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RESUMEN

Introduccion: la malaria es uno de los mayores retos de la salud publica mundial. Es causada principalmente por
los parasitos Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. Durante el proceso de invasion, se encuentran involucra-
das las proteinas homodlogas de unién a reticulocitos de P falciparum PfRH1, PfRH2a, PfRH2b, PfRH4 y PfRH5, que
tras su unidn a receptores especificos de membrana permiten la invasiéon del merozoito al eritrocito.

Objetivo: compilar y resumir las caracteristicas moleculares y estructurales de las interacciones entre las proteinas
pertenecientes a la familia de proteinas homoélogas de unién a reticulocitos de P falciparum y los receptores expre-
sados en la célula del hospedero.

Método: revision descriptiva sobre las proteinas homoélogas de unién a reticulocitos de P falciparum involucradas
en el proceso de invasion al eritrocito. Esta revision incluye literatura publicada hasta el ano 2020 en bases de
datos electrénicas especializadas en investigacion biomédica. Se encontraron 105 documentos, de los cuales se se-
leccionaron 70 y se excluyeron 11, por no presentar los criterios de inclusién, analizando un total de 59 referencias.
Conclusién: la invasion del merozoito es mediada por interacciones especificas de los ligandos de las familias EBL
y PfRH. La unién de las proteinas PFfRH1 y PfRH2b a sus receptores en el eritrocito da lugar a la liberacién de la
proteina EBL-175 que, junto con PfRH4, median la formacién de una unién estrecha entre el parasito y los glébulos
rojos. Ello permite la unién de la proteina PfRH5 a la basigina y la entrada del parasito a la célula del hospedero.
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Plasmodium falciparum reticulocyte-binding homologous proteins involved in the
process of erythrocyte invasion: literature review

ABSTRACT

Introduction: Malaria is one of the world’s greatest public health challenges, caused mainly by Plas-
modium falciparum and Plasmodium vivax. During the invasion process, the P falciparum reticulo-
cyte-binding homologous proteins PfRH1, PfRH2a, PfRH2b, PfRH4 and PfRH5 are involved, which after
binding to specific membrane receptors allow the invasion of the merozoite into the erythrocyte.

Objective: To compile and summarize the molecular and structural characteristics of the interactions
between proteins belonging to the P falciparum family of reticulocyte-binding homologous proteins
and the receptors expressed in the host cell.

Method: Descriptive review of the P falciparum reticulocyte-binding homologous proteins involved in
the process of erythrocyte invasion. This review includes literature published until 2020 in electronic
databases specialized in biomedical research. We found 105 papers, of which 70 were selected and 11
were excluded for not presenting the inclusion criteria, analyzing a total of 59 references.

Conclusion: The invasion of merozoite is mediated by specific interactions of the ligands of the LBS
and PfRH families. The binding of the PfRH1 and PfRH2b proteins to their receptors in the erythrocyte
results in the release of the EBL-175 protein, which together with PfRH4 mediates the formation of
a close bond between the parasite and the red blood cells, thus allowing the binding of the PfRH5
protein to basigin and the entry of the parasite into the host cell.

Key: malaria; Plasmodium falciparum; ligands; erythrocyte membrane; erythrocytes.
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Proteinas de ligacao a reticulécitos de Plasmodium falciparum homoélogas envolvidas
no pro-cesso de invasao de eritrocitos: revisao da literatura

RESUMO

Introducao: a malaria é um dos maiores desafios globais de satde publica. E causada principalmente
pelos parasitas Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Durante o processo de invasao, proteinas
homodlogas de ligacdo a reticulécitos de P falciparum PfRH1, PfRH2a, PfRH2b, PfRH4 e PfRH5 estao
envolvidas, que apés a ligacdo a receptores de membrana especificos permitem a invasdo do mero-
zoita ao andritro.

Objetivo: compilar e resumir as caracteristicas moleculares e estruturais das interacoes entre as pro-
teinas pertencentes a familia das proteinas reticulocitarias homoélogas de P falciparum e os receptores
expressos na célula hospedeira.

Método: revisao descritiva das proteinas ho-mélogas de ligacao a reticulécitos de P. falciparum envol-
vidas no processo de invasao eritrocitaria. Esta revisdo inclui literatura publicada até 2020 em bases
de dados eletrénicas especializadas em pesquisa biomédica. Foram encontrados 105 documentos,
dos quais 70 foram selecionados e 11 excluidos por ndo apresentarem os critérios de inclusao, anali-
sando um total de 59 referéncias.

Conclusao: a invasdo de merozoitos é mediada por interacdes especificas dos ligantes das familias
EBL e PfRH. A ligacdo das proteinas PfRH1 e PfRH2b aos seus receptores no eritrocito resulta na libe-
racdo da prote-ina EBL-175 que, junto com PfRH4, a mediacdo da formacdo de uma juncdo compacta
entre o parasita e as hemacias. Isso permite a ligacdo da proteina PfRH5 a basigina e a entrada do
parasita na célula hospedeira.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium falciparum; ligantes; membrana eritrocitica; eritrécitos.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la malaria es un problema
mundial de salud publica. Durante el 2019, la
Organizacion Mundial de la Salud reporté 219
millones de casos y 435.000 muertes (1). Las es-
pecies de Plasmodium causantes de infeccién en
humanos son: Plasmodium falciparum, Plasmo-
dium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium mala-
riae y Plasmodium knowlesi. El primero es el que
mas muertes causa en la poblacién mundial (2,3).

El ciclo de vida del parasito inicia cuando el
mosquito hembra del género Anopheles pica e
inocula en el huésped esporozoitos que se encuentran
alojados en sus glandulas salivales. Estos viajan
a través del torrente sanguineo en busqueda de
células hepaticas, las cuales invade por interac-
ciones especificas establecidas entre las proteinas
del parasito con los receptores de los hepatocitos
(4). Cada esporozoitos modifica su morfologia, se
divide individualmente y da lugar a la formacién
de ~30.000 merozoitos (Mrz) en un periodo que
tarda 14 dias. Estos proliferan y causan la lisis de
los hepatocitos y, con ello, su liberacién al torrente
sanguineo (figura 1) (5).

El Mrz posee en su estructura un lado apical, en
el que se encuentran alojadas las roptrias y los
micronemas, encargados de liberar las proteinas
que median la unién con los receptores especifi-
cos del glébulo rojo (GR). En el contacto inicial,
los Mrz producen una leve deformacion de la
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membrana de la célula del hospedero, a través de
interacciones de baja afinidad entre los miembros
de la familia de proteinas de superficie del Mrz y
los receptores banda 3 y glicoforina A (GlyA) pre-
sentes en la superficie del GR (6).

Posteriormente, reorientacion
apical del parasito y una fuerte deformacién de
la membrana del GR, secundaria a la unién de las

se presenta la

proteinas homologas de unién al reticulocito 1y
2b (PfRH1 y PfRH2b). Estas elevan la concentra-
ciéon de Ca2* en el Mrz para liberar y translocar
de la membrana de los Mrz el antigeno de unién
a los eritrocitos (EBA-175), seguido de cualquie-
ra de las proteinas redundantes de la familia
de unién a eritrocitos (EBL) (EBA-175, EBA-140/
BAEBL, EBA-181/JESEBL, EBL-1 y MAEBL) (7), o de
las proteinas PfRH1, PfRH2a y PfRH4, para permi-
tir luego la unién de PfRH5 a la basigina (BSG).
Ello desencadena la liberacion de las proteinas de
roptrias mediada por el flujo de Ca2* en la inter-
faz parasito/huésped (8,9).

Luego se produce la unién irreversible de los Mrz
a los GR, mediante una unién estrecha que re-
quiere interacciones de alta afinidad entre las
proteinas de cuello de roptrias (RON-2,4y 5) y el
antigeno apical de membrana 1. Estas se anclan
a la membrana del GR y constituyen la formacién
del anillo de la unién estrecha, con lo cual se inicia
la formacién de la vacuola parasitéfora, donde se
reproduce el parasito dentro del GR (10-12).
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum
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Lo anterior resalta el complejo proceso de invasiéon
de P falciparum al GR, el cual es orquestado por
interacciones de alta afinidad entre ligandos de la
via alternativa pertenecientes a las familias EBL y
PfRH5 con los receptores especificos del GR.

Asi, el objetivo de esta revisibn es compilar y
resumir las caracteristicas moleculares y estruc-
turales de las interacciones descritas entre las
proteinas pertenecientes a la familia PfRH y los
receptores expresados en la célula del hospedero.
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METODOLOGIA

Se realiz6 una revisiéon descriptiva acerca de las
interacciones entre las proteinas pertenecientes a
la familia PfRH y los receptores expresados en la
célula del hospedero. La busqueda de la literatura
relacionada con el tema de estudio se condujo a
partir de articulos y guias de referencia mundial
para esta entidad publicados en bases de datos
electrénicas, como Medline-Pubmed, Science
Direct, Web of Science, EBSCO Host y Embase.
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Los tesauros se eligieron con base en los Descriptores
de Ciencias de la Salud (DeCS) y su versién en
inglés, correspondiente al Medical Subject Hea-
dings (MeSH). Las palabras escogidas para la
busqueda fueron: malaria, Plasmodium falcipa-
rum, ligandos, membrana eritrocitica y eritroci-
tos. Se seleccionaron todos los articulos y guias
disponibles publicados hasta la fecha escritos en
idioma inglés y espaiol, que en total fueron 105
articulos, de los cuales se opté por 70 (por titulo
y resumen), y de estos se excluyeron 11, por no
presentar informacién acerca de las interaccio-
nes entre las proteinas pertenecientes a la familia
PfRH de P falciparum y los receptores expresados
en la célula del hospedero. En total se analizaron
59 referencias, incluyendo 58 articulos y una guia.

RESULTADOS

Proteinas homadlogas de unidn a reticulocitos
(PfRH)

Los ligandos de la familia de proteinas homologas
de unién a reticulocitos se identificaron median-
te enfoques bioinformaticos como parte del
proyecto del genoma de P. falciparum (13). En
esta familia se encuentran las proteinas PfRH1,
PfRH2a, PfRH2b, PfRH3, PfRH4 y PfRH5. Sin
embargo, PfRH3 presenta mutaciones sin sentido
y es un seudogen que se transcribe pero no se
traduce en ninguna de las etapas del ciclo de vida
del parasito (14-16).
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Los miembros de esta familia son proteinas de
alto peso molecular homdlogas a las proteinas de
unién a reticulocitos de P vivax (PvRBP-1y -2) y a
Py235 de P yoelii; de ahi su nombre de proteinas
homoélogas de unioén a reticulocitos (17-19). Estas
proteinas tienen una conformacién estructural
similar y constan de un péptido senal: la region
homoéloga a las PfRH y un dominio transmem-
branal, a excepcion de PfRH5, que no posee este
dominio (figura 2) (20,21).

Proteina homologa de unioén al reticulocito
1 (PfRH1)

PfRH1 es una proteina de alto peso molecular
(360 kDa), con una longitud de 2971 residuos,
expresada en el cuello de las roptrias (17). Cuenta
en el dominio N-terminal con un péptido senal
y en el dominio C-terminal con una secuencia
transmembranal (figura 2).

Durante el proceso de invasion, esta proteina
se somete a un procesamiento proteolitico que
genera fragmentos de 120 kDa y 240 kDa, loca-
lizados en la unién estrecha con el GR. Aqui el
fragmento de 120 kDa es el involucrado en la for-
macién del anillo del parasito (22).

Se ha demostrado que la PfRH1 tiene un importante
rol dentro de los ligandos de la via alternativa,
al inducir la liberaciéon de los micronemas de la
proteina EBA-175 en un proceso dependiente de

105



LWendy Royero-Bermeo, César Mauricio Reyes Santofimio, Mabel Patricia Franky Rojas, Yelson Alejandro Picén Jaimes,

Jessica Molina Franky

Figura 2. Esquema de los miembros de la familia de proteinas homélogas de unién a reticulocitos
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Ca2* (23,24). Previo a la interaccion de EBA-175
con GIyA, la PfRH1 se une al GR a través de un
fragmento de 333 aminoacidos (AA) (500-833),
denominado RI/-3, a un receptor putativo deno-
minado Y (25), resistente al tratamiento enzima-
tico con tripsina y quimiotripsina, ademas de ser
sensible a la neuraminidasa (18,26-28).
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Proteinas homodlogas de unién al
reticulocito 2a-2b (PfRH2a-Pf2b)

Las proteinas PfRH2a y PRH2b fueron los primeros
miembros de la familia PRRH en identificarse.
Tienen un peso molecular de 360 y 361 kDa,
respectivamente, y se encuentran localizadas en
el cuello de las roptrias (27,29). Estas proteinas
estan codificadas por dos genes contiguos en el
cromosoma 13 y comparten en su secuencia una
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identidad del 88 % en los primeros 2776 residuos,
con extremos C-terminales divergentes en apro-
ximadamente 500 residuos, lo que determina la
funcién de estas proteinas (figura 2) (30-32).

La PfRH2a se expresa en las cepas de P, falciparum
3D7, D10, T996, HB3, 7G8, K1, Pf120 y W2mef;
mientras que la PfRH2b tiene un patrén de expre-
sién similar; sin embargo, no esta presente en la
cepa D10 (29).

La PfRH2a se escinde del extremo N-terminal y
libera dos fragmentos de 90 y 270 kDa. Este ultimo
se procesa en dos fragmentos de 130y 140 kDa, los
cuales se dirigen a la formacién de la unién estrecha,
ayudando al ingreso del Mrz al GR a través de un
receptor hasta ahora no identificado (20).

La PfRH2b es una proteina de 361 kDa (figura 2),
procesada en fragmentos de ~300, 250, 130 y
85 kDa en las cepas W2-mef y 3D7, donde junto
con PfRH1, PfRH4 y PfRH5 interviene en la forma-
cién de la unién estrecha con el GR a través de la
union al receptor putativo Z, un receptor hasta
ahora no caracterizado, resistente al tratamiento
enzimatico con tripsina y neuraminidasa y sensi-
ble a quimiotripsina (29,33).

Las alteraciones en el gen de la PfRH2a y la PfRH2b
no producen diferencias entre los fenotipos de in-
vasion en parasitos knock-out o silvestres, lo que
sugiere que estas proteinas no son esenciales en
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el proceso de invasion o que su funcion esta
compensada por otros ligandos del parasito (29).

Proteina homologa de unioén al reticulocito
4 (PfRH4)

La proteina PfRH4 esta conformada por 1716 AA
y tiene un peso molecular de 206 kDa (figura 2).
Cuando es sometida a procesamiento proteo-
litico, libera un fragmento de 160 kDa (22). Se
une al GR a través de la interaccion con el recep-
tor de complemento 1 (CR1), una glucoproteina
de membrana de ~250 kDa, conocida también
como receptor C3b/C4b o receptor adherencia
inmune (34), resistente al tratamiento enzimatico
con neuraminidasa y sensible a la tripsina y qui-
miotripsina (35).

La glucoproteina CR1 se divide en 30 dominios
compactos ricos en ldaminas beta, denominadas
repeticiones de consenso corto (SCR), cada uno
de los cuales se encuentra formado por aproxi-
madamente 59-72 AA. A su vez, las 30 SCR se
pueden agrupar en 4 regiones mas largas, deno-
minadas repeticiones homdlogas largas (LHR):
LHR-A, -B, -Cy -D, encargadas de mediar las in-
teracciones de CR1 (36). De acuerdo con esto, se
ha descrito que los SCR 5-7, 12-14y 19-21 son los
implicados en la unién con CR1 (8).

La PfRH4 es una proteina de gran importancia,
debido a que constituye un ligando esencial en la
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ruta de invasion, independiente del acido sialico
(37-40), debido a que la disrupcién del gen en
la cepa W2mef elimina la capacidad del parasito
para cambiar las vias de invasion y permitir la in-
vasion exitosa a los GR tratados con neuraminida-
sa (15). Adicionalmente, se ha demostrado con el
uso de Mrz con delecién de la proteina EBA-175
(AEBA-175), que la PfRH4 corresponde al ligando
principal de invasién de RBC tratados con neura-
minidasa, en presencia de CR1 soluble (36).

Adicionalmente, en condiciones de ausencia
de ruta alterna, la tasa de invasion disminuye
hasta 9 veces. Asi mismo, se ha reportado una
débil deformacién de la membrana del GR con
los Mrz AEBA-175 y con la cepa W2mef tratada
con neuraminidasa, lo cual sugiere que la PfRH4
y la EBA-175 desempenan funciones similares. Se
concluye que las interacciones EBL/PfRH son las
encargadas de la fuerte deformacién del GR en la
etapa de preinvasion (24,41).

Algunos de los fenotipos de virulencia expresados
por P falciparum corresponden a la formacion de
rosetas entre los GR (8). El receptor CR1 media
la formacién de estas rosetas a través de su inte-
raccion con PfEMP-1, una proteina de membrana
derivada de P falciparum (42). La formacion de
rosetas contribuye a los microtrombos, que llevan
a la obstrucciéon microvascular y a una alteracion
de la perfusion tisular (43).
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Estudios que incluyen alteraciones genéticas en el
gen que expresa CR1, especificamente en el exén
27, intrén 22 y exén 31, han demostrado la pro-
duccion de una baja expresion de este receptor
en la membrana de los GR, lo que confiere pro-
teccién contra la formacion de rosetas y contra el
desarrollo de enfermedades como la malaria (44).

Proteina homologa de unioén al reticulocito
5 (PfRH5)

La PfRH5 es una proteina codificada por el gen
PFD1145¢, ubicado en la regidon subtelomérica
del cromosoma 4. Su ADN esta conformado por
1581 pares de bases y codifica para un polipépti-
do de 526 AA. Es un miembro atipico de la familia
PfRH, al no poseer dominio transmembranal y ci-
toplasmatico y al tener un bajo peso molecular
(63 kDa) (figura 2) (45-47).

Esta proteina tiene una estructura rigida plana,
constituida por dos dominios, cada uno de ellos
con tres hélices. El dominio N-terminal se inicia
con una hoja p corta, seguido por una hélice a
corta y dos hélices a largas conectadas por un
bucle truncado, y el dominio C-terminal esta con-
formado por tres hélices a largas que abarcan
toda su longitud. A lo largo de su estructura se
presentan cinco cisteinas (C). El bucle que une los
dos dominios de la estructura esta estabilizado
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Figura 3. Complejo ternario PfC y RPA, PfRiPR y PRH5, que interactiia con la basigina. En el recuadro se
presentan los residuos de unién entre Pf/RH5 y BSG (PDB: 4U0Q, 6MPV) (48-58)

por un enlace disulfuro (C3*-C*"); mientras que Al ser una proteina que carece de un dominio
otro enlace disulfuro (C?%*-C3'7) une la sequnda y transmembranal y de anclaje glucosilfosfatidili-
tercera hélices en el dominio N-terminal, dejando  nositol (49), se ha demostrado por estudios de
una C sin par (C3?°) (figura 3A) (48). criomicroscopia electrénica que la PfRH5 se une

al GR a través de un complejo conformado por
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el antigeno protector rico en cisteina (CyRPA) y
la proteina de interaccién con PfRH5 (Ripr) que
lo ayudan a anclar a la membrana del GR (figura
3B) (14). Por otro lado, la proteina P113 ayuda
a la PRH5 a anclarse a la membrana del Mrz a
través de una interacciéon con 19 residuos en el
N-terminal (50-53).

El complejo P/RH5/CyRPA/RIPR esta conformado en
una relacién estequiométrica de 1:1:1. El CyRPA
es el nucleo que estabiliza la unién de las protei-
nas PfRH5/RiPR en los lados opuestos del comple-
jo ternario. El sitio de unién de PfRH5 a CyRPA se
produce en la punta de la estructura a-helicoidal,
opuesto al sitio de unién a la BSG. Los bucles B4 y
B4-B5 de CyRPA poseen residuos aromaticos enri-
quecidos con tirosinas, que se insertan en el surco
hidrofébico de PFRH5 formado por las hélices a5
y a7. EI CyRPA se une a RiRP a través de la interac-
cién entre la hélice a-Ripr N-terminal a la hélice
B-CyRPA (figura 3B) (48).

La BSG es el receptor especifico de P/RH5, también
llamado CD147 (54,55). Presenta dos isoformas
cortas con dos dominios (IGSF y BSG-S), siendo
esta ultima la expresada por los GR y el receptor
al cual se une el ligando PfRH5 para mediar la
entrada del Mrz a la célula (56,57).

El sitio de unién de la PfRH5 a la BSG se produce

en las hélices a2 y a4 y el bucle disulfuro (3+°C-
C37) (figura 3A) (54). La mayor parte del area de
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contacto se produce a través de enlaces de hidrégeno
entre la columna peptidica de las cadenas Ay G
del dominio N-terminal de la BSG y los bucles en
la punta de la PfRH5. Esta interacciéon es esta-
bilizada a través de enlaces de hidréogeno entre
los residuos 3°F y “7\W de PfRH5 y BSG; mientras
que RiPR y CyRPA no hacen contacto con la BSG
(figura 3A 'y 3B) (50,58).

La PfRH5 es la Unica proteina expresada en todas
las cepas conocidas de P falciparum vy es refracta-
ria a modificaciones genéticas, lo que sugiere que
es necesaria e indispensable durante el proceso
de invasién del Mrz al GR; sin embargo, estudios
realizados evidencian que la interaccién entre
PfRH5 y su receptor de la superficie celular de los
GR BSG es especifica de cada especie (46,56).

CONCLUSION

En el mundo, el P falciparum es la especie de
malaria responsable de la mayor mortalidad y, en
la actualidad, no se cuenta con una vacuna efec-
tiva para poder combatirla. Esto debido a que el
parasito tiene un complejo ciclo de vida que invo-
lucra los ciclos de reproduccién sexual y asexual,
diferentes etapas de desarrollo y dos huéspedes
(mosquito Anopheles y seres humanos). Adicio-
nal a esto, el intricado y rapido proceso de in-
vasion mediado por interacciones moleculares
especificas y de alta afinidad, la capacidad del
parasito para modificar su expresién genética y
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la variabilidad genética de las cepas circulantes
de P falciparum.

Durante la etapa eritrocitica, el parasito expresa
de forma organizada y compleja diversas protei-
nas que van a interactuar con los receptores de la
membrana del GR para lograr invadir la célula del
hospedero. Durante este ciclo, el parasito cuenta
con dos principales rutas alternas y redundantes
de invasion mediadas por las proteinas de las fa-
milias EBL y PfRH. Las proteinas pertenecientes a
la familia EBL utilizan las vias de invasién depen-
dientes de acido sidlico, a diferencia de las pro-
teinas de la familia PfRH, las cuales invaden las
células del hospedero a través de vias indepen-
dientes de acido sidlico, exceptuando el ligando
PfRH1 (59).

La unién de las proteinas homodlogas de reticulocito
(PfRH1 y PfRH2b) a sus receptores putativos es-
pecificos Y y Z, respectivamente, dan lugar a la
liberacion de la proteina EBA-175, que tras la in-
teraccién con su receptor GlyA y junto con PfRH4
median la formacién de una unién estrecha entre
el parasito y los GR. Ello permite la union de la
proteina PfRH5 con su receptor especifico, BSG
(35), y demuestra que las interacciones mediadas
por las proteinas pertenecientes a las familias EBL
y PfRH son las encargadas de la fuerte deforma-
cién del GR en la etapa de preinvasion.
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En esta revision se describieron las caracteristicas
moleculares y estructurales de las proteinas per-
tenecientes a la familia PfRRH descritas a la fecha,
involucradas en el complejo proceso llevado a
cabo por el parasito para la exitosa invasion del
GR. Se resalta la creciente necesidad de investi-
gaciones que profundicen en el conocimiento
molecular de las interacciones proteina-proteina
tipo receptor-ligando, esenciales para conocer la
biologia del parasito y desarrollar medidas anti-
malaricas eficaces.
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