caso la cepa Sce) para la generacidon de interferencia por medio del
sistema de iRNA. [1] La cepa Sce expresa la RNA polimerasa II del
fago T7 el gen represor de Tet gracias a la integracion de un constructo
en el locus de la tubulina del cromosoma 1. El represor Tet (TetR)
es quien se une al operador Tet (TetO) que solo se elimina cuando
hay presencia de tetraciclina. [2] Se muestra la “pista de aterrizaje”
posicionada en la region intergénica del rRNA del cromosoma 2 en
donde el plasmido linealizado del iRNA debe integrarse luego de la
transfeccion. [3] Luego de la transfeccion, la integracion del constructo
del iRNA en la pista de aterrizaje genera un sistema inducible de
RNAs de doble cadena que serdn usados por la maquinaria celular de
interferencia. [4] Luego de la induccién con tetraciclina, se genera un
fragmento de RNA de cadena doble que es usado por la maquinaria de
interferencia del parasito para romper su gen blanco.

El estudio de la funcion de muchos genes en tripanosomatidos, ha
sido facilitado por el uso de la técnica de iRNA; sin embargo, estos
andlisis han sido llevados a cabo por extrapolacion de los resultados
encontrados en el modelo de Trypanosoma brucei, debido a que tanto
T cruzi, como la mayoria de parasitos del género de Leishmania han
perdido la maquinaria proteica con la cual se genera naturalmente el
proceso de iRNA. A pesar de lo anterior, se ha generalizado el uso del
modelo de T_ brucei para el desarrollo de procedimientos de interferencia
cuyos resultados son comparables al resto de tripanosomatidos, sin
embargo, se ha encontrado en estudios recientes que algunos parasitos
del sub genero viannia de Leishmania, podrian conservar la maquinaria
de interferencia, ampliando la posibilidad de realizar esta técnica de
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caracterizacion por supresion de funcion en un modelo diferente al de
T. brucei [30, 33].

A pesar de la posibilidad de realizar experimentos de iRNA en
tripanosomatidos diferentes a 7. brucei, se prefiere realizar dicho
procedimiento en este modelo debido al amplio desarrollo realizado
en el refinamiento y accesibilidad de la técnica en estos parasitos.
Este modelo se ha desarrollado a tal punto que se conocen los sitios
especificos de integracion gendmica de los plasmidos de expresion
del iRNA en los cromosomas de estos parasitos, siendo las regiones
intergénicas del conjunto de genes del RNA ribosomal (rRNA), el locus
de mayor preferencia. Este sitio en particular es seleccionado por tener
una posicion “silenciosa”, es decir, libre de la influencia de posibles
secuencias promotoras que puedan acarrear expresiones inespecificas
constitutivas del iRNA [30], Figura 4 (parte B)

En general existen dos estrategias para producir un RNA pequefio de
doble cadena o iRNA a través de la expresion generada por un plasmido
inducible. La primera opcidn, es el uso de un pldsmido que genera un
RNA de doble cadena mediante la clonacion de un molde unico que es
flanqueado por dos promotores T7 opuestos. Esta estrategia ha mostrado
tener ventajas frente a otras debido a que solo se requiere de un paso
de clonacion del ADN blanco. Sin embargo, una de las desventajas
derivadas del uso de este sistema, es la expresion constitutiva de iRNA
libre de induccidn, por lo cual se refind el mecanismo adicionando un
sistema de represion doble que implica la produccion del iRNA de doble
cadena solo cuando se adiciona tetraciclina al medio, dada la presencia
de represores adyacentes a los promotores T7 opuestos [30-32], Ver
figura 4 (parte B).

La segunda estrategia, estd basada en la clonacion aguas abajo de
un Unico promotor, de dos copias de la secuencia de DNA especifica
en orientaciones opuestas y separadas por un fragmento de DNA
denominado “stuffer”. La induccion de la transcripcion de un fragmento
en el siguiente orden: (blanco)-(stuffer)-(secuencia reversa del blanco),
genera un stem-loop de RNA, el cual media la interferencia del blanco
[30-32]. Ver Figura 5.
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MCS3/4  GGTACC

TATCGATCAATTGCCCGGG | lacz*¢® AGATCTTAAGGCCGGCCTCGAGTCTAGAGGGCCC

Kpnl Agel  Clal®  Mfel  Smal Bgll AM  Fsel Xhol Xbal  Apal
MCs1/2 .. GGTACCCGGECTTAAGGATCC 'I'-".'['Rfir'u'\!':f",“'E'i’f'.i""Tl’i.%-’l.'}i:f_‘:.'.‘"
Kpnl Smal  Afl BamHI Xbal  Hindlll  Xhol Apal #
pRPaiSt
i <¢\ntisensel lacz*%| Sense >
pRPal
Ser Arg
pRPaicx/iMx TCTAGA [insert-STOR] GGATCE
BamHI
3 Ser Arg s
pRPaixG TTAATTAAGCTT [ATG-insert| TCTAGA [GEP-sTOP] GGATCC
Pacl  Hindill Xbal BamH|
pRPaixGMX

Figura 5. Plasmido pRPai
Fuente: Tomado de [33].

El esquema representativo del plasmido pRPai, Figura 5, el cual
cuenta con un sitio de restriccion para la enzima Ascl, que permite la
linealizacion del mismo, adicionalmente tiene un fragmento del gen
marcador de resistencia (Especificamente la region 3° que promueve
resistencia a higromicina al integrarse al locus adecuado). La expresion
del pRPai estd dadabajo el control del promotor del rRN Ay es restringida
por el operador inducible por tetraciclina. Aguas arriba del promotor
se encuentra la secuencia: (blanco)-(stuffer)-(secuencia reversa del
blanco), donde el stuffer es un fragmento de 468 pb flanqueado por
dos sitios de multiple clonado para la insercion de la secuencia blanco
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y la secuencia reversa del blanco. Finalmente se muestra la secuencia
homologa al rRNA que permite la integracion del plasmido en el locus
adecuado.

Existen varios ejemplos de como la tecnologia del iRNA en el modelo
de T. brucei, ha servido no solo para estudiar la inusual biologia de
otros tripanosomatidos a nivel de genes individuales, sino que también,
se ha logrado realizar el desarrollo de estrategias de alto rendimiento
que permiten, en conjunto con el uso de tecnologias de secuenciacion y
el uso de librerias que representan las secuencias del genoma completo
de este pardsito, la caracterizacién a gran escala de grupos de genes
involucrados en procesos particulares como resistencia a medicamentos,
metabolismo, virulencia, interaccion del parasito con el hospedero,
entre otros [31].

La combinaciéon de esta tecnologia con métodos de secuenciacion
masiva, no solo ha logrado promover una visiéon a escala gendmica
de genes que participan en procesos particulares, sino que también ha
logrado ampliar la caracterizacion de genes hipotéticos y de funcion
desconocida que empiezan a cobrar importancia en el entendimiento
de la regulacion del ciclo de vida, mecanismos de control del ciclo
celular, respuestas a diferentes estimulos de estrés celular y de forma
interesante, se ha logrado ampliar el nimero de genes candidatos
como buenos blancos terapéuticos para futuros usos en el desarrollo
de nuevos farmacos. En ese sentido, con esta técnica se ha llegado a
entender mejor algunos procesos como la regulacion de la expresion
génica a nivel postranscripcional, la motilidad flagelar y el metabolismo
energético de 7. brucei [31].

Es interesante anotar, que gracias a estrategias masivas de caracterizacion
de genes que intervienen el fitness de 7. brucei a través de la tecnologia
de iRNA, se ha llegado a encontrar que un gran porcentaje de estos esta
relacionado con funciones de regulacion postranscripcional (proteinas
cuyos dominios tienen caracteristicas de union a RNA) y en gran parte
también, se ha encontrado que muchas proteinas quinasas son claves
para la supervivencia de estos parasitos, reafirmando la cualidad que las
quinasas tienen para comportarse como buenos blancos terapéuticos [31].

175



Plasmodium, Trypanosoma y Salmonella:
Marcadores moleculares

Gracias a la técnica de iRNA acoplada a las diferentes modalidades de
secuenciacion de mRNA se ha llegado a entender no solo cudles son
los blancos genéticos con potencial terapéutico, sino que también ha
permitido entender con mayor detalle cudles son los mecanismos de accion
por los que actian los medicamentos usados para tratar las diferentes
enfermedades causadas por tripanosomatidos, ademas de generar nuevos
conocimientos acerca de los mecanismos de resistencia empleados por
estos parasitos para tolerar la exposicion a dichos farmacos [32].

Otro ejemplo de cémo la metodologia de caracterizacion funcional
de alto rendimiento por iRNA en el modelo de 7. brucei, ha logrado
confirmar la existencia de genes que codifican para proteinas encargadas
de procesos de recambio de agentes toxicos y del metabolismo de
activacion de los mismos, fue el reportado en el 2010 en donde se
confirmd que la nitrorreductasa tipo 1 (NTR1) y el transportador de
aminoacidos (AAT6), eran proteinas clave para los procesos tanto
de activacion como de detoxicificacion de los farmacos nifurtimox,
benznidazol y eflornitina respectivamente en el modelo de 7. brucei
[31]. Estos estudios no solo amplian el entendimiento de los mecanismos
de accion y resistencia a fArmacos en estos parasitos, sino que ademas
reafirman y dan validez a previos estudios que postulaban estos genes
como los posibles implicados en la generacion de resistencia a dichos
farmacos y en el metabolismo de los mismos, confirmando su posible
uso como buenos blancos terapéuticos.

Un caso similar del uso de la tecnologia de caracterizacion funcional por
iRNA en tripanosomatidos, fue el descrito en el 2010 para entender como
estaba relacionado el control del ciclo celular en parésitos africanos con
la compleja regulacion que debe darse para mantener la estabilidad del
ciclo de vida en los mismos. Este estudio permiti6 la caracterizacion del
quinoma completo de 7. brucei mediante la construccion de una libreria
de interferencia disenada para generar el knockdown de 190 quinasas
predichas mediante analisis bioinformaticos. Se revel6 que mas de 42
quinasas eran requeridas para la proliferacion normal de las formas
sanguineas de estos pardsitos en cultivo. Otras 24 quinasas fueron
encontradas como reguladoras maestras del ciclo celular afectdndolo en
la transicion G1/S, también se vio afectada la segregacion y replicacion
del kinetoplasto, la mitosis y la citoquinesis. Otras 15 quinasas
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fueron encontradas como nuevos reguladores no reportados del ciclo
celular y algunas quinasas esenciales para la viabilidad del parésito se
propusieron como prometedores blancos para el desarrollo de nuevos
farmacos y estrategias quimioterapéuticas. Es interesante agregar que
algunas de las quinasas relacionadas con las vias de sefializacion de
AKT, como PDKI1 y algunos integrantes de los complejos Mtorcl y
Mtorc2 fueron encontradas como proteinas que al estar ausentes causan
una significativa pérdida de fitness, lo cual sugiere que estas quinasas
son posibles buenos blancos terapéuticos [35].

Hasta la fecha, la revolucionaria técnica de edicion gendomica denomi-
nada CRISPR/Cas9, ha sido refinada y mejorada en tal proporcion que
es posible la elaboracion facil y rapida de procesos de knockout/knockin
en un modelo de interés, a tal punto que la técnica de iRNA ha sido
desplazada y sub utilizada; sin embargo, se ha propuesto el uso de la
técnica de iRNA sobre la de CRISPR/Cas9 en los casos en los que se
desea investigar la funcion de genes que pueden tener caracter de es-
encialidad, es decir, genes que al desaparecer por completo en la célula
modelo, ésta morird dada la importante funcion de la cual se encarga
esta proteina. Los genes que codifican para proteinas esenciales son
considerados como los mejores blancos terapéuticos con los cuales se
puede proponer el disefio de nuevos farmacos o estrategias quimioter-
apéuticas y de vacunacion. En ese sentido, la técnica de iRNA es una
metodologia adecuada para la caracterizacion de genes esenciales dado
que ésta permite la disminucioén gradual de la concentracion de tran-
scritos que codifican para la proteina de interés luego del aumento en
la concentracion del agente inductor de la expresion del iRNA que en
general es tetraciclina [36].

En el 2018 se publico otro estudio en el que se utiliza la tecnologia de
iRNA acoplada a técnicas de secuenciacion de alto rendimiento en el
modelo de T. brucei, con el objetivo de encontrar quinasas encargadas
de la respuesta al estrés requerida para la supervivencia de los parasitos
en el hospedero mamifero. Se encontraron 49 quinasas que generaron
una significativa pérdida de fitness del parasito en el hospedero, dentro
de las que se destacan algunas con funciones putativas dentro de la via
de sefializacion de las PI3K/mTOR de las cuales se especula que actuan
promoviendo la supervivencia del parasito en condiciones de estrés
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celular. Este hecho reafirma, como se menciono anteriormente, que esta
herramienta permite el andlisis de la funcion y el descubrimiento de
proteinas blanco con potencial terapéutico [37].

En el 2013, el laboratorio de investigacion del doctor Sam Alsford refind
la técnica de iIRNA en 7. brucei, eliminando la variabilidad experimental
y defectos en la reproducibilidad que son generados por la expresion
diferencial del iRNA debido a factores epigenéticos y dependientes de
las zonas flanqueantes en las cuales se inserta el vector de interferencia
dentro del genoma de estos parasitos [34].

Las estrategias utilizadas para disminuir los problemas mencionados,
consistieron en la elaboracion de una serie de constructos para la
expresion ectopica de proteinas recombinantes marcadas con genes
reporteros o etiquetas y para la expresion de i RNA mediante el sistema
“[blanco] - [Stuffer] - [secuencia reversa del blanco]” mencionada
anteriormente; ver figuras 4 y 5. Estos constructos contienen elementos
reguladores Tet-on, que inducen la expresion de los transcritos de interés
mediante la adicion de tetraciclina al medio en el que se encuentran los
parésitos. Adicionalmente, esta bateria de pldsmidos cuenta con sitios
promotores T7, que son activados inicamente cuando la RNA polimerasa
T7 esta presente. La anterior caracteristica, plantea la necesidad de una
linea celular de parasitos que expresen dicha polimerasa, por lo cual,
los investigadores incorporan a este modelo de iRNA una segunda
caracteristica, y es el uso de una cepa modificada para expresar la RNA
polT7 junto con la proteina de unidn al represor Tet-on. Como se puede
observar, todas las modificaciones planteadas para el sistema tienen la
intencion de eliminar expresiones inespecificas del iRNA cuando los
parasitos no estan sometidos a la induccion por tetraciclina y en general
cuando la RNA pol II del fago T7 no esta ejerciendo su actividad de
transcripcion sobre el constructo [34].

En general, se ha descrito que las modificaciones genéticas mas estables
y de mejores caracteristicas, son las que se basan en sistemas de
expresion con plasmidos integrados por recombinacion homoéloga en el
genoma de los pardsitos. La expresion basada en plasmidos episomales
suele perderse con el tiempo y a lo largo de los afos ha entrado en
desuso. En ese sentido, la mayoria de vectores integrativos usados
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para transfectar 7 brucei han sido disefiados para que se integren en
las regiones intergénicas del gen del rRNA, que es uno de los blancos
preferidos por los investigadores, sin embargo, existen reportados
nueve loci correspondientes a estas regiones intergénicas a lo largo
de diferentes cromosomas, por lo cual se genera la desventaja de no
controlar en cudl y cudntos de estos loci se integra el constructo disenado,
lo que promueve variabilidad en la expresion del transcrito de interés
y en algunos casos, pueden existir elementos adyacentes a las regiones
intergénicas del rRNA que incluso pueden causar silenciamiento del
plasmido integrado [34].

Basados en lo anterior, los investigadores del laboratorio del doctor
Alsford proponen hacer una modificacion genética adicional a la
cepa de 7. brucei destinada a la realizacion de experimentos de iRNA
que denominaron 2T1 (VSG221 expressing, Tagged, clone 1), con la
incorporacion de una “pista de aterrizaje” (Figura 6) que se basa en
la integracion de un cassette que contiene la secuencia del gen de
resistencia a puromicina (PAC) y la mitad de la secuencia del gen de
resistencia a higromicina, especificamente la regién 3°. Ver figura 4y 5.

STOP  ATG
A. M//- HYG ‘JI—' ) soud

STOP
X v P

C: — HYGS l-. XS*/RNAI

m:.qJ

Figura 6. Esquema general de la estrategia de recombinacion del plasmido
pRPA™ en la pista de aterrizaje.
Fuente: Tomado y modificado de [36].
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En la Figura 6 se puede observar: A. Muestra el esquema de un
constructo pRPAisl que se debe integrar en el locus especifico de la pista
de aterrizaje, en este caso con un reportero de GFP. B. Pista de aterrizaje
integrada en la region intergénica del gen que codifica para el rRNA.
Se muestra ademas el gen de resistencia a higromicina incompleto que
en el caso de la pista de aterrizaje tiene el fragmento 3" y que debe
ser completado por el fragmento 5 presente en los plasmidos pRPA.
C. Muestra el esquema de un plasmido tipico pRPA que puede tener
funcion tanto de marcaje de proteinas recombinantes, (en este caso con
la etiqueta GFP), asi como de generacion de iRNA.

Dado lo anterior, los parasitos modificados serdn resistentes a
puromicinay adicionalmente tendran un locus especifico donde se puede
integrar cualquier plasmido que contenga las regiones flanqueantes de
recombinacion adecuadas, que en este caso son las presentes en los
genes del rRNA. El constructo para generar la expresion controlada de
iRNA entonces se denomind pRPaiSL y como caracteristica adicional,
contiene la region 5'faltante del gen de resistencia a hygromicina; ver
figuras 5y 6 [34].

Resumiendo, los investigadores proponen un modelo de linea celular
de parésitos de 7. brucei denominada 2T1 que cuenta con una pista de
aterrizaje para el plasmido de expresion de iIRNA denominado pRPaiSL,
el cual se integrard y genera pardsitos resistentes a higromicina y
sensibles a puromicina [esto Gltimo debido al hecho de que, al integrarse
el plasmido en el locus, se reemplaza el gen de resistencia inicial de
puromicina por el de higromicina]. Los marcadores de resistencia
entonces se convierten en un ventajoso y estricto sistema de seleccion
doble que determina que los parasitos han integrado el constructo en
la posicion deseada. El plasmido pRPa en general ha sido probado en
diversos estudios en combinacion con etiquetas de marcado como GFP
o cMyc y ha constituido una herramienta no solo para la generacion del
knockdown de genes de interés, sino también para la sobre expresion de
proteinas marcadas con el objetivo de determinar su localizacion y el
efecto inherente al aumento en la concentracion de la misma sobre un
proceso particular [34].
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Conclusiones

Las quinasas son enzimas que cumplen diversas funciones sobre el
mantenimiento de la homeostasis celular en tripanosomatidos, lo cual las
hace ser consideradas buenas candidatas a blancos terapéuticos debido
a su posible caracter esencial. La quinasa AKT es un ejemplo de blanco
prometedor para el desarrollo de futuros farmacos para el tratamiento
de las tripanosomiasis debido a su rol central en el mantenimiento de
respuestas a estrés celular mediante la inhibicion de la apoptosis y la
activacion de un gran niimero de procesos celulares que van desde la
sintesis de proteinas hasta la activacion del trafico vesicular. En ese
sentido, se hace necesaria la caracterizacion funcional de las quinasas
para validar su funciéon y su posible rol como blanco terapéutico
mediante técnicas de edicion genética como iRNA para la generacion
de knockdown de los transcritos que codifican para proteinas de interés.
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Abstract. The genus Salmonella is composed of Gram-negative,
non-spore-forming, rod-shaped bacteria belonging to the
Enterobacteriaceae family. Salmonella has important relevance
at public health level since it is one of the main enteric pathogens
in both developed and developing countries. In this chapter,
we describe the different genetic markers of pathogenicity of
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium),
which in  humans causes salmonellosis, gastroenteritis
characterized by inflammatory diarrhea, usually originated after
the ingestion of contaminated food or water. In Colombia, S.
Typhimurium is the most prevalent serovar. The last report of the
National Health Institute showed that, of the 23 serovar incidents
in the country, serovar Typhimurium represents 30% of the total
isolations made between 1997 and 2016. The role of the the main
Salmonella virulence-associated genes are described in this
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review. The virulence genes of S. Typhimurium are mostly located
within islands of pathogenicity (SPI). The best studied SPI is the

so called SPI-1. The genes encoded in SPI-1 promote the invasion

of eukaryotic cells, whose regulation is mediated by the HilA

protein encoded in the gene, hilA, present in the same SPI-1. HilA

activates the expression of the genes that code for the synthesis

of a type 3 secretion system (T3SS) responsible for secreting and
injecting effector proteins into the host cell. The expression of hilA

is under the control of a regulation loop, comprised of the HilD,

HilC and RtsA proteins. HilD is the predominant regulator of
this system, while HilC and RtsA are in charge of amplifying the
activation signal. On the other hand, the genes contained in SPI-2

are implicated in causing systemic infections and the intracellular
proliferation of the bacteria. The role of other genetic elements
involved in Salmonella infectious process is also discussed.

Resumen. El género Salmonella estd compuesto de bacterias Gram-
negativas, no esporuladas, en forma de bacilo. Salmonella tiene
importante relevancia a nivel de salud publica ya que es uno de los
principales patdgenos entéricos tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. En este capitulo, se describen los diferentes
marcadores genéticos de patogenicidad de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium), que en humanos causa salmonelosis,
gastroenteritis caracterizada por diarrea inflamatoria, originada
normalmente tras la ingestion de alimentos o agua contaminados. En
Colombia, S. Typhimurium es el serovar mas prevalente. El tltimo
reporte del Instituto Nacional de Salud mostrd que, de los 23 serovares
incidentes en el pais, el serovar Typhimurium representa el 30% del
total de los aislamientos que se realizaron entre los afios 1997 y 2016.
El papel principal de los genes asociados a la virulencia de Sa/monella
sera descrito en esta revision. Los genes de virulenciade S. Typhimurium
estan localizados mayoritariamente dentro de islas de patogenicidad
(SPI). Los genes codificados en la SPI-1 promueven la invasién de
células eucariotas, cuya regulacion estd mediada por la proteina HilA
codificada en el gen, hilA, presente en la misma SPI-1. HilA activa la
expresion de los genes que codifican para la sintesis de un sistema de
secrecion de tipo 3 (T3SS) encargado de secretar e inyectar proteinas
efectoras dentro de la célula hospedadora. La expresion de hilA se
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encuentra bajo el control de un bucle de regulacién, comprendido por
las proteinas HilD, HilC y RtsA. HilD es el regulador predominante
de este sistema, mientras que HilC y RtsA se encargan de amplificar
la sefial de activacion. Por su parte, los genes que contiene la SPI-2,
estan implicados en causar infecciones sistémicas y la proliferacion
intracelular de la bacteria. El papel de otros elementos involucrados en
la infeccion por Salmonella también sera discutido.

Palabras clave: S. Typhimurium, SPI, 4il4, invasion, T3SS-1

Introduccion
El género Salmonella

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
estd compuesto por bacterias Gram-negativas, no esporuladas, en forma
de bacilo. Estos microorganismos tienen un didmetro de 0,7 a 1,5 pum,
con una longitud de 2 a 5 um, son aerobios facultativos y son motiles
mediante flagelacion peritrica [1,2]. Dentro de sus caracteristicas
bioquimicas, poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo.
Producen 4cido y a menudo gas durante la fermentacion de la glucosa
u otros hidratos de carbono, son oxidasa negativos y mayoritariamente
catalasa positivos. Reducen nitratos a nitritos, utilizan citrato como
Gnica fuente de carbono, producen H,S, son ureasas negativos, no
desaminan fenilalanina, y son tetrationato reductasas [3].

El género Salmonella se divide en dos especies Salmonella bongori
y Salmonella enterica. Esta tltima se subdivide en seis subespecies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae [4]. En la
subespecie enterica se encuentran la mayoria de los serovares causantes
de enfermedades en humanos y animales domésticos [4,5]. El nombre
del serovar se escribe en letra regular y la primera letra en mayuscula, por
ejemplo Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium).
Los serovares pertenecientes a las otras subespecies son asignados
por su formula antigénica basada en el esquema White-Kauffmann-Le
Minor, determinados por la composicion de los antigenos somaticos
(O), flagelares (H), o de superficie Vi (K), después del nombre de la
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subespecie. El esquema White-Kauffmann-Le Minor es definido por
The World Health Organization (WHO) en colaboracion con el centro
de referencia e investigacion en Salmonella del Instituto Pasteur.

Salmonella tiene importante relevancia a nivel de salud ptblica ya que es
uno de los principales patdogenos entéricos tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo. Las dos patologias mas comunes causadas
por Salmonella son la fiebre tifoidea y la salmonelosis. La fiebre tifoidea
es una enfermedad sistémica causada exclusivamente por S. enterica
serovar Typhi y S. enterica serovar Paratyphi A y B, que tienen como
unico hospedador conocido el humano. Las manifestaciones clinicas
incluyen fiebre, dolor abdominal y diarrea. La infeccion puede producir
fallo respiratorio, hepatico y dafio neurologico [6].

La salmonelosis es causada por toda una serie de serovares no tifoideos,
siendo los mas relevantes Typhimurium y Enteritidis, que también
pueden infectar un amplio rango de animales. La salmonelosis es una
enteritis generalmente autolimitante cuyos sintomas son diarrea, fiebre,
vomito y dolor abdominal [7,8]. En Colombia, S. Typhimurium es el
serovar mas prevalente. El tltimo informe del Instituto Nacional de
Salud mostrd que, de los 23 serovares incidentes en el pais, el serovar
Typhimurium representa el 30% del total de los aislamientos que se
realizaron entre los afios 1997 y 2016.

En humanos S. Typhimurium causa salmonelosis normalmente tras la
ingestion de alimentos o agua contaminados. Para causar infeccion,
Salmonella debe superar y manipular las barreras defensivas del
organismo hospedador en sitios especificos a lo largo del curso de la
infeccion. Una vez ingerida, la bacteria debe resistir al ambiente dcido
estomacal y posteriormente colonizar la zona distal del intestino delgado.
Salmonella debe atravesar el moco intestinal antes de adherirse a las
células epiteliales. Dependiendo del serovar, Salmonella puede expresar
un amplio rango de factores de adhesion, tales como Fim (fimbria de
tipo 1), Lpf (long polar fimbria) o Tafi (thin aggregative fimbriae) [9].
La adhesina de la fimbria de tipo 1, FimH, media la union a células
epiteliales y ayuda a inducir la captacion dependiente de actina en células
dendriticas de ratones y en células HeLa, indicando que también puede
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promover invasion [10,11]. El paso de la bacteria a través de la pared
intestinal se cree que es por transcitosis, se define como la invasion de
enterocitos o células M en el lado apical, migracion al lado basolateral
y la exocitosis dentro del espacio intersticial de la lamina propia [12].
En la 1amina propia, el escenario puede variar dependiendo del serovar
de Salmonella y del hospedador. En humanos, S. Typhimurium induce
la produccion de citoquinas y la migracion de neutrofilos a través del
epitelio intestinal causando diarrea intestinal [13].

Estructura del genoma de Salmonella enterica serovar Typhimurium

S. Typhimurium contiene un cromosoma de 4857 kilobases (kb) y el
plasmido de virulencia pSLT de 94 kb [ 14]. Algunas cepas, como la SL.1344
utilizada ampliamente en investigacion, también contiene los plasmidos
pCol1B9 [15] y pRSF1010 [15, 16]. Salmonella contiene profagos
funcionales: Gifsy 1 y 2, conocidos por jugar un papel durante la invasion
celular; Fels-1 y 2, SopE®, entre otros [17]. En la Figura 1 se encuentra
resumida la estructura del genoma de S. Typhimurium de la cepa SL.1344.

En el genoma de S. Typhimurium hay un elevado ntimero de genes
que codifican para factores de virulencia necesarios durante el proceso
infectivo. Estos genes de virulencia estan localizados mayoritariamente
dentro de islas de patogenicidad (SPI, del inglés Salmonella pathogenicity
island). Un niimero elevado de SPI’s ha sido identificado en diferentes
aislamientos de Salmonella. Cinco SPI (SPI1-5) se encuentran mas
ampliamente distribuidas, han sido presumiblemente adquiridas a lo largo
de diferentes procesos evolutivos por medio de la transferencia horizontal
de genes (HTG, del inglés horizontal transfer genes), y su presencia se
ha estabilizado en el genoma gracias a la adaptacion de mecanismos de
regulacion de la expresion génica [18]. Estas SPI se caracterizan porque
su porcentaje de G-C difiere del promedio del genoma bacteriano (53%),
presentan repeticiones directas en sus extremos, portan genes que codifican
factores de movilidad como integrasas, transposasas o secuencias de
insercion y se encuentran frecuentemente insertadas en el loci de ARNt
(ARN de transferencia) [19-21]. Ademas, también se encuentran genes
de virulencia en otras localizaciones concretas del cromosoma, como
profagos y el plasmido pSLT.
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SP1-4 (Adaptacion)

Cromosoma de
Salmonella Typhimurium
4857 Kb
1)

Plasmidos

Figura 1. Estructura del genoma del S. Typhimurium (SL1344).

Un cromosoma y tres plasmidos. En el cromosoma se representan las cinco islas
de patogenicidad con su respectiva funcion entre paréntesis; y los ocho profagos.
Fuente: Elaboracion propia.

Isla de patogenicidad 1 (SPI-1)

La SPI-1 es la mejor caracterizada de las cinco islas. Presenta
aproximadamente 40 kb y estd localizada en el centisoma 63 del
cromosoma de S. Typhimurium. Esta isla estd flanqueada por fhl4 y
mutS, tiene un 42% de G-C y no se encuentra asociada a un gen ARNt
[22]. Contiene 31 genes que codifican para varios componentes de un
sistema de secrecion tipo III (T3SS, del inglés type three secretion
system), proteinas reguladoras del T3SS y proteinas efectoras [22]. El
fenotipo de virulencia asociado a esta isla depende de la capacidad del
T3SS para secretar proteinas efectoras, codificadas tanto dentro como
fuera de la SPI-1. Una vez en el citoplasma de la célula hospedadora,
estas proteinas efectoras desencadenan el proceso de invasion de
Salmonella en células no fagociticas, por medio de la reordenacion del
citoesqueleto de actina [20]. El translocon del T3SS, una estructura en
forma de poro, se incrusta en la membrana de la célula hospedadora y
permite asi que las proteinas efectoras sean liberadas directamente al
citoplasma [23, 24].
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Proteinas secretadas por el sistema de secrecion
de tipo 11l de la SPI-1

El T3SS presente en Salmonella se caracteriza por: 1) las proteinas
secretadas no presentan secuencia sefial amino-terminal, 2) varias de las
proteinas efectoras requieren de chaperonas especificas parasusecrecion,
3) para la activacion del sistema se requiere de una sefial inductora, que
generalmente es el contacto con la célula del hospedador, permitiendo
la translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de la
célula hospedadora [19]. El reordenamiento del citoesqueleto de la
célula hospedadora inducido por las proteinas efectoras, tiene como fin
ultimo internalizar la bacteria, la cual se mantiene dentro de las SCV
(del inglés Salmonella-containing vacuoles). Las bacterias son capaces
de sobrevivir dentro de las células y pueden llegar a los tejidos mas
profundos, donde inducen una potente respuesta inflamatoria.

Se han reconocido sistemas homologos en otras bacterias patdgenas:
Yersinia, Erwinia, Pseudomonas y Escherichia coli enteropatogena
(EPEC), entre otras. Es importante mencionar que varios componentes
del T3SS son similares a las proteinas Fli/Flh involucradas en la
biosintesis del flagelo. Se han identificado al menos trece proteinas
cuya secrecion es mediada por el T3SS de la SPI-1 (T3SS-1): AvrA,
SipA, SipB, SipC, SipD, SItP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE, SopE2,
SptP y SspH, cada una con una funcién especifica aunque se ha
detectado redundancia funcional entre algunas de ellas [26]. En general,
la principal funcion de estos efectores es inducir el ondulamiento de
la membrana de la célula hospedadora, resultando en la entrada de
la bacteria. Un resumen de la funciéon de cada una de las proteinas
secretadas a través del T3SS codificado en la SPI-1 se encuentra en
la tabla 1. A continuacién se describe con mayor detalle las proteinas
SipA, SipC, SopE y SopE2, que son claves en la invasion y han sido
objeto de estudio en este trabajo.

-SipAy SipC
Las proteinas efectoras SipA y SipC, Salmonella invasion protein,

gjercen un papel importante durante la invasion de Salmonella.
Estas proteinas se unen a la actina y promueven su polimerizacion,
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facilitando la reordenacion del citoesqueleto y, en definitiva, el proceso
de invasion [27-30]. SipA contiene dos dominios funcionales: la region
N-terminal que interviene en el transporte a través del T3SS y el
dominio C-terminal o “actin binding” que se encarga del ensamblaje
de la actina F [31]. Estudios estructurales indican que SipA actia como
una “grapa molecular” usando sus dos dominios en forma de brazos
para atar los monomeros de actina en hebras de filamentos adyacentes
[32]. Ademas se ha demostrado que protege a los filamentos de
actina de la fragmentacion inducida por la proteina Gelsolina y puede
reincorporar los filamentos rotos por dicha proteina [33]. SipC también
estd involucrada en la agrupacion asi como en la nucleacion de la actina,
gracias a sus dos dominios N y C terminales, que cumplen con las dos
funciones respectivamente [27, 30, 34]. También se ha demostrado que
SipC podria estar modulando el ensamblaje y/o funcion del translocon
[27]. Asi, laactividad combinada de SipA'y SipC promueve la formacion
de filamentos de actina cerca de las bacterias adheridas, y estabiliza
estos filamentos contra los mecanismos de inhibicion de las proteinas
de la célula hospedadora [35].

-SopE y SopE2

SopE, codificada en el fago criptico SopE®, esta presente unicamente
en algunas cepas de S. Typhimurium como SL1344 [36]. SopE2
que muestra una identidad del 69% con SopE, estd codificada por el
gen sopE2 conservado y presente en cepas patogenas de Salmonella
[37]. Ambas son proteinas efectoras secretadas via T3SS y también
intervienen en la invasion celular, alterando la accion de proteinas de
la célula hospedadora, como la actina, involucradas en la organizacion
del citoesqueleto.
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Tabla 1. Proteinas secretadas a través
del T3SS codificado en la SPI-1-1

Proteina Funcion Referencia

Inhibe la apoptosis en células epiteliales y la

AvrA . . ,
piroptosis en macrofagos.

[38, 39]

Media la invasion de células epiteliales

SipA . . L .
p induciendo la polimerizacion de actina.

[32, 35]

Media la adhesion a las células epiteliales,
SipB piroptosis temprana de macrofagos y autofagia [11,40]
de macrofagos.

Media la adhesion a las células epiteliales, la

SipC agrupacion y nucleacion de la actina. [11, 30]

SipD Media la adhesion a las células epiteliales. [11,41]

SptP Actlyadora de GTPasas (Rac y Cdc42) y [42-44]
tirosina fosfatasa.

SopA Est?mula la transmigracion de leucocitos [45]
polimorfonucleares.
Induce la respuesta proinflamatoria.

. Media el reordenamiento del citoesqueleto de
SopB/Sigh actina, la invasion de las células epiteliales y la [46-48]

formacioén SCV.

SopD Promueve la acumulacion de fluidos en la [49]

infeccion intestinal.

Median la invasion promoviendo el
SopE y SopE2 ondulamiento de la membrana y el [36, 50]
reordenamiento del citoesqueleto de actina.

SirP Necesaria en la virulencia de ratones. [51]

SspH1 Necesaria en la virulencia de vacas. [52]

Fuente: Elaboracion propia
Regulacion de la expresion génica de la SPI-1
La regulacion especifica de la expresion de los genes de la SPI-1 esta

mediada por HilA (hyperinvasion locus), regulador transcripcional de
la familia de los activadores transcripcionales OmpR/ToxR [53]. El gen
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responsable de su sintesis, 4ilA, esta codificado en la SPI-1. HilA activa
la expresion de los genes que codifican para la sintesis de un T3SS
funcional. Regula de manera directa la expresion de la maquinaria
de secrecion y varias proteinas efectoras al unirse directamente a
los promotores de los operones prg/org e inv/spa. Ademas, HilA
indirectamente controla la expresion de otras proteinas efectoras al
inducir la expresion de invF activador transcripcional de la familia AraC,
que junto con su chaperona SicA induce la expresion de genes presentes
tanto en la SPI-1 (operones sic/sip), como fuera de SPI-1 (sopE'y sigD)
[54, 55]. El papel de HilA en la regulacion de la invasion es importante,
como se evidencia por el hecho de que una delecion de hil4 muestra un
fenotipo equivalente a eliminar toda la SPI-1 [56]. HilA también activa
la expresion de genes codificados en otras islas de patogenicidad. Como
es el caso del operdn sii (SPI-4) y el gen sigD (SPI-5). Esta activacion
del gen sii, por union directa de HilA al promotor de sii4, promueve
la adherencia a las células epiteliales [57-59]. HilA también interactua
directamente con el promotor del gen sigD (efector de T3SS-1) para
coordinar su expresion bajo condiciones de induccion de los genes de la
SPI-1 [59, 60]. Por otro lado, bajo condiciones que inducen la invasion,
HilA reprime la expresion de los genes de la SPI-2 como ssaH y sseL.

La expresion de hilA esta negativamente autorregulada y esta controlada
por la accion combinada de tres activadores transcripcionales de
la familia AraC: HilC, HilD y RtsA [61, 62]. La homologia mas
importante entre estas proteinas estd en su dominio C- terminal, el cual
contiene un dominio de unidén al ADN. En esta region, RtsA tiene un
56% de identidad y 76% de similitud con HilC; 60% de identidad y
75% de similitud con HilD; por su parte, HilC presenta una identidad
del 58% y 72% de similitud con HilD [62]. Los genes que codifican
para HilC y HilD se encuentran en la SPI-1, mientras que RtsA esta
codificada fuera de la SPI-1 en un fragmento de 15 kb localizado cerca
al gen que codifica para el ARN de transferencia, ARNt™Y. Estudios
previos han demostrado que HilC, HilD y RtsA pueden cada uno unirse
al promotor de hil4, y que deleciones en los genes hilC, hilD o rtsA
causan una disminucion en la expresion de 4il4 [56]. Cada uno de estos
reguladores es capaz de autorregularse e inducir la expresion de los
otros reguladores de manera independiente formando un bucle positivo
de regulacion para el control de la expresion de los genes de la SPI-1
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[56]. En el modelo propuesto por Ellermeier y Slauch (2007), HilD
es el activador méas importante de HilA, encabezando la jerarquia de
reguladores y activando la transcripcion de HilC y RtsA. La accion
combinada de los tres activadores puede amplificar la sefial y actuar
como un “interruptor” de la transcripcion de hilA4 [24]. Alternativamente,
los tres reguladores pueden activar la expresion de invF de manera
HilA-independiente a través de la interaccion directa con un promotor
alternativo de invF [62, 63]. Se cree que estos mecanismos conjuntos
e independientes del control de ambas proteinas, HilA e InvF, podria
aumentar la produccioén de proteinas especificas, como las efectoras,
necesarias en grandes cantidades mientras que mantienen baja la
expresion de otros componentes del T3SS-1 [64].

HilD y HilC ejercen un papel importante en la regulacion de la
transcripcion de hilA en respuesta a diferentes condiciones medio
ambientales incluyendo oxigeno, osmolaridad y pH. Por ejemplo,
cuando S. Typhimurium crece en condiciones de baja oxigenacion y alta
osmolaridad, HilD es esencial para la expresion de 4il4, mientras que
la pérdida de 4ilC tiene solo un pequefio efecto sobre la transcripcion
de hilA [65-67]. Por su parte, RtsA se une directamente al promotor de
hil4 independientemente de HilC y HilD. Una mutacion en el gen rts4
es similar a una mutacion en el gen 4ilC, disminuyendo la expresion de
hilA aproximadamente dos veces [62].

Ha existido controversia en relacion al papel de HilD y HilC en la
regulacion transcripcional de 4il4. Inicialmente, analisis del promotor
de hil4 habian mostrado que en la region -314/-68 se unian proteinas
represoras, como RcsB o proteinas asociadas al nucleoide como H-NS
o Hha, que prevenian que la ARN polimerasa se uniera al promotor
de hil4. Se demostré también que las proteinas HilD y HilC se unian
directamente a la URS (del inglés upstream regulatory sequences) del
promotor de hilA, desplazando o cointeraccionando con las proteinas
represoras, para desreprimir 4i/4. Asi HilD y HilC fueron consideradas
desrepresoras y no activadoras de la expresion de hild [61, 67, 68].
Sin embargo, este modelo contrastaba con la funcion principal de
los reguladores de la familia AraC/XylS que es la interaccion con la
ARN polimerasa para activar la transcripcion [68]. Por ello, Boddicker
et al. [69] examinaron el modelo de desrepresion por parte de HilD,
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analizando el efecto de mutaciones en reguladores negativos de la
expresion de hil4 como hha, hilE, pag y ams, en presencia y ausencia
de HilD. Encontraron que en cada combinacion de mutantes para los
genes represores de hilA, la expresion de hil4 era muy baja en ausencia
de HilD. Con esto se concluyd que HilD estaba activando directamente
la expresion de hilA uniéndose aguas arriba de su promotor.

HilD y HilC presentan un dominio de unién al ADN y un dominio
activador de la transcripcion muy similares. /n vitro, HilD y HilC se
unen a las mismas regiones localizadas aguas arriba del promotor 4ilA4
[61]. El motivo de unién al ADN de HilD, presenta una forma de “helix-
turn-helix” en el extremo C- terminal dentro de un dominio conservado
de 99 aminodcidos caracteristico de los miembros de la familia AraC/
XyIS [68]. Los genes diana de HilD son AilD, hilA, hilC, rtsA, invF,
genes inv-spa y sic-sip, invR, dsbA, slrP de la SPI-1, ss¥rAB de la SPI-2y
genes de la SPI-4 [24, 58]. En un estudio reciente de Petrone et al. [70],
donde describen los sitios de union de HilD a lo largo del genoma de
S. Typhimurium usando la técnica del ChIP-seq (del inglés chromatin
immunprecipitation-sequencing), se identificaron 17 regiones de union
de HilD. De estas, seis ya habian sido descritas, cuatro en la SPI-1
(hilC, hilD, hilA e invF/invR) y dos fuera de ella (siid y rtsA). De las 11
nuevas dianas descritas, 9 de ellas estan localizadas fuera de la SPI-1.
Esto da una idea del importante cross talk que existe entre la SPI-1 y
genes localizados fuera de ella.

El mecanismo por el cual RtsA se une al ADN para la regulacion de hilA,
aln no se conoce. RtsA puede activar, de manera independiente a HilA e
InvF, el gen dsbA que codifica para una isomerasa de enlaces disulfuros.
La proteina DsbA se encuentra en el periplasma y es necesaria para
la translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de la
célula hospedadora, ya que su ausencia bloquea los T3SS-1y 2 de S.
Typhimurium [71, 72].

A parte de los tres activadores de la expresion de hilA, HilD, HilC y
RtsA, existen otros factores que estan implicados en la regulacion de la
expresion de los genes de la SPI-1. HilE es un regulador negativo de la
proteina HilD, convirtiéndose en el regulador negativo mas importante
de la expresion de hilA. HilE interacciona de forma directa con HilD
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impidiendo la subsecuente activacion de la expresion de hil4 [73]. El
gen hilE no esta codificado dentro de la SPI-1 sino en el centisoma
98, una region del cromosoma que presenta muchas caracteristicas
propias de una isla de patogenicidad. Una mutacién en AilE lleva a
un incremento en la expresion de /il4 junto con un incremento en la
invasion de Salmonella en condiciones de baja oxigenacion [69]. La
sobreexpresion de HilE reprime de manera importante la transcripcion
de invF pero de manera independiente de hilA [73].

Se ha establecido una correlacion entre la expresion de FliZ y los
reguladores de la SPI-1. FliZ afecta post-traduccionalmente al
activador FIhD,C,, regulador positivo de la expresion del flagelo. De
esta manera, FliZ aumenta indirectamente la expresion de los genes
flagelares de clase 2 que codifican para las proteinas del ensamblaje
flagelar [74]. Se ha descrito que FliZ afecta HilD de manera positiva
[75]. La sobreexpresion de FliZ incrementa la transcripcion de hild 'y
se ha sugerido que FliZ activa la expresion de 4il4 por medio de un
control post-transcripcional de HilD [75].

El sistema de dos componentes, BarA/SirA, codificado fuera de la SPI-
1, también regula la expresion de hilA. BarA/SirA regula la expresion
de numerosos genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos,
motilidad, formacion de biofilm e invasion [76]. Ellermeier et al. [56]
demostraron que la sobreproduccion de SirA puede inducir la expresion
de una fusion transcripcional hilA-lac s6lo cuando HilD estd presente.
Deleciones en 4ilC y rtsA no afectan la induccion de la expresion de
hil4 por SirA. Otro sistema de dos componentes implicado en el control
de la expresion de hilA es el codificado por el locus phoPQ que se ha
demostrado que actiia a través de HilE para regular negativamente la
expresion de los genes de la SPI-1 [77]. PhoQ, es un sensor quinasa, que
fosforila el activador transcripcional PhoP en respuesta a bajos niveles de
cationes extracelulares [78]. Dentro del fagosoma del macréfago, donde
la concentracion de cationes divalentes es baja, PhoP fosforilado activa
la expresion de varios genes necesarios para la supervivencia dentro
del macrofago [79]. Una mutacion pho-24, que causa una constitutiva
fosforilacion de PhoP, reduce significativamente la expresion de hilA,
sugiriendo que PhoP~P reprime la expresion de 4ilA [80].
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Isla de patogenicidad 2 (SPI-2)

La SPI-2 también contiene unas 40 kb y esta insertada al lado de valV,
gen que codifica el ARNtY. Esta isla esta dividida en dos segmentos, los
cuales se obtuvieron en diferentes eventos de transferencia horizontal:
la porcién mas pequeiia de 14,5 kb y contenido de G-C de 54%, contiene
el operon #RSBCA involucrado en la reduccion del tetrationato y siete
pautas de lectura abierta (ORF del inglés open reading frame) con
funcién desconocida presentes también en la especie S. bongori y que
al parecer no intervienen significativamente en la infeccion [82]. Este
segmento de funcidon no relacionada con virulencia no se muestra en
la Figura 1. La porcién mayor de 25,3 kb con un contenido de G-C del
43%, esta presente Unicamente en S. enterica, alberga genes importantes
para la supervivencia y replicacion dentro de la célula hospedadora,
tanto en células epiteliales como en macrdéfagos, al encontrarse en el
interior de las SCV. Entre los genes presentes se encuentran aquellos
que codifican para un segundo T3SS, que denominamos T3SS-2 para
diferenciarlo del codificado en la SPI-1 (T-SS-1). Se ha descrito que
mutantes carentes de SPI-2, muestran dificultad para invadir cultivos de
células epiteliales o0 macrofagos [83].

Los genes que conforman la SPI-2 se pueden dividir de la siguiente
manera:

- ssa (secretion system apparatus): representados por ssaB-E'y ssaG-V,
cuyos productos conforman el T3SS-2 [84, 85].

- ssc (secretion system chaperone): codifican las proteinas SscA 'y
SscB [86].

- sse (secretion system effector), representados por los genes ssed-
sseG. [86].

- ss1/spiR (secretion system regulator): constituidos por ssr4 y ssrB, que
codifican para un sistema regulador de dos componentes, requerido para
la expresion de los genes sse, ssa y ssc. SsrB es la proteina reguladora.
SsrA, también conocida como SpiR, es la proteina integral de membrana
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con dos dominios transmembrana los cuales definen una amplia region
periplasmatica involucrada en detectar senales desconocidas hasta el
momento [87]. SsrB se une a los promotores que controlan la expresion
de los genes pertenecientes a la SPI-2, desencadenando la correcta
expresion de la maquinaria del T3SS-2 y las proteinas efectoras de esta
isla [88, 89]. El gen ssr4 estd a su vez regulado por OmpR/ EnvZ,
que es responsable de la activacion y represion de genes en respuesta a
cambios de osmolaridad y pH [85, 90, 91].

De manera interesante, HilD es necesaria para la expresion de ssrAB.
Bustamante et al. [92] demostraron que la proteina H-NS (histone-like
nucleoid-structuring) reprime directamente la expresion del operéon
ssrAB 'y que HilD es necesaria para la desrepresion de dicho operdn
en presencia de H-NS. En un reciente estudio, Martinez et al. [93]
determinaron que H-NS reprime la expresion de ss¥4B uniéndose a la
region -55/4287, la cual presenta un alto porcentaje de A-T (69,3%)
tipico de las regiones donde se une H-NS. También demostraron que
en la region -55/+240 es donde se produce la interaccion funcional
entre HilD y HNS previniendo la represion ejercida por H-NS sobre
el operon ssrAB.

Otras islas de patogenicidad

Como ya se comentd, existen cinco SPIs ampliamente distribuidas
entre los aislamientos de S. enterica. Si bien, las dos primeras son las
mas estudiadas a continuacion se detallan algunas caracteristicas de las
restantes SPIs.

La SPI-3 también es requerida para la supervivencia intracelular en
macrofagos, provee de productos esenciales para el crecimiento en
condiciones limitantes de Mg™. Su tamafio es de 17 kb y tiene un
porcentaje de G-C del 39,8-49,3 %, esté localizada en el centisoma 82
inmediatamente adyacente al gen ARNt se/C. Esta transcripcionalmente
controlada por PhoP/PhoQ. Alberga 10 ORFs organizados en seis
unidades transcripcionales, incluye al operon mgtCB que codifica la
proteina MgtC (intramacrophage survival protein) y el transportador
de Mg de alta afinidad MgtB [19, 20].
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La SPI-4 tiene 27 kb y se encuentra adyacente al gen ssb. Esta compuesta
por 18 genes localizados en el centisoma 92. Codifica un supuesto
sistema de secrecion tipo I que media la secrecion de toxinas y se cree
que participa en la adaptacion de Salmonella al ambiente intracelular
en los macrofagos. Contiene un operon llamado siiABCDEF que
presumiblemente interviene en la interaccion inicial con el epitelio
intestinal [57, 94].

La SPI-5 tiene un tamafio de 7.5 kb y se encuentra localizada en el gen
ARNt serT, centisoma 20; su porcentaje de G-C es de 43.6 %. Codifica
proteinas efectoras como SopB (SigD) involucradas en la induccioén
de la reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal y en la secrecion
de fluidos. Para la secrecion de las proteinas efectoras, la SPI-5 utiliza
el T3SS de la SPI-1 [95]. Otras proteinas codificadas en esta isla son:
MarT con secuencia similar a ToxR, una proteina reguladora de Vibrio
cholerae, y PipA que es secretada y translocada via T3SS de la SPI-
2 [96]. sopB, pipC, pipB y pipA, estan dentro de la misma unidad
transcripcional cuya expresion esta regulada por SsrA/B [90, 97].

Plasmidos y bacteriofagos
- El plasmido pSLT

El plasmido pSLT esta presente exclusivamente en S. Typhimurium con
un tamaio de 94 kb. pSLT presenta una region de 8 kb, spv (Salmonella
plasmid virulence), altamente conservada respecto a otros serovares de
importancia clinica como S. Enteriditis, S. Choleraesuis y S. Dublin,
que también contienen plasmidos virulentos especificos. El locus
spv juega un papel clave en la patogenicidad ya que se ha visto que
la incorporacion de spvRACBD en cepas que han perdido el plasmido
pSLT restaura la capacidad virulenta [20, 98, 99]. No se conoce mucho
acerca de los genes spv, con excepcion de spvR que codifica para un
regulador transcripcional de 33 kDa, que comparte homologia con
los miembros de la familia LysR de activadores transcripcionales, y
de SpvB que es una mono (ADP-ribosil) transferasa con capacidad de
ribosilar la actina [100, 101].

200



Marcadores genéticos de patogenicidad en Salmonella enterica serovar Typhimurium

- Bacteriéfagos

Todos los bacteriéfagos conocidos del género Sal/monella pertenecen al
orden Caudovirales. Anélisis protedmicos permitieron clasificarlos en
cinco grupos: tipo P27 (ST64B), tipo P2 (Fels-2, SopE® y PSP3), tipo
P22 (34, ES18, P22, ST104 y ST64T), tipo T7 (SP6), los lambdoides
(Gifsy-1, Gifsy-2 y Fels-1) y tres fagos independientes (¢15, KS7 y
Felix O-1) [102].

Procesos celulares de Salmonella importantes en su patogenicidad
Invasion

El proceso de infeccidon se inicia generalmente por la ingestion de
comida o agua contaminadas, seguidas del paso de la bacteria desde
el estomago hasta el intestino. Alli Salmonella se adhiere e invade
el epitelio intestinal. Para el primer paso, la adhesion, las fimbrias
juegan un papel importante en la eleccion de un linaje celular diana
del hospedador. A continuacion se iniciara el proceso de invasion de la
célula hospedadora.

En general, las bacterias entran en las células eucariotas no fagociticas
por medio de dos mecanismos diferenciados de acuerdo a criterios
morfologicos basados en cambios de la membrana. El mecanismo
de “disparo” (trigger) involucra una reordenamiento importante del
citoesqueleto de la célula hospedadora conocido como “ondulamiento”
de membrana (membrane ruffling). En contraste, en el mecanismo de
“cremallera” (zipper) o “mecanismo de entradamediado porunreceptor”,
las bacterias invasoras estan estrechamente ligadas a la membrana de la
c¢lula hospedadora, y s6lo se llevan a cabo reordenamientos menores
del citoesqueleto por el contacto especifico entre ligandos bacterianos
(invasina) y receptores de la superficie de la célula hospedadora [103].
Salmonella invade a las cé€lulas epiteliales mediante el mecanismo de
“disparo” mediado por el T3SS de la SPI-1 y sus proteinas efectoras. Al
menos 15 efectores pueden ser translocados en la célula hospedadora
por T3SS-1 para inducir la entrada de las bacterias. Los cinco efectores
considerados principales de Salmonella son SopE, SopE2, SopB,
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SipA, y SipC, siendo cada uno capaz de manipular la maquinaria del
citoesqueleto dentro de la célula hospedadora [34]. El reordenamiento
del citoesqueleto de actina iniciado por estos efectores, detectado a los
10-30 minutos, es transitorio ya que al cabo de 2-3 horas después de
la entrada de la bacteria, se observa un citoesqueleto de actina normal
a pesar de la presencia de un gran numero de bacterias intracelulares.
Estas proteinas efectoras translocadas via T3SS-1, también podrian
estar involucradas en otros procesos posteriores a la invasion como
el trafico de membrana, division celular, apoptosis, y produccion de
citoquinas como las quimioquinas [104].

Una vez finalizado el proceso de invasion, Salmonella presente en las
vacuolas SCV utiliza un segundo T3SS codificado por la SPI-2 para
liberar proteinas efectoras adicionales a través de la membrana de las
vacuolas al citoplasma, permitiendo la supervivencia y replicacion de
la bacteria dentro de la célula hospedadora [106]. Salmonella tiene la
capacidad de replicarse dentro de las SCV, que se caracterizan por tener
concentraciones limitantes de Mg™ y Fe™ y un pH acido. De hecho
se ha demostrado que la acidificacion dentro de la SCV es necesaria
para la supervivencia y replicacion intracelular de la bacteria [107]. Las
SCV son espaciosas, permitiendo que los productos antibacterianos
se diluyan. Ademas, se expresan genes que neutralizan a los péptidos
catiénicos. Una proporcidon significativa de los macrofagos sufre
apoptosis después de la invasion, situacidon contraria se observa en
células epiteliales [108, 109].

Papel del flagelo y las fimbrias de tipo 1 en la invasion de
Salmonella

El flagelo y las fimbrias de tipo 1 también han sido implicados en la
patogenicidad de Sa/monella. El flagelo se define como largos filamentos
proteicos helicoidales conectados a motores rotativos integrados dentro
de la membrana que permiten a la bacteria nadar en liquidos (swimming)
y moverse sobre superficies (swarming) [110]. Los flagelos, se cree,
facilitan la patogenicidad al permitir que Sa/monella nade a los sitios de
la invasion [111]. Ademas de la motilidad, el flagelo activa la expresion
de citoquinas proinflamatorias [112] [113].
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Analisis boinforméaticos demostraron que el T3SS de la SPI-1 comparte
caracteristicas con el sistema flagelar [114]. Sin embargo, existen
diferencias en cuanto a la finalidad de la secrecion de la proteina en
los dos sistemas. En el caso del flagelo, las proteinas secretadas estan
enfocadas principalmente al ensamblaje del flagelo. El sistema de
secrecion de tipo 3 flagelar (fT3SS) exporta subunidades proteicas
que se ensamblan en un flagelo funcional y factores reguladores que
controlan el proceso de ensamblaje [115].

El alto coste energético de la sintesis del flagelo hace que esté controlado
en respuesta a diversos factores y de acuerdo a las necesidades de la
motilidad de la bacteria. En condiciones de bajos nutrientes, la expresion
génica flagelar se reprime en Salmonella [74, 117]. La expresion y
montaje de los genes flagelares son reprimidos al inicio de la formacion
de biofilm, al inicio de la invasion de las células epiteliales y durante
la supervivencia dentro de los macrofagos [74, 118-121]. Sin embargo,
se ha detectado induccion de la expresion de genes flagelares tras la
invasion de las células epiteliales, entre cuatro y seis horas después de
la entrada en la célula hospedadora [118, 121].

Por su parte, las fimbrias de tipo 1 son apéndices en forma de filamento
que llevan adhesinas especificas que interaccionan sobre la superficie
de las células eucariotas [ 122]. Las fimbrias de tipo 1 estan involucradas
en patogenicidad ya que facilitan la union de Salmonella a las células
epiteliales del intestino [123]. Multiples estudios han demostrado que
existe una estrecha relacion entre el T3SS de la SPI-1, el flagelo y las
fimbrias de tipo [62, 77, 124, 125]. El regulador principal de los genes
flagelares es el complejo FIhD,C, que activa dos reguladores adicionales,
FliA y FliZ, que estan codificados dentro del operon fliAZ [110]. FliA
es un factor sigma alternativo especifico del flagelo, esencial para la
expresion de los genes del motor, el filamento y la chemotaxis. FliZ es
un activador post-transcripcional de FIhD,C, [126]. F1iZ también activa
HilD y reprime FimZ post-transcripcionalmente [67, 72, 124, 127, 128,
129]. Por otro lado, RtsB codificado dentro del mismo operdn de RtsA,
proteina que forma el bucle positivo con HilC y HilA en la regulacién
de la expresion de 4il4 en la SPI-1, se une al promotor f/ADC'y reprime
la motilidad [62].
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FimZ junto con FimW forman un bucle de activacion y autoactivacion.
Ambas proteinas también tienen la capacidad de activar de manera
independiente la expresion del promotor fimA, el cual controla la
expresion de genes que codifican para las fimbrias de tipo 1. FimZ
también se une al promotor f/ADC y reprime la expresion de genes
flagelares e induce la expresion de HilE para reprimir la expresion de los
genes de la SPI-1 [125, 130, 131]. Saini et al., (2010) argumentaron que
la pérdida de la expresion del gen flagelar y la motilidad, que se reprime
durante el crecimiento intracelular, se podria deber a la necesidad de
la bacteria a permanecer inmovil después de una invasion exitosa. No
obstante, Singer et al. [132], en un reciente trabajo identificaron que
HilD es un regulador positivo de los genes de expresion flagelar. HilD
activa transcripcionalmente la expresion de f/ADC al unirse a la region
comprendida entre los nucledtidos -68 y -24 aguas arriba del inicio de
la transcripcion; y muestran que en contraste con previos trabajos, HilA
no afecta la expresion de los genes del flagelo.

La activacion del sistema flagelar a través de HilD y la inactivacion
simultanea a través RtsB respaldan una doble, o incluso una multiple
interaccion entre el flagelo y la regulacion de la expresion de los genes
de la SPI1. Por lo tanto, dependiendo del nicho ambiental y la etapa
espacio-temporal de la invasion, el regulador HilD podria activar la
transcripcion fIhDC a través de la union directa al promotor f/ADC o
reprimir la transcripcion fIhDC a través de la activacion de RtsB. Singer
et al. [132] concluyen que durante las primeras etapas de la invasion de
células epiteliales, la expresion de genes SPI1 es inducida y la motilidad
es reprimida, pero los genes flagelares estan listos para ser inducidos
inmediatamente en algin momento posterior durante la invasion por la
activacion a través de HilD. La secrecion de las proteinas efectoras de
la SPI1 resulta en la internalizacion de las células de Salmonella y la
formacion de las SCV. En este punto, la motilidad es, probablemente, no
requerida ya que podria dificultar el proceso de invasion. En las células
epiteliales, las proteinas flagelares se reprimen durante los primeros
estados de la invasion (dos horas después de la invasion), mientras
que la expresion simultanea de SPI1 y genes flagelares se reprimen de
cuatro a seis horas después de la invasion [118].
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Este libro escrito en lenguaje sencillo, sin perder el rigor cienti-
fico, servira como fuente de consulta sobre marcadores mole-
culares de microorganismos de importancia clinica: Plasmo-
dium spp, Trypanosoma spp y Salmonella spp.

En este texto se recopila la informacién sobre biomarcadores,
relacionados con agentes infecciosos de importancia médica,
que pueden ser utilizados como ayuda en el diagnéstico, segui-
miento, tratamiento, como blancos de drogas de enfermeda-
des de importancia clinica. Biomarcadores que son importan-
tes para mitigar el nUmero de casos que afo a afo, en todo el
mundo, producen estos agentes infecciosos.
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