N

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

Perfil transcripcional de genes que codifican proteinas de invasion
a eritrocito, pertenecientes a las familias de ligandos PfEBA y PfRh
de la cepa fCB2 de Plasmodium falciparum

PRESENTADO POR:

ZULMA JULIETH FLOREZ ARENAS
ASESORES:

MONICA ARARAT SARRIA
MAURICIO HUMBERTO RODRIGUEZ PANDURO




EPIDEMIOLOGIA MALARIA

A NIVEL MUNDIAL (aho 2017) EN COLOMBIA (ano 2018)

219 millones de casos de malaria 62.141 de casos notificados

» Africa (92% de los casos)

» P.vivax (50,1%)
» P. falciparum es la especie :
predorF:\inante. P » P. falciparum (47,9%)

» Poblacidon afrocolombiana (40,4%)
435.000 muertes

» Africa (93%) » Aumento del 138% de los casos
» Nifios menores de 5 afios (66%) procedentes del exterior



GENERALIDADES

Toxoplasma
P. vivax
Phylum Apicomplexa ~ Cryptosporidium
P. malariae
Plasmodium ~ P. ovale curtisi y P. ovale wallikeri
P. knowlesi
Mayor
P. falciparum >~ Morbilidad y

mortalidad




CICLO BIOLOGICO DE P falciparum
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Tomado de: Cowman AF, Healer J, Marapana D, Marsh K. (2016) Malaria: Biology and Disease. Cell [Internet]. 2016;167(3):610-24.
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Tomado de : Harvey KL; Gilson PR; Crabb BS. (2012). A model for the progression of receptor-ligand interactions during erythrocyte invasion by Plasmodium
falciparum.




Plasmodium falciparum

A 4

Vias alternas de invasion

A\ 4 A 4

Antigenos de union a Proteinas homologas de
eritrocito (EBASs) union a reticulocito (Rhs)
\ 4 A 4 A 4 l A 4 A 4 l
PfEBA175 PfEBA140 | | PfEBA181 PfRh1 PfRh2a/b | | PfRh4 PfRh5
Dependientes de acido Independientes de acido
sialico sialico




ANTECEDENTES

o Camus et al A a 1392-1394 g Se describen a 2003

describen e Similitud a DBP PFEBA140, o PfEBA140 se
PFEBA175 e PFEBALTS se Efﬁﬁégi' EBL- une a GpCy
liga a GpA ’ PfEBA181 a un
receptor X.

s 1985

\ / 2001




, S 200 e 2

e Rayner et al e Blair et al implementan RT- o L3 expresion de PfRH1
describen e Rayner et al gPCR para medir la PthSa PfRh2b varl’a’
PfRH2a y PfRh2b describen expresion de las PfEBAs en y

entre cepas
3D7
— 2000 ~ \- PTRH1 J - 2002 — \- Se describe PfRh4 )

p : —— — 2009 — :
e PfRh1 en invasidn * PfRh4 se liga a CR1

acido sidlico e PfRh5 como una proteina e PfRh5 se liga a la basigina
dependiente indispensable del parasito

— 2005 _/ \- J




Cepa FCB2
(Falciparum COLOMBIA BOGOTA 2)

2006, Garavito Et al: Actividad antimalarica de plantas nativas

Espinal et al, aislan FCB2 de EREestafcepa.

un paciente del Meta. 2008, Arando Et al: Susceptibilidad in vitro de aislados clinicos

a antimalaricos.

Es una cepa resistente a 2011, Curtidor et al: analisis de HABPs en esporozoito, para
cloroquina, sensible a quinina desarrollo de vacunas

con alta produccion de
gametocitos y que no forma
nodulaciones eritrocitarias.

1982

2013, Garcia Huertas et al, Efecto citotdxico y antimalarico de
Solanum nudum

2013, Fenotipos de invasion de aislados de Brasil, Colombiay
Peru.



¢ Cual es el perfil transcripcional de los principales genes
involucrados en el proceso de invasion a eritrocitos de la
cepa FCB2 de P. falciparum?




OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil transcripcional de los genes
pertenecientes a las familias de ligandos de invasion a
eritrocito Pfeba y Pfrh de |la cepa FCB2 de P. falciparum en
estadios de esquizonte, por medio de la técnica RT-qPCR.



Ter objetivo

Estandarizar la técnica de RT-gPCR para el analisis de la expresion
transcripcional de los genes de invasion a eritrocito Pfebal75,

Pfeba140, Pfebal81, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa
FCB2 de P. falciparum.



Cultivo y sincronizacion del parasito

FCB2 , -
3D7* G U |

Sincronizacion con

Medio RPMI 1640: CEARIEEAES 06 sorbitol al 5% y ‘o
 Eritrocitos O+ incubacion: Obtencion de parasitos en
« Plasma (10%) -~ 025% estadio de esquizonte

* Hipoxantina 0,1M - CO25% Unicamente aproximadamente 40H

* Hepes 1M - N30% Anillos de 6H despues

* Gentamicina 50ug/mL - 37°C

*BEI Resources Repository




Extraccion y sintesis de acidos nucleicos

Lisis de eritrocitos con

/ Saponina 0,2%

Extraccion
FENOL-CLOROFORMO | Extraccion de ADNg
X7

l ' por columna3

Digestion de ADNg!

l 'DNase | amplification grade (Invitrogen)
, . 2SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen)
2
Sintesis de ADNc 3SOLATE Il RNA/DNA/Protein (Bioline)



Cuantificacion de acidos nucleicos

ESPECTROFOTOMETRIA

—
\.

ADNCc
Concentracion Calidad
Cepa
ng/ul 260/230 | 260/280

FCB21 99,1 1,67 0,86
FCB22 149,8 1,69 0,34
3D71 96 1,55 1,03
3D72 135,2 1,71 0,68

260 nm ——— Cantidad
230 nm } Calidad y
280 nm pureza
ADNg
Concentracién Calidad
Cepa
ng/ul 260/230 | 260/280
FCB21 19,3 1,33 0,24
FCB22 6,3 2,62 0,19
3D71 2,8 2,5 0,02
3D72 5,6 2,35 0,5




Estandarizacion de la técnica RT-gPCR

Gen Cebador Secuencla cebador| 5°-3" ) Somnda
Bfabaildd e Al P Y5 = AAGOGAGGGTCAATCAAGCATTOCTT = BHO 2
. ~ Feverso TCTTCATTACTTTTOOOCATTETAGA
Dlseno de cebadores Pfabail?s kil TlBeahGeR AT AT anToy CY5 = CAGAAAGRAGGCT TTTTCAAGTATGOCA - BHO2
d I Rewverso ACTOCTTCAGAACTTTGATATTTGEE
sondaa en e Directo GTTCTGAAGACAAAA
v FfebailB? i e el O - TEOOGGEEETGAETATAATAGOC-BHO 2
Feverso AARAGCAGAATCATTTAAATTAGAATIS
p rog ra m a Ffrf - b Ly Lk Of5 = CTTCACATGGETAACGETAGTAACTORA - BHO2
Primer3web Feverso AATACCGTTTTCTCTTCETOGATAG
[ : . E A A A A A EE“ a
FfrhZo il U2 sl a FaM = ACAGCAGRAAGTGTAGCTTTATGTGTGT = BHO1
Rewverso ACATCATCATTOGETTCAAAAGET
Firh2b corlbinlh oo 1 b FAaM = TGALCAACGTGATGETAGTAGTCATGSET — BHO 1
Feverso CCATATEAATGTOGCTACCAALA
Birhd T R TLI bed FAM = TGAGGAGEAAAATGAAATGEEATATEELA - BHOL
Feverso TETETTGTETOCTATGGTGGET
BfrhS arlbr bl Ll Bt FAM = ATGAAACATATEACAAAGTGAAAAGT - BHOL
Eeverss e A
— Diirecto GEATTATGEETOGATGEAAATTGTG
. ool HEX = COGAAGCACTCAATTCA — BHO1
Nery et al (2006) ‘ = Feverso | CATAATCTGTTAAATGTTGTTCATATTGT TTAGGTTGEAT




PCR punto final

GoTaq Probe gPCR Master Mix (Promega) CONDICIONES DE TERMOCICLADO

5ul de Master mix 95°C por 2 min (denaturacidn inicial)

%
)

Agua FREE

l 95°C por 15 s (denaturacién) |
Cebadores 0.75 uM 55°C por 1 (anillamiento) _ 45
' ’ Ciclos
75°C por 30s (extencion) 3
72°C por 2 min (extension final)

10ul




Electroforesis

MFM EBAYTS EBAT4D ERAYEY ) BH2a H20 iHe




Amplitication |

Estandarizacion
RT-gPCR

1000

500 -

s00 1

RFU

Determinacion de la concentraciéon de
sonda necesaria para observar i
amplificacion 200 1

0,5uM .1

400

Cycles Log Scale

FAM HEX [¥] Cy5

12 3 4 5 6 7 8 S 10

Determinacion de la temperatura optima [ Unk I Unk I Unk I Unk I Unk I Unk JF Uk IF Unk ]
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Amplification
T
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Amplification
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2do objetivo

Cuantificar mediante RT-gPCR, la expresion de los genes de invasion
a eritrocito Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b,
Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa FCB2 de P. falciparum.



Curvas de estandarizacion
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Montaje de placas

Amplification Amplification
m__""_ 1000 £ AR AR AR R
BOO 4 - v vee e .............. .............. ............. i

500 A
400 4

200 A

Cycles

Fluoroforo FAM (genes PfRH)

Fluoroforo Cy5



3er objetivo

Describir el perfil transcripcional de los genes de invasion a
eritrocito Pfebal75, Pfebal40, Pfebal81, Pfrhl, Pfrh2a,

Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5, de la cepa FCB2 de P. falciparum en el
estadios de esquizonte.



DETERMINACION DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL
DE LOS GENES DE INVASION

Expresion
Amplificacion por duplicado de cada gen en ADNc Genes Ct promedio relativa
Pfebal75 24,755 3,085
- Pfeba140 29,145 -1,305
3 ensayos

Pfeba181 27,45 0,39
| Pfrh1 25,46 2,38
Obtencion de Ct promedio para cada gen Pfrh2a 28,01 -0,17
Pfrh2b 25,39 2,45
Pfrh4 27,5 0,34

Pfama-1 27,84

Método AAC,



0 —
PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS -1 .
GENES PERTENECIENTES A LA 5

FAMILIA PfEBA y PfRh RESPECTOA
PfAMA-1 W Pfebal75 B Pfebal40 B Pfebal8l Pfrhi

W Pfrh2a m Pfrh2b W Pfrhd W Pfrh5



CONCLUSIONES

»Se estandarizo la técnica RT-gPCR para el analisis de los 8 genes a estudiar, incluyendo
el gen normalizador, sin embargo es necesario optimizar la técnica para obtener
resultados mas reproducibles.

»En los merozoitos de la cepa FCB2 se transcriben los 8 genes de estudio en diferentes
proporciones, de manera preliminar se puede observar que hay una mayor expresion
de los genes pertenecientes a la familia PfRh, en comparacion a la familia PfEBA.

»Posiblemente y en concordancia con estudios previos de aislamientos obtenidos en
Colombia, puede que FCB2 invada eritrocitos en una via independiente de acido sialico.



RECOMENDACIONES

Lo ideal es optimizar la técnica y complementar el trabajo
mediante la utilizacion de ensayos de invasion a eritrocitos
tratados enzimaticamente y técnicas como citometria de
flujo, para confirmar los resultados obtenidos en el presente

trabajo.
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DIAPOSITIVAS DE APOYO
D



Extraccion
FENOL-CLOROFORMO

Ay -

Homogenizar Proteinasa K Viértex Incubar 65°C
ncubar
b 2 hrs
) |
a oxe) - B B
Centrifugar \ Centrifugar
4°C/8 / Anadir fenol 4°CI15
Vértex cloroformo !
Colectar —
l sobrenadante v

Fase acuosa
/
tProteinas —> — —r —
Fase fendlica ‘,_f
/ Anadir OH —p Vértex

«+— Colectar
i sobrenadante

Reposar toda la
absoluto noche —20°C

0 pa—
-+ +—— -+ B <+ -+
[ =
Centrifugar Vértex Decantar Centrifugar
4°C/25° Lavar con OH Botén ADM 4°C/25
l 70%
f~— Leer en
espectrofotdmetro
- — e
Decantar Resuspender
en H,0

Fuente: Adnana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan Socorro Armendariz Borunda: Biologia malecular.
Fundamentos y aplicaciones en las ciencias de la salud, www.accessmedicina.com

Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.




Extraccion por columna

1_ .- Cromatografia de
0 Intercambio idnico

O-Ring Tiss®-DNA
Membrana
de extraccion
nanoestructurada
) —
Camara de muestra
— SR = — —
Tubo de CARGAR CENTRIFUGAR ELUIR ADN EXTRAIDO
recaleccion

http://blog.nanomyp.com/tiss-dna-extraccion-selectiva-de-adn



http://blog.nanomyp.com/tiss-dna-extraccion-selectiva-de-adn

Retrotranscripcion

or—rr- El primer oligo dT se
une al mRNA

o ' | AAAAA La transcriptasa
™I

reversa copia la prime:
cadena de cDNA

mans 8D La transcriptasa

T reversa digiere y
remueve el mRNA y
copia la sequnda
cadena de cDNA
— | cDNA de doble cadena



PCR

"PCR convencional o I
=*PCR anidada
=qPCR i
=RT-PCR <
*PCR Multiplex N s
=*PCR In Situ T

Cielo: 1 2 3

"PCR mutagénesis

https://es.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-
sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr



gPCR

RFU 2501
Fase

exponencial

Fase inicial

o e |
0 2 4 6 8 10 12 1416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Ciclos



Sonda de hidrdlisis (TagMan) SyBr Green (C;,H3,N,S)
Sonda
a
- sq f ]Qs
g = 3 n' O
Secuencia blanco O O
(b) » v nu
O e
O @,
Primer 9 5 Sonda Pa’ O
< ‘ Ty
Secuencia blanco - Agente intercalante
Es inespecifico
5 53 Curva de Melting
Fluoroforo y quencher
- Especifico



Cuantificacion Cuantificacion

absoluta relativa *
Estudio de un solo gen - Estudio de varios genes
Curva estandar de gDNA - Curva estandar de gDNA de
de diferentes diferentes concentraciones

concentraciones

Genes Housekeeping



