Biomédica 2014;34:556-66
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i4.2132

ARTICULO ORIGINAL

Polimorfismos en los genes de dihidrofolato-reductasa (dhfr) y
dihidropteroato-sintasa (dhps) y modelado estructural del gen dhps
en aislamientos colombianos de Toxoplasma gondii

Liliana Jazmin Cortés?, Sofia Duque?, Miryam Consuelo Lépez?, Diego Moncada?®, Diego Molina3,
Jorge Enrique Gomez-Marin®, Maria Luz Gunturiz*

-

Grupo de Parasitologia, Subdireccion de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, Instituto Nacional de Salud,
Bogota D.C., Colombia

Departamento de Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota D.C., Colombia
Grupo de Parasitologia Molecular (GEPAMOL), Centro de Investigaciones Biomédicas, Universidad del Quindio,
Armenia, Colombia

Grupo de Fisiologia Molecular, Subdireccién de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, Instituto Nacional de
Salud, Bogota D.C., Colombia

Lugares donde se realizé la investigacion:

Grupo de Parasitologia y Grupo de Fisiologia Molecular, Subdireccion de Investigacion Cientifica y Tecnologica,
Instituto Nacional de Salud, Bogoté, D.C., Colombia, y Centro de Investigaciones Biomédicas, Universidad del
Quindio, Armenia, Colombia.

[ANN)

~

Introduccion. No existen reportes sobre las variaciones en la secuencia de los genes blanco de los
medicamentos anti-Toxoplasma en aislamientos provenientes de Suramérica.

Objetivo. Clonary secuenciar los genes de la dihidrofolato-reductasa (dhfr) y la dihidropteroato-sintetasa
(dhps) de la cepa de referencia RH y de dos aislamientos colombianos de Toxoplasma gondii.
Materiales y métodos. Se obtuvieron dos aislamientos de T. gondii en liquido céfalorraquideo de
pacientes colombianos positivos para HIV con toxoplasmosis cerebral. Se extrajo el ADN de los genes
dhfr y dhps y se amplificaron mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Los productos
fueron clonados en el vector pPGEM-T y secuenciados.

Resultados. Se encontré un cambio de adenina por guanina (A<>G) en la posicion 235 del exén 2 del
gen dhps, dos cambios de guanina por citocina (G«>C) en las posiciones 259 y 260 y un cambio de
timina por guanina (T<>G) en la posicion 371 del exon 4 del gen dhps. Por andlisis bioinformético, en
este Ultimo exon se identificé un polimorfismo no sinébnimo en la regién codificante, que podria llevar
al cambio de una Glu (CAA o CAG) por una His (codificada por los codones AAU o AAC). Se calculd
el modelo estructural de la enzima dihidropteroato-sintetasa (DHPS) de T. gondii y se identificaron las
modificaciones en la estructura secundaria ocasionadas por las mutaciones.

Conclusiones. La metodologia estandarizada puede servir como base para la busqueda de polimorfismos
en muestras de pacientes con diferentes manifestaciones clinicas de toxoplasmosis y para establecer
su posible relacién con los cambios en la sensibilidad a los antifolatos y la reaccion al tratamiento.

Palabras clave: Toxoplasma, reaccion en cadena de la polimerasa, resistencia a medicamentos,
acido félico/antagonistas e inhibidores, conformacién molecular.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i4.2132

Gene polymorphisms in the dihydrofolate reductase (dhfr) and dihydropteroate synthase (dhps)
genes and structural modelling of the dhps gene in Colombian isolates of Toxoplasma gondii

Introduction: There are no reports describing polymorphisms in target genes of anti-Toxoplasma
drugs in South American isolates.

Obijective: This study sought to perform cloning and sequencing of the dihydrofolate reductase (dhfr)
and dihydropteroate-synthase (dhps) genes of the reference Rh strain and two Colombian isolates of
Toxoplasma gondii.
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Materials and methods: Two isolates were obtained from the cerebrospinal fluid of HIV-infected
patients with cerebral toxoplasmosis. A DNA extraction technique and PCR assay for the dhfr and
dhps genes were standardized, and the products of amplification were cloned into Escherichia coli
and sequenced.

Results: One polymorphism (A <> G) was found at position 235 of exon 2 in the dhps gene. In
addition, two polymorphisms (G <> C) at positions 259 and 260 and one polymorphism (T <> G) at
position 371 within exon 4 of the dhps gene were detected. In this last exon, a bioinformatic analysis
revealed a non-synonymous polymorphism in the coding region that could lead to the substitution
of Glu (CAA or CAG) for His (encoded by codons AAU or AAC). A structural model of the T. gondii
DHPS protein was calculated, and the results revealed modifications in secondary structure due to
mutations.

Conclusions: The methods described in this study can be used as a tool to search for polymorphisms
in samples from patients with different clinical manifestations of toxoplasmosis and to examine their
relationship with the therapeutic response.

Key words: Toxoplasma, polymerase chain reaction, drug resistance, folic acid/antagonists and
inhibitors, molecular conformation.
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Polimorfismos de dhfr y dhps en Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una zoonosis que frecuente-
mente cursa como una infeccion asintomatica en
los humanos. Sin embargo, se pueden presentar
diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad
en recién nacidos, en nifios en sus primeros afios
de edad y en pacientes inmunosuprimidos (1-4).

La combinacién sinérgica de pirimetamina y
sulfadoxina, que inhibe los pasos secuenciales
en la sintesis del &cido félico, es el tratamiento
més utilizado para la toxoplasmosis (5). Se han
documentado fracasos terapéuticos relacionados
con factores del huésped, como la intolerancia al
medicamento o la mala absorcion, o del parasito,
como el desarrollo de resistencia a los medica-
mentos o la baja sensibilidad de algunas cepas de
Toxoplasma al tratamiento (6,7). Se han encontrado
lesiones oculares hasta en el 21 % de pacientes
con coriorretinitis y en nifios con toxoplasmosis
congénita, a pesar de haber recibido tratamiento
adecuado durante un afio (8,9).

En Colombia existen algunos reportes sobre la
ineficacia del tratamiento (sulfadoxina y pirimetamina
mas clindamicina) en pacientes con toxoplasmosis
cerebral, sin que se hayan establecido las causas
del fracaso terapéutico (10). Aunque no se ha
comprobado la resistencia de Toxoplasma gondii a
los antifolatos, en algunos estudios se ha revelado
la existencia de cepas con algun tipo de resistencia
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ala pirimetaminay a la sulfadoxina (in vivo e in vitro),
e incluso, se han hecho algunas aproximaciones
en protedmica en cepas resistentes aisladas de
pacientes (6,11-14). Una concentracion de antifolatos
inferior a la dosis terapéutica de mantenimiento
en pacientes inmunosuprimidos (500 mg de sulfa-
doxina, cuatro veces al dia, y 25 mg diarios de
pirimetamina) (15), o los tratamientos prolongados
gue son necesarios en esta infeccion parasitaria
(16), pueden contribuir al fracaso clinico debido a
la aparicion de variantes resistentes del parasito,
las cuales pueden cambiar sus estrategias de
supervivencia, inhibiendo la respuesta a los
medicamentos, expulsando rapidamente el medi-
camento de sus células o induciendo cambios en la
estructura de las enzimas dihidrofolato-reductasa
y dihidropteroato-sintetasa para inhibir la accion de
los antifolatos (13,17).

Respecto alas mutaciones del gen dhfr que confieren
resistencia a las diamino-pirimidinas, este fendbmeno
se debe en gran medida a la presion ejercida por los
medicamentos, lo que ha permitido la seleccién de
una serie de mutaciones sucesivas en los genes dhfr
y dhps. En el caso de T. gondii, se han reportado
algunas cepas resistentes a la pirimetamina (18). Sin
embargo, el gen dhfr no ha demostrado variacion
en la secuencia con respecto a la cepa silvestre y
actualmente no existen datos concluyentes sobre la
base molecular de la resistencia a la pirimetamina
en este parasito, con excepcion de la demostra-
cion experimental de que las mutaciones dirigidas
confieren resistencia a este medicamento (19).

La mutacién mas frecuente en los genes que
codifican para la enzima dihidrofolato-reductasa
se presenta en el codon 156. La mutacién en el
gen dhfr cambia CTG por TTG (ambos codifican
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para leucina), es silenciosa, sin que hasta ahora
haya sido relacionada con efectos biolégicos, y
solo se ha encontrado en algunos aislamientos del
genotipo C dhps, el cual es una variante alélica del
parasito que presenta una variacién especifica en
cuatro de los cinco loci polimorfos del gen dhps y
afecta los codones 474, 560, 580, 597 y 627 (13).

Las mutaciones mas frecuentes en los genes que
codifican para la enzima dihidropteroato-sintetasa
se presentan en los codones 407, 474, 560 y 597
(13).

En Colombia se sabe de recaidas de la infeccién en
pacientes que han recibido tratamiento completo,
pero no se conocen las causas (10,20), por lo que
es relevante estudiar el polimorfismo genético
de los aislamientos del parasito. El hallazgo de
mutaciones en los codones 407, 474, 560 y 597
del gen dhps o en el codon 156 del gen dhfr de
aislamientos de T. gondii obtenidos de pacientes
con toxoplasmosis, podria relacionarse con cambios
en la sensibilidad o resistencia del parasito a la
pirimetamina y la sulfadoxina, medicamentos utili-
zados en el tratamiento de esta parasitosis, lo que
podria explicar estas recaidas.

En estudios previos en Colombia se han reportado
polimorfismos en genes homologos de Plasmodium
spp., pero no existen reportes para T. gondii
(21-24). Este estudio tuvo como objetivo hacer
la clonacion y la secuenciacion de los genes
dihidrofolato-reductasa (dhfr) y dihidropteroato-
sintetasa (dhps) de la cepa de referencia RH y de
dos aislamientos de T. gondii obtenidos a partir del
liquido cefalorraquideo de pacientes positivos para
HIV con toxoplasmosis cerebral. La descripcion de
estos polimorfismos en cepas colombianas aporta
conocimiento de base para la generacion de nuevas
lineas de investigacién encaminadas a determinar
la relacién de estas mutaciones con una respuesta
inadecuada al tratamiento, lo que a su vez pudiera
explicar la presencia de recaidas, especialmente en
pacientes con toxoplasmaosis ocular y congénita.

Materiales y métodos
Muestras bioldgicas

Se obtuvo liquido cefalorraquideo de dos pacientes
positivos para el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) con toxoplasmosis cerebral, previo
consentimiento informado de los pacientes y su
autorizacién para usar muestras biologicas en
estudios posteriores, cuya prueba serologica de
inmunofluorescencia indirecta fue positiva (el resul-
tado se considera positivo a partir de 1/16), con
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titulos de anticuerpos IgG frente a T. gondii de
1/2.048 y 1/4.096, respectivamente.

Aislamiento de Toxoplasma gondii a partir de
liquido cefalorraquideo

Por via intraperitoneal se inocularon 0,4 ml del
sedimento de liquido cefalorraquideo de dos
pacientes positivos para HIV y con toxoplasmosis
cerebral confirmada, en ratones machos, cepa
ICR-CD1, de 20 dias de edad, procedentes del
Bioterio del Instituto Nacional de Salud (dos ratones
por cada muestra y un ratén control sin inocular
por cada jaula), con el fin de evaluar en forma
sucesiva el comportamiento del modelo animal
sin inoculacion, bajo las mismas condiciones de
los ratones inoculados con los exudados que
contenian el parasito. Durante el experimento
se controlaron las variables de sintomatologia
de la infeccidon por toxoplasma en los ratones:
piloereccién, hepato-esplenomegalia y letargia,
ademas de la presencia o ausencia de taquizoitos
en el exudado peritoneal (25).

Los ratones inoculados se observaron durante
dos semanas, tiempo en el cual no presentaron
ninguna sintomatologia indicativa de infeccion por
toxoplasma. Al cabo de este tiempo, los ratones se
sacrificaron en camara de CO,, se hizo extraccion de
exudado peritoneal (2 ml por cada ratén) y pase en
ciego a otros seis ratones. A partir de este material
se hicieron cinco pases sucesivos (seis ratones
por pase) hasta obtener una reaccién positiva del
exudado peritoneal con manifestaciones clinicas
indicativas de toxoplasmosis en los ratones (26,27).

Extraccién de ADN y técnica de reaccion en
cadenade la polimerasa

El ADN se extrajo empleando dos metodologias: el
estuche comercial PureLinkTM® y el método de lisis
alcalina estandarizado en el Laboratorio de Fisiologia
Molecular del Instituto Nacional de Salud.

Los andlisis moleculares se hicieron con ADN
genomico del parasito extraido de las dos muestras
de pacientes y de la cepa de referencia RH de T.
gondii. Para ello, se emplearon los oligonucle6tidos
reportados por Aspinall, et al. (13), y se optimizaron
las condiciones de amplificacién para cada uno de
los fragmentos de los genes dhfry dhps, de acuerdo
con las temperaturas optimas de hibridacion de
los oligonucleétidos y el tamafio del fragmento
esperado y, en lo concerniente a los tiempos de
desnaturalizacién y de extension, el numero de
ciclos y el tiempo del ciclo de extension final.
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La mezcla de reaccion para la amplificaciéon de
ambos genes se optimizo asi: solucion tampon, 1X;
oligonucleotidos directo e inverso, 500 um; DNTP,
200 um; MgCl, en concentracion de 150 pm; 1 U
Taq, y 4 yl de ADN, para un volumen final de 50 pl.
Las condiciones de amplificacion se encuentran
en el cuadro 1.

El producto de amplificacion se visualiz6 mediante
una electroforesis en gel de agarosa (1,8 %), con
solucién tampo6n TBE 1X 'y bromuro de etidio en una
concentracién de 0,5 pg/ml. Una vez obtenidos los
productos de amplificacion, se purificaron a partir
de gel empleando el estuche llustra GFXPCR ADN
and Gel Band Purification (GE Healthcare), seguin
las indicaciones del fabricante.

Clonacién y secuenciacion

Con los productos purificados se hizo la secuencia-
cién directa por el método de Sanger en el Grupo de
Fisiologia Molecular del Instituto Nacional de Salud,
empleando los oligonucledtidos de PCR para cada
uno de los fragmentos. Se clonaron los productos
purificados verificados por secuenciacion utilizando
el vector pGEM-T y células ‘termocompetentes’
de Escherichia coli IM109 (Promega). Los clones
recombinantes para cada uno de los exones se
seleccionaron usando como agente selectivo la
ampicilina y se verificaron mediante PCR. A partir
del ADN de los plasmidos de, por lo menos, tres
clones por exén, se secuenciaron los acidos nuclei-
cos empleando el método de Sanger y el analizador
genético ABI Prism 310.

Andlisis bioinformatico y modelado estructural
in silico

Las secuencias obtenidas se editaron y se genero
una secuencia de consenso por cada clon. Se hizo
un alineamiento mediante Clustal W y se compar6
con las secuencias reportadas en las bases de
datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Polimorfismos de dhfr y dhps en Toxoplasma gondii

Blast. cgi). Se disefié un modelo estructural por
homologia de la proteina dihidropteroato-sintetasa
TGME49 259550 de T. gondii ME49 con el ser-
vidor ITASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.
edu/I-TASSERY/). Las regiones funcionales de las
secuencias se detectaron con la herramienta en
linea SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) y
con ProFunc (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/
databases/ProFunc/). El andlisis y la visualizacién
de la estructura se llevaron a cabo en el programa
Chimera 1.8.5 ( http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Resultados

Obtencién de los aislamientos colombianos
de Toxoplasma gondii a partir de liquido
cefalorraquideo

Se hicieron cinco pases ciegos sucesivos durante
43 dias, al cabo de los cuales los dos ratones
de control continuaban sin presentar ninguna
sintomatologia; los cuatro ratones inoculados
con el liquido cefalorraquideo de los pacientes,
presentaban piloereccion, hepato-esplenomegalia
y letargia. Excepto en los animales de control, en el
exudado peritoneal de los ratones sacrificados se
observaron taquizoitos de T. gondii, hallazgo que fue
confirmado al examinar los extendidos coloreados
con la tincién de Romanowsky modificada.

Amplificacion por PCR de los exones de los
genes dhfry dhps

Mediante los dos métodos de extraccion (lisis
alcalina y estuche comercial) se obtuvo ADN de
buena calidad, el cual fue verificado por electrofo-
resis en gel de agarosa al 1 % (banda >10 kb) y
por espectrofotometria a 260 nm (relacion 260/280
entre 1,8y 2,0). Las condiciones para la amplificacion
por PCR de los fragmentos de los diferentes exones
se describen en los cuadros 1y 2.

La amplificacion por PCR de los exones 1, 2, 4y
5 del gen dhps y del exén 2 del gen dhfr, permitié
obtener una banda de 470 pb para el exén 1, una

Cuadro 1. Condiciones de las PCR para polimorfismos en los genes dhfr y dhps

dhps/exon 1
Fragmento
esperado: 470 pb

dhps/exon 2
Fragmento
esperado: 575 pb

Exones/
condiciones

dhfr/exén 2
Fragmento
esperado: 379 pb

dhps/exon 4
Fragmento
esperado: 622 pb

dhps/exon 5
Fragmento
esperado: 457 pb

94 °C/5 minutos 94 °C/5 minutos

94 °C/5 minutos 94 °C/5 minutos 94 °C/5 minutos

Ciclos 35 ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C/1 minuto 94 °C/1 minuto
Anillamiento 59,5 °C/1 minuto 59,1 °C/1 minuto
Extension 72 °C/1 minuto 72 °C/1 minuto

Extension final 72 °C/7 minutos 72 °C/7 minutos

35 ciclos

94 °C/1 minuto
58,5 °C/1 minuto
72 °C/1 minuto
72 °C/7 minutos

40 ciclos

94 °C/1 minuto
60 °C/1 minuto
72 °C/1 minuto
72 °C/7 minutos

35 ciclos

94 °C/1 minuto
59 °C/1 minuto
72 °C/1 minuto
72 °C/7 minutos

dhps: gen de la dihidropteroato-sintetasa; dhfr: gen de la dihidrofolato-reductasa
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Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleétidos empleados

Nombre del
fragmento por
amplificar

PCR de oligonucleoétidos

Directo 5-GCGGTGTTTCGCAGCGACGACTG-3
Reverso 5-CCTTCATGGTGTCAACGGAAATG-3
Fragmento esperado: 470 pb

Directo 5-GGATGAAGTATAGATACATCTGC-3
Reverso 5-CGGGTATTGCATGTTCTTTCACG-3
Fragmento esperado: 575 pb

Directo 5-CAGTTGAACGTCACTTCCATATG-3
Reverso 5-GCCAGCACACTGGAAGTGAAAC-3
Fragmento esperado: 622pb

Directo 5-GTGAAGTGATTGTGACCTGTCGCTAGC-3
Reverso 5-CCGATCTACAGTCACGACGAAGG-3
Fragmento esperado: 457 pb

Directo 5-CGATGCAACTATAGGTTTCCTGG-3
Reverso 5-TCCTTGCCAGTCTTCCCTGTATC-3
Fragmento esperado: 379 pb

dhps exén l1ab

dhps exén 2

dhps exén 4

dhps exén 5

dhfr exén 2

dhps: gen de la dihidropteroato-sintetasa; dhfr: gen de la dihidrofolato-
reductasa

de 575 pb para el exén 2, una de 622 pb para el
exén 4y unade 457 pb para el exén 5 del gen dhps,
y una de 379 para el exon 2 del gen dhfr (figuras
1-3). En el gel de agarosa al 1,8 % se visualizaron
las bandas esperadas para cada exon.

Las secuencias obtenidas de los productos de
amplificacién y de los diferentes clones recom-
binantes, se compararon con las disponibles en
Refseq (NCBI) y se observé que las secuencias
obtenidas para los exones 1y 5 del gen dhps y del
exon 2 del gen dhfr eran idénticas a las reportadas

470 pb

575 pb
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en la base de datos de ToxoDB (http://toxodb.
org). Sin embargo, se encontr6 un cambio en un
nucleétido de las tres muestras secuenciadas para
el exdén 2 del gen dhps en la posicion 235 (figuras
4 y 5) y, al menos, tres cambios para el exén 4
del gen dhps a nivel de nucleottidos (posiciones
259-260 y 371). Estos polimorfismos llevaron a
un cambio no sinénimo de una glutamina (CAA o
CAG) por una histidina (codificada por los codones
AAU o0 AAC) en la region codificante (figura 6).

Modelado de la enzima dihidropteroato-sintetasa
con polimorfismos y sin ellos

El modelo estructural obtenido de la enzima
dihidropteroato-sintetasa sin mutacion obtuvo un
puntaje (C score) de 0,90, presentando un plega-
miento de tipo barril triosa-fosfato-isomerasa, con
ocho hélices alfa en derredor de un barril central
compuesto por ocho laminas beta (figura 7). Las
hélices (1-8) se ubicaron entre los aminoacidos
38-53,74-93,105-115,134-143,166-185, 203-218,
234-242, 265-276, 285-303 y, las laminas del barril
(1-8), entre los residuos 19-26, 55-61, 98-102,
118-122, 145-150, 191-195, 251-255 y 280-283.
La estructura mutada presentaba una histidina (His)
en la hélice alfa 6 en lugar de la glutamina (Glu). En
el modelo se encontro que en la proteina mutada se
ubicaban dos estructuras secundarias adicionales,
una de las cuales correspondia una horquilla de
laminas beta con los residuos insertados entre las
posiciones 251 y 263, junto a la séptima y octava
hélices coloreadas en magenta (figura 7).

Amplificacion del producto del gen dhps-exon 1

M: Marcador de peso molecular de 100 pb-Promega
Carril 1: Muestra NR (Extraccién con estuche comercial)
Carril 2: Muestra FA (Extraccién con estuche comercial)
Carril 3: Muestra RH (Extraccién con estuche comercial)
Carril 4: Muestra NR (Extraccién manual)

Carril 5: Muestra FA (Extraccién manual)

Carril 6: Muestra RH (Extraccién manual)

Carril 7: Control negativo PCR

Amplificacion del producto del gen dhps-exén 2

M: Marcador de peso molecular de 100 pb-Promega
Carril 1: Muestra NR (Extraccion con estuche comercial)
Carril 2: Muestra FA (Extraccion con estuche comercial)
Carril 3: Muestra RH (Extraccion con estuche comercial)
Carril 4: Muestra NR (Extraccion manual)

Carril 5: Muestra FA (Extraccion manual)

Carril 6: Muestra RH (Extraccion manual)

Carril 7: Control negativo PCR

Figura 1. Amplificacion de los productos de los exones 1y 2 del gen dhps en gel de agarosa al 1,8 %. En el carril 1 (M) se muestra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb (Promega); las flechas sefialan las bandas de amplificacion de los productos esperados,

gue corresponden a 470 pb y 575 pb.
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M1 234567

457 pb

Polimorfismos de dhfr y dhps en Toxoplasma gondii

Amplificacion del producto del gen dhps-exén 5

M: Marcador de peso molecular de 100 pb-Promega
Carril 1: Muestra NR (Extraccion con estuche comercial)
Carril 2: Muestra FA (Extraccion con estuche comercial)
Carril 3: Muestra RH (Extraccion con estuche comercial)
Carril 4: Muestra NR (Extraccion manual)

Carril 5: Muestra FA (Extraccion manual)

Carril 6: Muestra RH (Extraccion manual)

Carril 7: Control negativo PCR

Figura 2. Amplificacion del producto del exén 5 del gen dhps en gel de agarosa al 1,8 %. En el carril 1 (M) se muestra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb (Promega); la flecha sefiala la banda de amplificacion del producto esperado, que

corresponde a 457 pb.

379 pb

Amplificacion del producto del gen dhfr-exon 2

M: Marcador de peso molecular de 100 pb-Promega
Carril 1: Muestra NR (Extraccion con estuche comercial)
Carril 2: Muestra FA (Extraccion con estuche comercial)
Carril 3: Muestra RH (Extraccion con estuche comercial)
Carril 4: Muestra NR (Extraccion manual)

Carril 5: Muestra FA (Extraccion manual)

Carril 6: Muestra RH (Extraccion manual)

Carril 7: Control negativo PCR

Figura 3. Amplificacion del producto del exén 2 del gen dhfr en gel de agarosa al 1,8 %. En el carril 1 (M) se muestra el marcador de
tamafio molecular de 100 pb (Promega); la flecha sefiala la banda de amplificacién del producto esperado, que corresponde a 379 pb.

Discusidn

La técnica de PCR descrita para la deteccion de
polimorfismos en los genes dhfr y dhps, asi como
las técnicas para su secuenciacion y clonacion,
pueden utilizarse para futuras buUsquedas de
polimorfismos en diferentes aislamientos de T.
gondii provenientes de distintas regiones del pais
(28), lo cual podria llevarse a cabo en un laboratorio
de referencia como el Laboratorio Nacional de
Referencia en Parasitologia del Instituto Nacional
de Salud, en tanto que la técnica de PCR podria

implementarse en los laboratorios de salud publica
de Colombia que cuenten con la infraestructura
para ello.

En el presente trabajo se encontré el cambio de un
nucledtido en las tres muestras secuenciadas para
el exén 2 del gen dhps (posicion 235), y para el
exon 4 del gen dhps se encontraron, al menos, tres
cambios (posiciones 259, 260 y 371). La mutacion
mas frecuente en los genes que codifican para la
enzima dihidrofolato-reductasa se presenta en el
codon 156 (exén 2). La mutacion en el gen dhfr,

561



Cortés LJ, Duque S, Lépez MC, et al.

Biomédica 2014;34:556-66

mmezarhas 1 paaem

BYN  FMS  pes B0 BaM Ses  Pem  Bem  tess  pMe sem fene dees bear fam s mae . e

roan
€ & & ¥ - S O RN G T 3 r
P 3w o me op e s de o ome i o3 oHY A MY 38 oI HA omY e omoEm

| Muestra RH

- 1 Cambio de A por G

TEE

FEEREIE

E¥Ed
———

SFEERRERERT

. Figura 4. Electroferograma de fragmento de
A\ ) secuencia en el exén 2 del dhps obtenida para

las muestras de dos pacientes empleando

oaaonLnm

el oligonucleétido directo. La flecha indica el

N s s e e e e e e

P90 M M 0 M M M T DM W W G I B I 3P I I B W I B N om

cambio encontrado con respecto a la secuencia

. 1 &

|
& Muestra RH

Cambio de A por G

} M/\/\/l\m_ﬂ A

*“*EEUISEESESEERZSAIZIERR

reportada en las bases de datos.
Muestra RH: cambios con relacion a la secuencia
de la cepa de referencia RH (cepa ATCC 50174)

que cambia CTG por TTG (ambos codifican para
leucina), es una mutacion silenciosa que hasta
ahora no ha sido relacionada con ningun efecto
biolégico y solo se ha encontrado en algunos
aislamientos de T. gondii del genotipo C dhps (13).
No se encontraron polimorfismos en este exén para
la cepa RH ni para las cepas de T. gondii de los
pacientes. Sin embargo, la presencia o ausencia
de este cambio de nucledtidos deberia buscarse
en una cantidad mucho mayor de muestras de
pacientes con diferentes manifestaciones clinicas
de toxoplasmosis.

En cuanto a la enzima dihidropteroato-sintetasa,
las mutaciones mas frecuentes en los genes que
codifican para esta enzima se presentaron en los
codones 407 (exon 1), 474 (ex6n 2), 560 (exén 4) y
597 (exdn 5). En el presente trabajo se observo un
polimorfismo en el exén 2 del gen dhps (posiciéon
235) que llevé a un polimorfismo Ts (A<G);
respecto a la mutacion 560 (exén 4) reportada por
Aspinall, et al. (13), como un cambio de arginina
(AGG) por lisina (AAG), se identific6 una mutacién
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en el exdn 4 mediante ensayos de bioinformatica,
asi como dos cambios (G«>C) y un cambio (T<>G)
no sinénimos en la region codificante, que llevaron
al cambio de una Glu (CAA o CAG) por una His
(codificada por los codones AAU o AAC).

De acuerdo con la prediccién obtenida mediante
el modelado estructural, este polimorfismo llevaria
a un cambio en la estructura secundaria, lo que
podria afectar la afinidad de los antifolatos con esta
enzima y estar relacionado con los cambios en la
sensibilidad del parasito a estos medicamentos
(29). Este cambio estructural en la afinidad de los
medicamentos con la enzima parasitaria, puede
llevar a que los pacientes infectados con parasitos
gue tienen tal polimorfismo presenten menos mejo-
ria o tengan mas recaidas debido a una menor
eficacia del tratamiento. Esta hipétesis deberia
ponerse a prueba en futuros estudios con ensayos
farmacol6gicos adicionales y utilizando proteinas
recombinantes normales y mutadas para ensayos
in vitro que evallen el efecto de los antifolatos sobre
la actividad enzimética de cada una de ellas.
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FA GGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATARA 218
NR-1 GGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAA 240

Referencia GGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTC GAGCCAEATAAA 240
RH GGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATARAA 218
NR GGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAA 215

*****t******t***t*********t*t****************t***t*\\'**_***1’*

Figura 5. Alineamiento de secuencias obtenidas para el exén 2 del gen dhps. FA: cepa del aislamiento colombiano 1 obtenida
de paciente con HIV; NR: cepa del aislamiento colombiano 2 obtenida de paciente con HIV. Referencia: secuencia obtenida en
Genbank de la cepa de referencia RH (cepa ATCC 50174), la cual se mantiene en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto
Nacional de Salud. Los cambios encontrados en las secuencias obtenidas con respecto a la referencia se sefialan en color azul y
aparecen subrayados. El resto de la secuencia es idéntica para todas las muestras empleadas, como lo indican los asteriscos ***
debajo del alineamiento.

RH-1 GCTGGTACGGGGCGTTCAGCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCT 300
RH-5 GCTGGTACGGGGCGTTCAEE@CATCAGGGAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCT 300
Referencia GCTGGTACGGGGCCTTCACGGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCT 300
RH GCTGGTACGGGGCGCTTCACCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCT 145
NR GCTGGTACGGGGCGTTCACCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCT 215
khhkhkhkhhhhhhhhhhhhhk hhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhhhhhhhhrrrhrrrrk
RH-1 CGGCTTCTCCAGAAARAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGC 360
RH-5 CGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGC 360
Referencia CGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGC 360
RH CGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGC 205
NR CGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGC 275
khkhkhkhkhhkhhhhkhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhkrhhhrhhhhhrhhhhhrhhhrrhkhhhhk
RH-1 GGGCGCGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCA 420
RH-5 GGGCGCGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCA 420
Referencia GGGCGCGAGGECGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCA 420
RH GGGCGCGAGGGCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGG————— 260
NR GGGCGCGAGGGCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCA 335

Fhkhkkhhhhkhhk Ahhkrkhhrhkrrkhrhhrrhkhrr b b rrhhdhrhr bk hhhthhd

Figura 6. Alineamiento de secuencias obtenidas para el exén 4 del gen dhps. FA: cepa del aislamiento colombiano 1 obtenida
de paciente con HIV; NR: cepa del aislamiento colombiano 2 obtenida de paciente con HIV. Referencia: secuencia obtenida en
Genbank de la cepa de referencia RH (cepa ATCC 50174), la cual se mantiene en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto
Nacional de Salud. Los cambios encontrados en las secuencias obtenidas con respecto a la referencia se sefialan en color azul y
aparecen subrayados. El resto de la secuencia es idéntica para todas las muestras empleadas, como lo indican los asteriscos ***
debajo del alineamiento.

Entre las mutaciones génicas son mas comunes las
transiciones que las transversiones (30), aunque
estas Ultimas pueden tener un mayor impacto
en la funcionalidad de las proteinas en las que
ocurre la mutacion del ADN, impacto que puede
ir desde cambios neutros hasta una funcionalidad
ligeramente aumentada o disminuida, una pérdida
de funcionalidad o un cambio de la funcionalidad
de la proteina (enzima). Estos polimorfismos en
posiciones anélogas se han observado en organis-
mos relacionados, incluido Plasmodium falciparum
y Pneumocystis carinii, y se han asociado con
resistencia a las sulfonamidas (13,31).

En Colombia se hizo un estudio con el fin de deter-
minar la frecuencia de mutaciones en los genes dhfr
y dhps de P. falciparum asociadas con resistencia
a la combinacion de sulfadoxina y pirimetamina, en

muestras de pacientes de tres zonas endémicas
del pais, y se encontré que en las poblaciones de
P. falciparum analizadas prevalecian en los alelos
asparagina 108, isoleucina 51 y glicina 437, lo que
indica un efecto acumulativo de mutaciones y la
necesidad de vigilar la aparicién de nuevos alelos
mutantes que puedan conducir a la pérdida total
de la eficacia de la combinacion de sulfadoxina y
pirimetamina (22).

Teniendo en cuenta que, al igual que P. falciparum,
T. gondii, pertenece al rango apicomplexa y com-
parte con este muchas caracteristicas, entre ellas
la sensibilidad a los antifolatos, y que se han
encontrado polimorfismos en los genes dhfr y dhps
de cepas colombianas de P. falciparum, se resalta la
importancia de la deteccion de estos polimorfismos
en cepas circulantes en nuestro pais.
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Figura 7. Modelo estructural de la enzima dihidropteroato- sintetasa (dhps) de Toxoplasma gondii. A) Estructura tridimensional de
la enzima normal en la cual se muestran en rojo las hélices alfa (1-8) que se encuentran entre los aminoacidos 38-53, 74-93, 105-
115, 134-143, 166-185, 203-218, 234-242, 265-276 y 285-303, y en amarillo, las laminas (1-8) del barril que se ubican entre los
residuos 19-26, 55-61, 98-102, 118-122, 145-150, 191-195, 251-255 y 280-283. Ademas, se sefialan los aminoacidos conservados
en el bolsillo de unién a pterinas y, en azul magenta, el dominio de uniéon a PABA. B) Diagrama de la topologia de las estructuras

secundarias de la enzima

En Colombia existen reportes sobre la experiencia
clinica y terapéutica en toxoplasmosis: en un estu-
dio en pacientes con el HIV y con toxoplasmosis
cerebral, se revel6 una eficacia del tratamiento
(sulfadoxina y pirimetamina mas clindamicina) de
83 %, sin que se establecieran las causas del fracaso
terapéutico en el 17 % restante (10); asimismo, en
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un estudio sobre toxoplasmosis ocular se demostré
una alta tasa de recaidas en pacientes tratados
con diferentes esquemas de antiparasitarios (20).

Aungue no existen publicaciones cientificas que
describan la resistencia naturalmente adquirida
de T. gondii a los antifolatos, en los estudios de
Corea (12), Francia (6), Reino Unido (13) y Estados
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Unidos (14), se ha revelado la existencia de cepas
con algun tipo de resistencia a pirimetamina y
sulfadoxina (in vivo e in vitro). Estas variantes
resistentes del parasito estan relacionadas con la
acumulacion de mutaciones en el dominio de los
genes que son blanco terapéutico de los antifolatos
(dhfr y dhps). Por esta razén, es fundamental
implementar metodologias que incluyan ensayos
de inhibicién (32) y medicion de los niveles de
resistencia de parasitos sensibles transformados in
vitro con las diversas mutaciones del gen (33). Esto
permitiria establecer un método de vigilancia para
la aparicién de mutantes resistentes de T. gondii.

Se recomienda la realizacién de futuros ensayos
utilizando sistemas de expresion en organismos
procariotas y eucariotas para producir proteinas
recombinantes con mutaciones y sin ellas y, poste-
riormente, evaluar su efecto sobre la sensibilidad
de dichas enzimas a cada uno de los antifolatos.
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