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Resumen

La malaria es una enfermedad transmitida por el parasito Plasmodium cuando una hembra del
género Anopheles inocula el parasito en el hospedero vertebrado. P. falciparum es la especie
causante de la forma méas grave de la enfermedad. Este parasito altera la deformabilidad de los
eritrocitos al invadirlos volviéndolos mas esféricos y rigidos, esta condicion es responsable de la
sintomatologia de la enfermedad. Los farmacos utilizados para tratar la malaria también alteran la
deformabilidad de los eritrocitos lo que provoca diferentes afecciones luego del tratamiento. Las
pinzas Opticas son herramientas innovadoras que consisten en un haz de luz acoplados a un
microscopio para manipular y estirar particulas microscépicas, lo que permite conocer las
propiedades biomecanicas de las células. Esta técnica se puede utilizar como método diagnostico
de la enfermedad o para medir la efectividad de tratamientos antimalaricos.
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Abstract

Malaria is a disease transmitted by the Plasmodium parasite when a female of the genus Anopheles
inoculates the parasite into the vertebrate host. P. falciparum is the species that causes the most
severe form of the disease. This parasite alters the deformability of erythrocytes by invading them,
making them more spherical and rigid. This condition is responsible for the symptoms of the disease.
The drugs used to treat malaria also alter the deformability of erythrocytes, which causes different
conditions after treatment. Optical tweezers are innovative tools that consist of a beam of light coupled
to a microscope to manipulate and stretch microscopic particles, which allows knowing the
biomechanical properties of cells. This technique can be used as a diagnostic method of the disease
or to measure the effectiveness of antimalarial treatments.

Keywords: Antimalarials, deformability, malaria, membrane, optical tweezers.

Introduccién

La malaria es una enfermedad causada por protozoos del género Plasmodium, que
se transmite a hospederos vertebrados por mosquitos hembra del género
Anopheles (Pimenta et al., 2015). Las principales especies que infectan a los
humanos son P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi (Milner,
2018).

De los cincos especies P. vivax es la mas extendida geograficamente, es capaz de
sobrevivir en latencia durante periodos prolongados cuando las condiciones no son
propicias para su transmision continua, por lo que se atribuye sintomatologias mas
leves en comparacion con P. falciparum (Price et al 2020), este Ultimo causa la
malaria grave, ademas es la especie en la que ha reportado mayores casos de

resistencia a farmacos (Dayananda et al., 2018)

Cientos de millones de personas se infectan anualmente en las regiones tropicales
y subtropicales, principalmente en Africa, América del Sur y Central, India, el
Sudeste Asiatico y Oceania (Lover et al., 2018). Esta enfermedad ha sido
responsable de mas de 400 000 muertes, en su mayoria de nifios pequefios en el
Africa subsahariana, con un estimado de 3200 millones de personas en todo el

mundo susceptibles a la enfermedad (OMS, 2020).
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La infeccidn inicia cuando el mosquito inocula los esporozoitos en la piel del
hospedero y estos entran al torrente sanguineo, donde son transportados al higado.
Luego, ingresan a los hepatocitos para iniciar un ciclo de esquizogonia, creciendo y
dividiéndose en merozoitos exoeritrocitarios (Sinnis y Zavala, 2012).

En las infecciones por P. vivax y P. ovale, algunos parasitos se vuelven formas
latentes, llamadas hipnozoitos, después de la invasion de los hepatocitos del
hospedero (Adams y Mueller, 2017), donde pueden permanecer inactivos durante
meses 0 afios antes de entrar en esquizogonia (White y Imwong, 2012; Shanks y
White, 2013). P. falciparum, P. malariae y P. knowlesi no producen hipnozoitos.
Después de la esquizogonia, los merozoitos se liberan de los hepatocitos al torrente
sanguineo, donde invaden los eritrocitos. Alli comienzan un nuevo ciclo que consta
de las etapas de anillo, trofozoito y esquizonte. Después de varios ciclos eritrociticos
se convierten en gametocitos, los cuales son los estadios infectantes para el
mosquito (Smith et al., 2014).

Durante el desarrollo intraeritrocitario, el parasito exporta proteinas que interactian
con la membrana plasmética de la célula del hospedero, estas proteinas modifican
las propiedades mecanicas de los eritrocitos, lo que da como resultado una
circulacion celular alterada (WeiRbach et al., 2017; Lavazec, 2017). La patogenia de
la malaria se debe en gran medida a la rigidez de los eritrocitos infectados (Miller et
al., 2002)

La pérdida de la deformabilidad de los eritrocitos comienza poco después de la
invasion del parasito. A medida que se desarrolla, el eritrocito infectado pierde su
forma bicéncava y progresivamente se vuelve esférico y rigido.

Esta revision corta tiene el objetivo de proporcionar informacién sobre el efecto que
generan los parasitos del género Plasmodium sobre la biomecanica de los

eritrocitos.
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Como el parasito modifica la estructura de los eritrocitos

Los eritrocitos estan formados por un citoesqueleto de espectrina-actina que les
confiere la capacidad de deformarse y asi pasar a través de capilares y vasos
estrechos, mientras que el parasito presenta un motor de actomiosina que le permite
invadir los eritrocitos y reordenar su estructura provocando la perdida de
deformabilidad (Vahokoski et al., 2022).

Durante la etapa de anillo (es decir, dentro de las primeras 16 a 24 horas, los
eritrocitos experimentan una pérdida de area de superficie de hasta un 9,6 %
(Safeukui et al., 2013; Jaureguiberry et al., 2014).

Se descubrié que el Antigeno de superficie de eritrocitos infectados por anillo o
Pf155 (RESA) es una proteina del parasito que desempefia un papel importante en
la reduccion de la deformabilidad de las células del hospedero en la etapa inicial del
desarrollo del paréasito, pero no en una etapa mas avanzada. (Mills et al., 2007) esta
proteina interactla con la espectrina, lo que posiblemente estabiliza la membrana
de los eritrocitos contra el estado febril que se produce en los pacientes después de
la ruptura y reinvasion de los eritrocitos infectados (Diez-Silva et al., 2012)

Al igual que RESA las proteinas KAHRP y PfEMP3 interactdan con la espectrina lo
gue contribuye a la rigidez de los eritrocitos en las etapas de trofozoito/esquizonte
(Pei et al., 2005; Tiburcio et al., 2012).

La rigidez eritrocitaria disminuye la invasion

Los paréasitos Plasmodium tienen poca capacidad de invadir eritrocitos con mayor
rigidez que pueden estan relacionadas por mutaciones de la membrana de los
eritrocitos del hospedero que su vez le brindan proteccién contra la malaria (Fréhlich
et al., 2019).

Unas de las mutaciones mas reportadas son las variantes del grupo sanguineo

Dantu. Esta mutacion es causada por una reordenacion estructural de los grupos
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de genes de la glicoforina (GYP) que da como resultado la expresion de una
proteina Dantu hibrida con una fusion de dominio extracelular GYPA/GYPB que no
interactta con el citoesqueleto de los eritrocitos afectando la entrada del parasito
(Ndila et al., 2018).

Se ha demostrado que las mutaciones de algunas proteinas de membrana
eritrocitaria como la CR1, GPC, espectrina, anquirina y la banda 3 alteran la
deformabilidad de los eritrocitos, mientras que ATP2B4 y PIEZO1 conducen
cambios en la hidratacion que terminan afectando la entrada del parasito al eritrocito
(Groomes et al., 2022).

La deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) se ha asociado con
una proteccion contra la malaria debido a que produce estrés oxidativo en el
eritrocito provocando su hemolisis (Ebel et al., 2021). La deficiencia del piruvato
quinasa (PK) ha sido poco estudiada, pero se ha reportado que su proteccion esta
asociada con envejecimiento y fagocitosis acelerada de eritrocitos infectados por
las etapas tempranas del parasito (Carvalho et al., 2023).

Estas enzimonopatias son dificiles de detectar ya que la mayoria de los portadores
no presentan sintomas hasta que se exponen a los desencadenantes (Mbanefo et
al., 2017).

Rigidez eritrocitaria inducida por farmacos

Varios medicamentos se utilizan como tratamiento contra la malaria, aunque en los
altimos afos se han reportado resistencia por parte del parasito (Menard y Dondorp,
2017). Estos incluyen quinina, cloroquina, mefloquina, pirimetamina, sulfadoxina,
atovacuona, artesunato, primaquina, artemisinina y sus derivados (Phillips et al.,
2017; Su et al., 2019). Estudios previos han informado rigidez inducida en eritrocitos
infectados después de la exposicion a diferentes farmacos antimalaricos.

Se informo sobre la influencia del artesunato en la deformabilidad de los eritrocitos

infectados por P. falciparum en etapa de anillo (Huang et al., 2013). Después del
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tratamiento con artesunato, se realizaron los experimentos con la técnica aspiracion
con micropipeta que mostré una disminucion del 50 % en la velocidad de transito de
los eritrocitos infectados, mientras que solo se observd una pequefia reduccion de
velocidad (~10 %) entre los RBC no infectados. Los resultados también revelaron
rigidez inducida en los eritrocitos sanos (Huang et al., 2014).

Deng et al 2015 demostré con la técnica de microfluidos que tanto los eritrocitos
infectados como los no tratados con cloroquina mostraron una rigidez dependiente
del tiempo. Sin embargo, después de 4 horas de incubacion, los eritrocitos
infectados tratados con cloroquina eran significativamente mas rigidos que los
eritrocitos no tratados.

Estos estudios demuestran que algunos farmacos alteran aun mas la
deformabilidad de los eritrocitos, lo que posteriormente puede influir en el bloqueo
de los vasos sanguineos y capilares que pueden provocar diferentes
sintomatologias luego del tratamiento (Pivkin et al., 2016).

En la actualidad existen pocos estudios que establezcan una relacién entre la
deformabilidad de los eritrocitos y los farmacos antimalaricos con la técnica de

pinzas opticas.

Pinzas Opticas y su aplicacion en malaria

Las pinzas Opticas utilizan un rayo laser altamente enfocado para generar un
gradiente tridimensional de energia electromagnética que permite atrapar y
controlar objetos microscoépicos (Ashkin, 1970) como células, ADN, ARN, organulos
celulares, moléculas de lipidos o biopolimeros. (Mills et al., 2004) No ejercen fuerzas
a través de un punto de contacto fisico con el objeto manipulado, por lo tanto, evitan
dafios potenciales debido a la friccion o la quimica de la superficie (Banerjee et al.,
2011). Usualmente se utilizan una o dos microesferas unidas a extremos
diametralmente opuestos a la célula que son atrapadas y desplazadas para
estirarlas (Suresh et al., 2005).

Se puede manipular una gran cantidad de objetos en paralelo que se pueden liberar
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de las trampas Opticas al apagar el rayo laser (Banerjee y Gupta, 2009). La fuerza
aplicada es dada en pico-Newton y requieren una calibracion de la trampa Optica
antes de la manipulacion. (Sarshar et al., 2014)

La configuracion incluye un fotodiodo para monitorear la posicion del laser y un
microscopio acoplado a una camara para generar imagenes. (Fedosov et al., 2011;
Hosseini y Feng, 2012; Ye et al., 2013). Las pinzas 6pticas son mas sensibles que
otras técnicas que solo dan informacion sobre la elasticidad de la membrana
mientras que las pinzas épticas generan datos sobre el comportamiento mecénico
de toda la célula (Depond et al., 2020).

Los primeros estudios de pinzas opticas en malaria se basaron en establecer una
diferencia entre la elasticidad de la membrana de eritrocitos sanos como infectados
con Plasmodium cultivados in vitro, los resultados mostraron mayor rigidez en los
eritrocitos infectados en comparacion con los eritrocitos sanos (Dharmadhikari et
al., 2004; Bambardekar et al., 2008).

Un estudio realizado por Crick et al (2014) demostr6 por primera vez que las pinzas
Opticas pueden ser utilizadas para cuantificar la fuerza y el tiempo de las
interacciones entre el parasito y los eritrocitos, como también la efectividad de
tratamientos inhibidores al medir la elongacion de los eritrocitos infectados luego de

la exposicion.

Con las pinzas 6pticas se ha podido determinar el efecto espectador en sangre de
pacientes infectados por P. vivax y P. falciparum, fenémeno en que los eritrocitos
sanos también sufren cambios en su membrana volviéndose mas rigidos y
esféricos, esto demuestra que las alteraciones en la membrana eritrocitaria son
similares tanto in vitro como in vivo, cumpliéndose en ambos casos el efecto
espectador (Paul et al., 2017). Este fendbmeno es dado por el aumento en los niveles
intracelulares de monofosfasto de adenosina ciclico (Ramdani y Langsley, 2014;
Paul et al., 2017).
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Esto sugiere que las pinzas Opticas se pueden utilizar como herramienta de
deteccion de malaria en pacientes con fiebre, ya que los eritrocitos que no portan el
parasito también mostraran cambios en su membrana debido al efecto espectador,

independientemente de la especie del parasito.

Conclusiones

Es necesario buscar alternativas para controlar y disminuir los casos de malaria a
nivel mundial. Con el estudio de las propiedades biomecéanicas de eritrocitos sanos
e infectados se puede establecer una relacion entre la rigidez de la membrana
eritrocitaria y la capacidad del parasito para invadirla. De cumplirse esta relacion, la
tecnologia de pinzas Opticas se puede utilizar para la deteccibn de compuestos
antimalaricos que puedan bloquear la invasién del parasito. Ademas, ayudaria a
saber si los pacientes que reciben tratamientos antimalaricos corren el riesgo de

sufrir anemia u otras afecciones dadas por la deformabilidad de los eritrocitos.
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