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RESUMEN

La invasion de esporozoitos de Plasmodium spp a hepatocitos humanos representa el primer paso
para que se establezca la invasion en el humano, esto ocurre mediante la interaccion de proteinas
de la superficie del esporozoito y receptores en la superficie del hepatocito. La proteina anénima
relacionada con trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) es un polipéptido presente en
la superficie de esporozoitos, del cual en otras especies de Plasmodium se ha investigado su
participacion en el proceso de invasion al hepatocito. Esta proteina es conservada en varias
especies del género Plasmodium caracterizandose por la presencia de un dominio de repeticion
de trombospondina tipo | (TSR) y un dominio A similar al Factor von Willebrand (vW). En el
presente estudio se amplificaron dos fragmentos del gen pvtrap que codifican para el
ectodominio de la proteina PvTRAP y los dominios TSR-vW. Cada producto fue clonado en el
vector pFastBac-HT-C y secuenciado mediante la técnica de Sanger, obteniendo por primera vez
la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina PvTRAP derivada de la cepa VCG-1.
Los clonos recombinantes confirmados fueron utilizados para la obtencion de baculovirus
recombinantes en células de insecto Sf9. Una alta concentracion de stock viral fue utilizada para
la expresion de los dos fragmentos recombinantes: PVTRAP y PVTRAP-vW-TSR. El
ectodominio PVTRAP se purificO mediante cromatografia de afinidad, se dializo
exhaustivamente frente a PBS y se cuantificd. Mediante ensayos de citometria de flujo se
encontré que la proteina PVTRAP se unio6 a la linea celular hepatica ATCC HB-8065. Futuros
estudios son necesarios para evaluar las regiones minimas de interaccion con el fragmento
PVTRAP-vW-TSR. Los resultados de este estudio destacan la capacidad de PVTRAP para
interactuar con la célula blanco de P. vivax y pone en evidencia el potencial de esta polipéptido

en P. vivax como ha sido mostrado para P. falciparum.

Palaras clave: Plasmodium vivax, PvTRAP, fase pre-eritrocitica, esporozoito e interacion

receptor-ligando



INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad prevenible y curable causada por protozoarios del
género Plasmodium que son transmitidos al hombre por la picadura de mosquitos hembras del
género Anopheles infectados, durante la alimentacion. Se estima que se presentan alrededor de
200 millones de casos de malaria en el mundo y aproximadamente 400000 muertes a causa de la
enfermedad cada afio, suméandole a esto la resistencia tanto a insecticidas como a antipaltdicos;

de manera que cada vez se hace mas necesario el desarrollo de una vacuna contra malaria.*

Para el 2017 la Region de Africa de la OMS continta soportando una carga desproporcionada de
la enfermedad (92%), con predominancia de infeccion por P. falciparum?, por lo que a lo largo
de los afios las investigaciones se han enfocado en estudiar esta especie. Sin embargo, fuera de

Africa Plasmodium vivax es la especie mas extendida y menos estudiada.

El ciclo de vida de Plasmodium es complejo, ya que cuenta con multiestadios y dos hospederos.
En el hospedero humano, se encuentran dos estadios invasivos, el esporozoito y el merozoito que
tienen como célula diana el hepatocito y el eritrocito respectivamente. Los procesos de invasion
a las células diana por cada uno de los estadios del parasito estan mediados por las interacciones
receptor-ligando entre proteinas de la membrana del receptor y proteinas de superficie del
parasito como la proteina del circumsporozoito (CSP del inglés, Circumsporozoite protein) y la
proteina an6nima relacionada con trombospondina (TRAP del inglés, “thrombospondin-related
anonymous protein) > 4 para el esporozoito, siendo estas interacciones puntos clave al momento

de desarrollar una vacuna.

Por esto, la presente investigacion se centra en el estudio de la proteina andnima relacionada con
trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP del inglés, Plasmodium vivax Thrombospondin-
related adhesive protein), que permita conocer mas acerca de la actividad bioldgica de la proteina

y su interaccion con receptores presentes en la superficie de hepatocitos.
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1. ANTECEDENTES

Existen registros de los afios a.C y los primeros siglos d.C que se le atribuyen a personajes como
Hipdcrates, EIl Papa San Gregorio | y Plinio el viejo y que se relacionan con la malaria, los cuales
fueron posibles de rastrear por la descripcion de los sintomas asociados a la enfermedad que
incluian fiebres altas y agrandamiento del bazo luego de la picadura de mosquitos sobre todo al
final del verano y que cobré la vida de miles de personas incluyendo reyes, curas y guerreros.
Desde entonces el hombre ha tratado de explicar la naturaleza de la enfermedad y continGa en la
busqueda de una cura, que en la antigliedad se basaba en rituales religiosos y milagros para
obtener proteccion y que hoy en dia esta en manos de la ciencia.®

El término malaria deriva del italiano “mal'aria” que significa “aire malo” término que se
encontrd por primera vez en el libro de Marco Cornaro “Scritture della laguna” publicado en
Venecia en 1440, aunque fue hasta 1838 que el término fue utilizado por Francesco Puccinotti en
su libro “Storia delle febbri intermittenti di Roma” publicado en Népoles, para referirse a la
enfermedad. Sin embargo el origen de la malaria se remonta a muchos afios atras, incluso pre-
humanitarios que suponen que la enfermedad evoluciond con nuestros antepasados primates,
presentandose los primero casos de malaria en humanos en Africa que luego se extendi6 a
Europa y Asia por medio de la movilizacién del hombre y luego en el siglo XVI lleg6 a América

con la exportacion de esclavos provenientes de Africa.®

A pesar de que la malaria ha acompafiado a la humanidad durante muchos afios y que el hombre
ha trabajado en la bldsqueda de una cura, al dia de hoy no existe una vacuna eficiente contra la
enfermedad, pero cada vez son mas los estudios que se hacen para conseguirlo, ya que ésta desde

afios atras y aun en la actualidad sigue siendo la mejor alternativa por su costo-beneficio.

Los primero intentos de producir una vacuna se dieron en 1910 cuando Sergent y colaboradores

realizaron los primeros experimentos en aves, basados en la exposicion a esporozoitos muertos
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que le conferian inmunidad al huésped contra futuras exposiciones al parasito, despues de esto se
realizaron mas estudios donde los esporozoitos se trataron de diferentes formas, que incluian
exposicion a luz ultravioleta, tratamiento con formalina y en 1967 Nussenzweig y colaboradores
demostraron que mediante irradiacion con rayos X se conferia inmunidad del 90% a ratones,
considerdndose esta la mejor técnica para el tratamiento de esporozoitos hasta entonces.
Posterior a esto en los afios 70°s continuaron los estudios en monos y humanos, basados en la

exposicion a esporozoitos irradiados.®

A causa de que eran necesarias demasiadas picaduras de mosquitos irradiados, surgio la
necesidad de estudiar antigenos especificos, los cuales abrieron el camino para la elaboracion de
vacunas a base de antigenos de superficie presentes en los diferentes estadios de las etapas del
ciclo de vida del paréasito en el humano. Ya en 1983 se identifico la proteina circumsporozoito
(CSP del inglés, circumsporozoite protein) implicada en el proceso de invasion, y fue la primera
proteina de las superficie del esporozoito que fue expresada en E.coli que se encontraba en auge
en ese momento como sistema de expresion de proteinas recombinantes; CSP se usé como
candidato a vacuna contra P. falciparum la cual probada en humanos demostr6 que logré
conferir inmunidad.” Sin embargo, era necesario continuar en la blsqueda de mas antigenos de

superficie para crear una vacuna mas inmunogeénica.

En 1993 habia evidencia que sugeria la interaccion entre las proteinas CSP y TRAP del
esporozoito de P. falciparum y glicoconjugados sulfatados presentes en la superficie de
hepatocitos, fue en este afio que Miiller y colaboradores® realizaron una investigacion que
buscaba determinar si la proteina TRAP interactia con la membrana de las células hepaticas a
través de la union con glicoconjugados sulfatados, para lo cual usaron E. coli para expresar
constructos de TRAP que contenian el motivo WSPCSVTCG presentes también en la proteina
CSP y una region RGD, que se sospechaba le conferian propiedades de adherencia a TRAP. Se
expresaron diferentes polipéptidos con secuencias de aminoacidos que fueron cortadas en el
extremo C-Terminal, de tal manera que algunos contenian los dos, solo uno o ninguno de los

motivos asociados a adhesion, donde se encontro que los constructos TRAP que contenian el

12



motivo WSPCSVTCG tenian propiedades de adhesion mientras que los que carecian de dicho

motivo en su secuencia no se adherian a células HepG2.

Finalmente para dejar en evidencia que la proteina TRAP desempefia un papel fundamental en el
proceso de invasion al hepatocito se generaron sueros a base de los constructos creados y por
medio de técnica de ELISA se evalud su capacidad para inhibir la invasion del parésito, donde
todos los sueros aunque no en las mismas proporciones presentaron actividad inhibitoria
atribuida a los anticuerpos Unicamente contra la proteina TRAP ya que aungque comparte el
mismo motivo con la proteina CSP ninguno de los sueros tuvo reactividad contra un péptido
sintético que solo contenia el motivo WSPCSVTCG, dejando en evidencia que la proteina TRAP

tiene interacciones con los hepatocitos que atin son desconocidas.®

El hecho de que la proteina TRAP y CSP con funciones similares tengan afinidad por diferentes
glicoconjugados de la superficie del hepatocito sugiere que la presencia de las dos dara como
resultado un aumento en la afinidad y le otorga al hepatocito la capacidad de ser la Gnica célula
que puede producir las dos estructuras sulfatadas en su superficie.®

En 1997 en busca de comprender mejor la funcion de la proteina TRAP Templeton y
colaboradores® realizaron un estudio comparativo entre tres especies de Plasmodium
(Plasmodium knowlesi, Plasmodium vivax y Plasmodium gallinaceu), donde se esperaba
encontrar diferencias en la estructura de la proteina teniendo en cuenta que los esporozoitos de
Plasmodium gallinaceu invade macrdfagos y células endoteliales a diferencia de los de P.
falciparum que invaden hepatocitos, sin embargo, se encontré que “especificamente, todos los
genes poseen un dominio A en el amino terminal; una region Il de tipo CSP; una region de
repeticion rica en asparagina / prolina; dominio transmembrana; y un dominio citoplasmico
corto™. Ademas a partir de este momento nace la idea de que posiblemente la proteina TRAP

tenga una funcion en las glandulas salivales del mosquito.
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En 1999 Wengelnik y colaboradores® realizaron un estudio del dominio A que es homoélogo al
Factor de von Willebrand en una secuencia de 200 aminoacidos en el extremo N-Terminal y el
dominio TSR tipo I, demostrando que “una Unica sustitucion de aminoacidos en ¢l dominio A o
una delecion del TSR afectaba gravemente la capacidad de los esporozoitos para invadir las
glandulas salivales™?, sin embargo, la invasion a glandulas salivales y la motilidad son
independientes atribuyendo esta Gltima al motivo TSR, ya que los esporozoitos de intestino
delgado con mutaciones en la secuencia del dominio A si presentaron motilidad. Los resultados
demostraron que la proteina TRAP tiene un papel importante en la movilidad del esporozoito y
la invasion a glandulas salivales en el mosquito, ademés de estar implicada en el proceso de

invasion a los hepatocitos, donde el dominio A y TSR reconocen ligandos similares.*

En 2004 ya se conocia que TRAP esté involucrado en el proceso de invasion y en la movilidad
del esporozoito, lo que despertd mas el interés en estudiar esta proteina para una posible vacuna.
Estudios previos a este sugieren que el dominio A y el dominio extracelular (ECD del inglés,
extracellular domain) existian in vitro como agregados oligoméricos, sin embargo, en este afio
Akhouri y colaboradores!! expresaron los dominios A y ECD en Baculovirus donde fue posible

obtener proteinas manomeétricas.

También se realiz6 un modelo del dominio A basado en su homologia con el Factor von
Willebrand y se determiné que tiene un sitio de adhesion dependiente de iones metalicos (motivo
MIDAS del inglés, metal-ion-dependent adhesion site) el cual se demostrd que esta involucrado
en la unidn a hepatocitos, por medio de un ensayo de union a células HepG2. “Estos resultados
indican que, ademas de la interaccion del dominio A con heparina, puede existir un modo de
entrada dependiente de ion-metal para los esporozoitos usando el dominio A de TRAP”'?, esto
explica porque el uso de analogos de la heparina no inhiben la invasion vy justifica que el ECD se
una con mayor afinidad a células HepG2 que el dominio A, ya que motivo MIDAS del dominio
A participa en el reconocimiento dependiente de cationes de receptores desconocidos en los
hepatocitos.
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En 2006 Ogunbanwo y colaboradores®? realizaron un estudio de expresion, purificacion y
caracterizacion de PvTRAP donde la proteina fue sometida a maltiples etapas de purificacion y
analizada en diferentes condiciones que mostraron total capacidad de la rPvTRAP para unirse a
celulas HepG2, en comparacion con rPvTRAP que no fue sometido al mismo proceso y que no
tuvo una alta actividad de union a células HepG2, dejando en evidencia la importancia de un
buen plegamiento y purificacion de la proteina recombinante para que esta pueda ejercer su

actividad y confirma la interaccion de unién entre la PvTRAP y sulfato de heparina.

En 2008 Patarroyo y colaboradores®® realizaron un estudio para la caracterizacion estructural de
componentes de esporozoitos para una vacuna antipaludica, multi-etapa, multi-epitopo. Ya para
este afio se consideraba que TRAP era una proteina fundamental en los procesos bioldgicos que
le confieren al esporozoito capacidad de migracion e invasion a células huésped tanto en
vertebrados como en invertebrados, convirtiéndolo en el estadio mas versatil. Se realizaron
ensayos con mutantes con el gen TRAP bloqueado y se compararon con los de tipo salvaje, los
resultados demostraron que, la ausencia de esta proteina no tiene efecto sobre el merozoito y la
invasion a los glébulos rojos, y la cantidad de esporozoitos en las glandulas salivales de
mosquitos infectados con el mutante fue 60 veces menor que en el tipo salvaje, confirmando que

TRAP tiene un papel importante en el mosquito.

También se encontré que TRAP es fundamental en la invasion al hepatocito ya que en los
ensayos con el mutante la infectividad fue 10.000 veces menor que con el tipo salvaje, lo que
supone que una vacuna contra la proteina TRAP acomparfiada de otras moléculas de esta etapa

como CSP, sera capaz de reducir la carga de esporozoitos.

En 2017 Nazeri y colaboradores®* realizaron el primer estudio de respuestas inmunes adquiridas
de forma natural a la proteina TRAP de Plasmodium vivax en pacientes de areas con transmision
inestable de la malaria (Iran, Afganistan y Pakistan), dado el interés que existe en la elaboracion
de una vacuna contra P. vivax por ser la especie que induce el desarrollo de hipnozoitos que es

responsable de las recaidas. Los resultados de la investigacion dejaron evidencia de respuestas de
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IgG inducidas naturalmente a PvTRAP entre pacientes, con predominio de las subclases IgG1 e
IgG3 y menor prevalencia de IgG2 e IgG4. Sin embargo los resultados sugieren que “entre las
poblaciones asociadas con diferentes patrones de endemicidad, se requiere mas investigacion
para determinar si individuos con diferentes antecedentes genéticos podrian desarrollar
respuestas anti-TRAP y evaluar si tales anticuerpos estan asociados con la proteccion a la

infeccion”

2. MARCO TEORICO
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2.1. Generalidades

La malaria o paludismo es una enfermedad de extension mundial, causada por protozoarios del
filo Apicomplexa, clase Aconoidasida; orden Haemosporida; familia Plasmodiidae, género
Plasmodium.®® EI filo Apicomplexa recibe este nombre por la presencia de un complejo apical
especializado, importante en el proceso de invasion y que esta presente en todos los parasitos de
este filo.1® Se conocen cinco especies que pueden infectar al humano, P. vivax, P. falciparum, P.

ovale, P. malariae y P. knowlesi.

La principal via de transmision de la malaria se da durante la alimentacion de los mosquitos
hembra del género Anopheles, por inoculacion de esporozoitos de Plasmodium al hospedero
vertebrado (transmision vectorial); a pesar de esto también se encuentran casos de transmision
de madre infectada a feto (transmision vertical) *” o por via transfusional por inoculacion directa

de glébulos rojos infectados (transmision horizontal).!8

La malaria generalmente se presenta con escalofrio, fiebre y sudoracién repetidos cada 24, 48 o
72 horas, entre otras caracteristicas clinicas como dolor de cabeza, debilidad, fatiga, dolores en
articulaciones y musculos y malestar abdominal; que van a depender de la especie de
Plasmodium, el nimero de parésitos y el estado inmunitario del paciente. Si la enfermedad no es
tratada a tiempo se puede dar lugar a una malaria complicada que en pocas horas puede
progresar a una enfermedad grave con acidosis metabdlica, anemia severa, hipoglicemia, falla

renal aguda y edema agudo del pulmon, llegando a ser letal.*®

2.2. Epidemiologia
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2.2.1. Malaria a nivel mundial

La malaria es la enfermedad de transmision vectorial mas importante en el mundo por ser
responsable de al menos 400000 muertes cada afio.> Durante los afios sesentas hasta finales de
los noventas fue una enfermedad desatendida, lo cual dispar6 la morbilidad y mortalidad de la
enfermedad, de manera que a comienzos del siglo XXI fue objeto de amplia atencion como un
problema prioritario de salud mundial, debido a esto se aumentaron las intervenciones bésicas
entre 2000 y 2014 logrando contrarrestar la incidencia del siglo pasado. Sin embargo, las
intervenciones no fueron muy consistentes ademas de una distribucion desproporcionada y la

persistencia de un nimero de casos inaceptable.?°

A raiz de esto y con miras en cumplir los objetivos propuestos por la OMS para 2030 respecto a
malaria; la organizacion mundial de la Salud en Mayo de 2015 cred la estrategia técnica mundial
de malaria 2016-2030 con orientaciones técnicas para los proximos 15 afios, con énfasis en la
necesidad de aumentar las inversiones en todos los aspectos relacionados con la enfermedad, que
permitieran superar los retos de la lucha antimalarica que se encuentra amenazada por las
problematicas actuales y las que se estima que vendran en los afios posteriores, como el cambio
climatico, el incremento de la poblacion sobre todo en los paises donde se concentran los casos,
problematicas socio-politicas, pobreza y desastres humanitarios; que en consecuencia se veran
implicados en un aumento del nimero de casos, aparicion en paises donde no se han notificado o

reaparicion donde ya se habian eliminado.?°

La situacion actual de la malaria a nivel mundial es alarmante, teniendo en cuenta las cifras
reportadas hasta el 2017 donde la Region de Africa de la OMS sigue soportando la mayor carga
de morbilidad por malaria (92%), seguida de la Regién de Asia Sudoriental de la OMS (5%) y la
Region del Mediterraneo Oriental de la OMS (2%). La tasa de incidencia a nivel mundial solo se
redujo de 61 por cada 100.000 habitantes en 2014 a 59 en 2015, y se mantuvo en este nivel en
2016 y 2017, en comparacién con la reduccion global de 72 a 61 casos entre 2010 y 2014; por

otra parte, la tasa de mortalidad por malaria ha disminuido desde el 2010 hasta el 2017 en todas
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las regiones excepto en la Region de las Ameéricas de la OMS, debido a un rapido aumento de
malaria en Venezuela [Republica Bolivariana de], a causa de la problematica socio-politica que

presenta el pais.?

Se estima que globalmente hubo un aumento de aproximadamente 5 millones de casos en los
altimos 2 afos, considerando que en 2017 hubo 219 millones de casos de malaria en todo el
mundo en comparacion con los 216 millones en 2016 y 214 millones en 2015, segun lo
reportado en el informe mundial de paludismo 2018, donde ademéas se evidencia un

estancamiento en la disminucion del nimero de casos a nivel mundial para el afio 2017.2

Respecto a especies parasitarias predominantes, P. falciparum es la especie responsable de la
mayoria de los casos a nivel mundial, sin embargo, los casos por P. vivax han ido aumentando
cada vez més, no solo en la Region de la Américas que a pesar de ser la Regién con menor
namero de casos de malaria, el 74.1% de estos corresponden a infeccion por P. vivax; sino
también en algunos paises Indios y Africanos como India, Pakistan, Etiopia, Afganistan e
Indonesia, que hacen parte de los 15 paises que representan casi el 80% de los casos en el

mundo.?

2.2.2. Malaria en Colombia

En Colombia, cerca del 60% de la poblacion estd en riesgo de adquirir la enfermedad o morir
debido a esta, ya que aproximadamente el 85% del territorio rural se encuentra situado por
debajo de los 1.600 MSNM (metros sobre el nivel del mar), por tanto, es considerado como
potencial area malarica a causa de que cuenta con las condiciones climaticas y geograficas
necesarias para la transmisién del parasito; con una concentracion de los casos principalmente en
los departamentos de Chocd, Antioquia, Narifio, Amazonas, Valle del Cauca y Cordoba; con
predominio de malaria por P. vivax (60 a 65%), a pesar de que en regiones como la costa

Pacifica la relacion favorece a P. falciparum.?! EI comportamiento que se registra en Colombia
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se caracteriza por la presencia de ciclos epidémicos que ocurren cada 2 a 7 afos, relacionados

con la ocurrencia del fenémeno del Nifio-Oscilacién Sur. %

En el 2018 se notificaron 62141 casos de malaria, con predominio de infeccién por Plasmodium
vivax con 31134 casos (50,1%), seguido de 29764 (47,9%) por Plasmodium falciparum y 1243
(2%) por infeccion mixta. Del total de los casos 61178 fueron malaria no complicada y 953
malaria complicada; con un aumento del 13,1% en la notificacion de casos de malaria no
complicada y una disminucion del 5,1 % en malaria complicada con respecto al 2017. En cuanto
al comportamiento de malaria en grupos poblacionales de alto riesgo, 25095 casos (40,4%)
fueron notificados como afrocolombianos, de estos 1089 son procedentes del exterior (el 95%
procedente de Venezuela) y 2433 realizan actividades de mineria.?

Colombia enfrenta grandes retos frente a la disminucién de los casos de malaria; debido
principalmente por la migracion de extranjeros, en mayor proporcion venezolanos que desde el
afio 2015 han causado un incremento de los casos precedentes del exterior? y a la mineria ilegal
que tiene como consecuencia la creacion de pozos que posteriormente se convierten en criaderos
de mosquitos, aumentando su densidad y por ende las probabilidades de transmision de la

enfermedad.?

Ademas de los retos actuales, Colombia continta con problemas para combatir la malaria que se
deben a la carencia de buenos sistemas de vigilancia, la falta de acceso de todas las
personas al diagnéstico microscopico, tratamientos inoportunos, la minima destinacion de
dinero para la financiacion de investigaciones que aporten al conocimiento y a la
transformacion de la situacion de la malaria, carencia de sistemas de vigilancia de la
respuesta terapéutica, y los intereses comerciales individuales como la mineria que se ven

afectados por la incorporacion de programas mundiales contra la malaria.?®
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2.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Plasmodium spp. es complejo, ya que presenta multiestadios y dos huéspedes;

un invertebrado (mosquito) y un vertebrado (humano). Figura 1.

Malal'la Fases en el higado humano

(Plasmodium spp.)

«,+ Paraszits
v Z
: hepateocitos

Fases en el mosquito

Rupturs del
coguiste El mosquito ze
slimentzde=

NI \ |=inyects espo
Ocquiste ™ Liberacionde
Aespcr::citcs

Ciclo exo-eritrocitario (hepdtico)

S

ozoitos)

Rupturz del
esquizonte hepatico e
@ (4] . 2 3)
'. - - .
= o3y * Esquizonte
= | . Y ;
: _\\QQ\\\( . l":(f'. hepatico
& ?;:'. -':',.:. . u [criptozoica]
C .
Ciclo esporogénico +  Cido esquizogdnico
il | (ciclo asexual)
(ciclo sexual) ) 4 Trofozoito
. ‘ inmaduro

@ coquineto (8] ' & {forma anular)
El mozquito ze
fincsaoss - A

sliments de ==nzre ’ Merozoito
{einziere gametocitos) criptozoico

Ciclo eritrocitario
~ . Fases en la sangre Troforoit
El microgametofec "W S . humana grozoito
. Yet o 2 A\  maduro
zl macrogametocito 0 Tl Ezquizonte v
f? " ‘ .‘. hematico
P Ia‘orparum

Bxflazelzcion Q’ } R\.y:u.rs del ratl /
microgametocitics ezguizonte \.."
Yoo
9 ﬁ s.E"'E(CCIt"' A /@
A: Faseinfectante B . \ Z-""‘;»' Gametocitos
A: Faze dizznostics P ovale @ d
P. malariae

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium spp.El ciclo de vida de Plasmodium inicia con la inyeccion de
esporozoitos del mosquito hembra Anopheles , estos esporozoitos viajan a traves del torrente sanguineo hasta el
higado donde tiene lugar el ciclo extra-eritrocitico con el desarrollo del esporozoito en esquizonte liberando
merozoitos al torrente sanguineo, los cuales invaden los eritrocitos dando inicio al ciclo eritrocitario/etapa asexual
del parésito, con la formacion de anillos, trofozoitos y esquizontes que liberan nuevamente merozoitos al torrente
sanguineo; los cuales pueden invadir nuevos glébulos rojos y continuar con el ciclo eritrocitario. Algunos estadios
eritrocitarios se pueden desarrollar en gametocitos masculinos o femeninos, los cuales son tomados por el mosquito
durante la alimentacion, dando inicio al ciclo esporogénico en el invertebrado, permitiendo la formacién del cigoto
que da origen al esporozoito que emigra a las glandulas salivales para la inyeccién en un nuevo huésped humano
durante la préxima alimentacion. Figura tomada del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades.
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2.3.1. Invasidn al hepatocito

El ciclo de vida de Plasmodium inicia con la inyeccion de entre 20 a 200 esporozoitos (estadio
infectante) del mosquito hembra Anopheles infectado al hospedero humano durante la
alimentacion®; las glandulas salivales de los mosquitos liberan antihistaminicos, vasodilatadores,
anticoagulantes, inhibidores de la agregacion plaquetaria e inmunomoduladores, lo que facilita
tanto la ingesta de sangre como la inoculacion de esporozoitos?® que migran a través del torrente
sanguineo hasta el higado para invadir su célula diana, el hepatocito, en tres pasos: detencion en
la sinusoide, paso a través de las células de Kupffer e invasion de hepatocitos .Este proceso esta
mediado por la interaccion entre proteinas de superficie del esporozoito (ej. CSP y TRAP)3# y
proteoglicanos de sulfato de heparan presentes en la superficie del hepatocito que se encuentra
expuesta a la sangre circulante en el espacio de Disse 25%'; estos proteoglicanos presentan una

sulfatacion alta en comparacion con otros tejidos.*

Una vez el esporozoito ha invadido el hepatocito tiene lugar el ciclo extra-eritrocitico donde el
esporozoito invasor se diferencia y divide mitoéticamente en merozoitos, que son liberados al
torrente sanguineo por un evento explosivo que dispersa los merozoitos no mdviles, como
consecuencia de la desestabilizacion del citoesqueleto de la célula debido a la presion ejercida

por el rompimiento de la vacuola parasitofora mediado por proteasas (SERA).1

En P. vivax se ha descrito otro estadio adicional Ilamado hipnozoito, el cual queda latente en los
hepatocitos y puede activar la infeccidn siendo responsable de las recaidas de la enfermedad, lo

que representa un reto frente al tratamiento de malaria.?” 8

A continuacion se amplia la informacion acerca de TRAP, por ser la proteina objeto del presente

estudio.
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2.3.1.1. TRAP

La proteina TRAP o proteina de superficie de esporozoito 2 (SSP2 del inglés: sporozoite surface
protein 2) es una proteina transmembrana tipo | que se encuentra principalmente en los
micronemas Yy se transporta a la superficie del esporozoito y que junto con CSP es esencial en el

proceso de invasion al hepatocito.?” 2°

Como se vio anteriormente TRAP contiene el motivo WSPCSVTCG presente también en la
proteina CSP & %% y que tiene propiedades de adhesion; ademas de dominio tipo A (similar a lo
descrito como factor de von Willebrand) que ademés de unirse a proteoglicanos de sulfato de
heparan3! cuenta con un sitio de adhesion dependiente de iones metalicos (motivo MIDAS del
inglés, metal-ion-dependent adhesion site)!! y un segundo dominio con un motivo similar al de la

repeticion de trombospondina tipo | (TSR). 26 23 32

La proteina se encuentra localiza en el polo apical del parasito y en la unién entre el parésito y la
célula huésped muestra un patron de movimiento anterior-posterior durante la internalizacion del
parasito.?’” Ademas de su importancia en el proceso de invasion al hepatocito, TRAP es

importante para la unién del esporozoito a las glandulas salivales. %2327

2.3.2. Invasion al Glébulo Rojo

Los merozoitos que son liberados del esquizonte al torrente sanguineo miden [11-2 ym y
cuentan con un complejo de membrana interna (IMC), mitocondria, nucleo, y un complejo
apical de organulos secretores (micronemas, rhoptrias y granulos densos), resultando estos
ultimos criticos para el proceso de invasion que se da de manera rapida en aproximadamente 60
s!® y esta mediado por proteinas de membrana que pueden funcionar como ligandos de unién

directamente a receptores especificos en los eritrocitos (adhesinas, como EBL y PfRh); o pueden
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ser necesarias en el proceso de invasion sin unirse a receptores en la célula huésped (invasinas)®
por lo que dichas proteinas presentan una aparicion conjunta, coordinada y oportuna que
permiten el reconocimiento y reorientacion del parasito, colocando el vértice de este en contacto
con la membrana de la célula huésped, lo que permite la entrada del parésito al eritrocito, con
una posterior fusién de la membrana eritrocitaria y la membrana de la vacuola parasitofora para

sellar el proceso de invasion.'® Figura 2.

Figura 2. Invasién del merozoito al glébulo rojo. Representacion esquematica de la invasion del merozoito que
inicia con un reconocimiento (A) seguido de una reorientacién (B) y posterior unién entre receptor-ligando que se
desplaza desde el polo apical al polo posterior (C y D) concluyendo con el sellado de membrana (E). Figura tomada
de Cowman AF, Crabb BS. Invasion of Red Blood Cells by Malaria Parasites.

La invasion al glébulo rojo da inicio al ciclo eritrocitario/etapa asexual del parésito, alli el
parasito se desarrolla en formas de anillo, trofozoito y esquizonte (estadio diagnostico) que se
replican hasta producir de 16 a 32 merozoitos hijas que son liberadas nuevamente al torrente
sanguineo; los cuales pueden invadir nuevos glébulos rojos y continuar con el ciclo eritrocitario,

en esta parte del ciclo es donde se presentan los sintomas clinicos.®*

2.3.3. Ciclo en el mosquito

Algunos estadios eritrocitarios se pueden desarrollar en gametocitos masculinos o femeninos, las
formas sexuales del parasito (estadio diagndstico), los cuales son tomados por el mosquito
durante la alimentacién, dando inicio al ciclo esporogénico en el invertebrado donde los gametos

se fusionan para formar cigotos (etapa sexual). El cigoto se desarrolla para formar un ookinete
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invasivo que sufre meiosis y migra hasta el intestino medio del mosquito; alli se une a la lamina
basal y pierde su movilidad, dando forma al oocisto, que es capaz de replicarse y desarrollar un
ooquiste el cual una vez ha madurado, contiene cientos de esporozoitos agrupados en I6bulos.?
Cuando este ooquiste explota, libera miles de esporozoitos que son transportados por la
hemolinfa a las glandulas salivales del mosquito, donde penetra en la ldmina basal de la glandula
salival y luego entra en la célula secretora para la inyeccion en un nuevo huésped humano

durante la proxima alimentacion.?’

2.4. Sistemas de expresion de proteinas Recombinantes

Los sistemas de expresién de proteinas recombinantes son usados con frecuencia en la
produccion de grandes cantidades de proteina con caracteristicas homdlogas a las nativas, para

estudios protedmicos de estructura, funcion, localizacion o interaccion entre proteinas.®®

Existen diferentes sistemas de expresion con hospedadores que van desde organismos
procaridticos (bacterias) hasta organismos eucariotas unicelulares tales como levaduras y células
de insectos y mamiferos mas complejas %; los cuales se diferencian en el costo, la facilidad de
uso, tiempo, rendimiento y capacidad de realizar modificaciones postraduccionales; por lo que
para la eleccién del sistema adecuado se debe tener en cuenta aspectos como el presupuesto, la
cantidad necesitada, el tipo de proteina a expresar, el objeto para el que se quiere, y las

modificaciones postraduccionales requeridas para la funcionalidad bioldgica de la proteina.®’

Para la expresion de proteinas recombinantes es necesario el uso de una molécula de ADN
bicatenario o vector, que se replica de forma autbnoma al cromosoma bacteriano y que sirve
como vehiculo para la clonacion del gen de interés®® que ademas debe contar con un origen de
replicacion, un marcador de seleccion, un promotor y un terminador de transcripcion.®® Los
vectores de clonacion en células eucarioticas usualmente tienen promotores derivados de virus

como el SV40(del inglés: Simian virus 40), poliomavirus, herpes virus y papovirus. Una vez se
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tiene el vector y el gen de interés, deben ser tratados con enzimas de restriccion para su posterior

ligamiento, obtencion de ADN recombinante (ADNTr) y expresion de la proteina. 3°

2.4.1. Sistemas de expresion en células de mamifero

Las celulas de mamifero como sistema de expresion de proteinas recombinantes tienen ventaja
sobre los deméas sistemas por ofrecer modificaciones postraduccionales con un correcto
plegamiento de la proteina, sin embargo, presenta desventajas frente a los demas sistemas por ser
mas costoso, demorados y con un rendimiento mas bajo, que los sistemas basados en bacterias
como Escherichia coli y Bacillus subtilis, los cuales son rapidos, sencillos, escalables y
econémicos; y los sistemas basados en levaduras como Pichia pastoris y Saccharomyces
cerevisiae 0 células de insecto usando Baculovirus, que ofrecen modificaciones

postraduccionales, aunque con una glicosilacion diferente a las células de mamifero. 338

Para la expresion de proteinas recombinantes se han usado lineas celulares como COS y Vero
(ambas de rifion de mono verde africano), HelLa (cancer cervical humano) y NSO (mieloma de
raton). Sin embargo, las lineas celulares méas usadas son HEK 293 (rifion de embrién humano) y
CHO (ovario de hamster chino)*® %!, Las células pueden ser transfectadas mediante métodos
quimicos usando fosfato de calcio o polietilenimina (PEI) mediante la formacidén de complejos
quimico (carga positiva)/ADN (carga negativa), los cuales son captados por las células a través
de endocitosis; y métodos fisicos por transferencia directa de ADN como la microinyeccion; o
por la formacion de poros en la membrana que permitan la entrada del ADN, mediante pulsos

eléctricos (electroporacion) o ultrasonido (sonoporacion).3” 41:42
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2.4.2. Sistema de expresion en Baculovirus

Los Baculovirus son virus liticos que pertenecen a la familia Baculoviridae y son especificos de
artrépodos. El principal Baculovirus es el virus de la poliedrosis nuclear multiple Autographa
californica (AcMNPV del inglés, Autographa californica multiple nucleo polyhedrovirus) 4°; es
un virus de doble cadena envuelto, que desde mediados de los afios 1980°s se ha desarrollado
como un vector de expresion para lineas celulares de insecto como las Sf9 o Sf21, derivadas de

ovario de pupa de Spodoptera frugiperda. 4

El sistema de expresion de Baculovirus tiene ventaja sobre los sistemas de expresion
procaridticos; ya que las células de insecto tienen la capacidad de realizar modificaciones
postraduccionales tales como glicosilacion, acilacion, fosforilacion, y la formacién de enlaces

disulfuro; con un correcto plegamiento de la proteina. 4% 44 4

2.4.2.1. Ciclo de vida de Baculovirus

Los virus ingresan a las células por endocitosis y se trasladan al ntcleo, donde se libera su ADN.
Alli 6 horas después de la infeccion tiene lugar la trascripcion, traduccion y ensamblaje viral,
concluyendo con la generacion de dos tipos de progenie viral; particulas no ocluidas que son
liberadas por brotacion entre las 12-36 horas después de la infeccion, y particulas ocluidas con
una aparicion més tardia (aproximadamente 18 horas), que se acumulan en los nucleos de las

células infectadas hasta 72 horas después de la infeccion o hasta la lisis celular. 4+ %°

Estas particulas ocluidas estan incrustadas en poliedros dentro del ndcleo celular. Su componente
principal es la proteina poliedrina (29kDa), que tiene una funcién importante para la
supervivencia y propagacion del virus en la naturaleza, secuestrando y protegiendo cientos de

particulas virales de la inactivacién proteolitica por parte del huésped en descomposicion. Una
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vez el virus es ingerido, la poliedrina se disuelve en el intestino del nuevo huésped en presencia
de ambiente alcalino y se libera el virus ocluido dando lugar a la infeccion y replicacion viral en
las células epiteliales. Aungue la poliedrina es esencial para la supervivencia del virus en la
naturaleza, es prescindible para la supervivencia y propagacion del virus en células de cultivo ya
que hay produccion de virus no ocluidos que brotan de las células infectadas y se puede propagar

a células vecinas. #°> 46

2.4.2.2. Baculovirus recombinantes

Anteriormente para la generacion de Baculovirus recombinantes era necesario un vector de
transferencia con el gen de interés; este vector luego se transfectaba junto con el ADN viral de
tipo salvaje en células de insecto y mediante recombinacién homologa el gen de la poliedrina se
veia interrumpido por la insercion del gen de interés, cuya expresion quedaba bajo control del
promotor de polihedrina; lo que posteriormente permitia la seleccion de los Baculovirus
recombinantes con fenotipo de oclusion negativa que puede ser vista en microscopio éptico

como la ausencia de cuerpos de inclusion refringentes por acumulo de poliedrina.*> 4

Debido a que la recombinacién homdloga entre el ADN de tipo salvaje y el ADN del plasmido
recombinante es de frecuencia baja (0,2% al 5%)*® y el proceso de purificacion en placa resulta
tedioso; se han desarrollado sistemas como Bac-to-Bac descrito por primera vez en 1993, en el
cual se clona el gen de interés en un plasmido donante que contiene el promotor de poliedrina,
seguido de uno o maés sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion para la insercion del
gen de interés que luego se transforma en E.coli competentes que contienen un plasmido auxiliar
con transposasa y un vector de Baculovirus (Bacmido). EI Bacmido recombinante adquiere un
marcador de resistencia a antibio6ticos y el gen LacZ (-), como consecuencia de una transposicion
especifica que usa el transposon Tn7 insertando en el bacmido el gen de interés controlado por
el promotor de poliedrina; estas propiedades permiten posteriormente la seleccion e
identificacion rapida de bacmidos recombinantes; que pueden ser transducidos directamente en

células de insecto. 4+ 47
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evaluar la actividad de unién del ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada con

Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células hepaticas HepG2.

3.1 Objetivos especificos:

1 Disefio, obtencién y purificacion en el sistema de expresion de Baculovirus del
ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada con Trombospondina de Plasmodium
vivax (PvTRAP).

2 Disefio y obtencion en el sistema de expresion de Baculovirus de los dominio von-
Willebrand (VWA) y trombospondina (TSR) de la Proteina Adhesiva Relacionada con
Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP).

3 Determinar la actividad de union del ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada

con Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células HepG2.
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4, METODOLOGIA

e Universo: Plasmodium vivax.
e Poblacién: Genes de las proteinas expresadas por esporozoitos de Plasmodium vivax.
e Muestra: El gen pvtrap que codifica para la proteina andnima relacionada con

trombospondina (TRAP) expresada por esporozoitos de Plasmodium vivax.

TIPO DE ESTUDIO
Estudio cuasi experimental en laboratorio, puro y explicativo.
VARIABLES
Variable Dependiente: Actividad de union del ectodominio de la proteina PvTRAP
Variable Independiente:

e Receptores disponibles sobre una linea celular hepatica ATCC® HB-8065
Variables controladas:

e Numero de células transfectadas

e Tiempo de expresion

e Temperatura de expresion

e Concentracion de los plasmidos recombinantes

e Concentracion de la proteina recombinante.

MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio de cebadores

La secuencia de nucledtidos del gen pvtrap (PVX _082735) reportada en PlasmoDB

(https://plasmodb.org/plasmo/) fue utilizada como plantilla para el disefio de cebadores que cubran

la secuencia especifica del gen pvtrap y de sus dominios funcionales (von Willebrand vy
trombospondina-TSR) (Tabla 1).
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Tabla 1. Lista de cebadores utilizados para la amplificacion de pvtrap
Proteina Nombre del cebador Secuencia
PVTRAP pvtrap-Directo-Bacu CG GGATCC CTGACGAAAAGGTTGTGGACG
pvtrap-Reverso-Bacu GC TCTAGA TTTTGTAGCCATTATTTGATGA
PVTRAP-vW- pvtrap-Directo-Bacu CG GGATCC CTGACGAAAAGGTTGTGGACG
TSR pvtrap-vW-tsr-Reverso-Bacu GC TCTAGA TCAGAGGCTCAGGTTCCAC

Durante el disefio de cebadores se excluyo la regién que codificaba para el péptido sefial
(residuos en aminoacidos 1-24) y se excluyé la region que codifica para la region
transmembranal (residuos en aminoacidos 494-516), para evitar problemas en el sistema de
expresion. Al extremo 5° de cada cebador directo se adiciond el sitio de restriccion para la
enzima BamHI (en negrita) mientras que para el cebador reverso se adiciono el sitio para la
enzima Xbal (en negrita). Pares de bases adicionales de apoyo fueron incluidas al extremo 5’ de

cada cebador para permitir un corte enzimatico eficiente (tabla 1).

4.2. Amplificacion de dos regiones del gen pvtrap por reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion de la regidn que codifica para el ectodominio de PvTRAP y el fragmento que
codifica para el dominio Von Willebrand y TSR se realiz6 mediante PCR con la enzima de alta
fidelidad Hifi Hot Start (Kapa Biosystems) utilizando como plantilla ADN gendémico (ADNgQ)
proveniente de la cepa Vivax Colombian Guaviare-1 (VCG-1) (figura 3). Brevemente, se
hicieron reacciones de 25 ul que contenian 12,5 pl de la enzima [LU/ul], 7,5 ul de agua libre de
nucleasas, 1,5 pul de cada cebador [5uM] y 2 ul de ADNg. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: un ciclo de denaturacion inicial a 95°C durante 3 min, 35 ciclos de 98°C
por 20 seg, 58°C durante 30 seg y 72°C por 1 min y un ciclo final de 72°C por 5 min. Los
productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis de ADN en geles de agarosa al
1% vy fueron purificados con el kit DNA Clean & concentrator (Zymo Research), siguiendo las

indicaciones del fabricante.
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Figura 3. Representacion esquematica del gen pvtrap, la proteina PvTRAP y los respectivos dominios que la
conforman. EIl gen pvtrap de Unico exdn que codifica para la proteina PvTRAP se encuentra en azul oscuro y las
flechas (blanca, roja y verde) indican la localizacién de los cebadores sobre este. Los cebadores pvtrap-Directo-Bacu
y pvtrap-Reverso-Bacu (flechas blanca y verde) amplifican desde el dominio A hasta la region hipervariable (1407
pb que codifican para un polipéptido de 53kDa); y los cebadores pvtrap-Directo-Bacu y pvtrap-vW-tsr-Reverso-
Bacu (flechas blanca y roja) amplifican el dominio A y el dominio relacionado con trombospondina (795 pb que
codifican para un polipéptido de 30 kDa). En ambos casos los productos de amplificacion excluyeron la region que
codifica para el péptido sefial, la region transmembranal y la cola citoplasmatica. Las flechas punteadas conducen a
partir del gen codificante al polipéptido expresado con sus dominios: el péptido sefial (PS) se muestra en blanco
punteado, el dominio von Willebrand (dominio A) en gris claro, el dominio relacionado con trombospondina (TSR)
en gris oscuro, la regién hipervariable (HV) en blanco con lineas verticales, el dominio transmembranal (TM) en
negro y la cola citoplasmatica (CC) en blanco.
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4.3. Clonacion de los productos amplificados pvtrap y pvtrap-vW-tsr

431 Tratamiento enzimatico de los productos amplificados (pvtrap, pvtrap-vW-tsr) y
del vector pFASTBac-HT-C

Se realizé tratamiento enzimatico de cada uno de los productos amplificados y del vector
pFASTBac HT-C (Invitrogen). Brevemente, 20pL del vector : producto purificado, fue incubado
con 1.5 ul de enzima Xbal (New England, Biolabs) y 1.5 pl de Buffer Cut Smart durante 3
horas a 37°C. Posteriormente se adiciono 1 pl de la enzima BamHI (New England, Biolabs) y se
incubd durante 30 min a 37°C. Los productos y el vector, tratados enziméticamente se

purificaron con el kit DNA Clean & concentrator (Zymo Research).

432 Ligacion de los genes pvtrap y pvtrap-vW-tsr en el vector pFASTBac-HT-Cy
transformacion en células E. coli TOP10 competentes.

Cada uno de los fragmentos tratados (pvtrap y pvtrap-vW-TSR) fueron ligados en el vector
pFASTBac-HT-C. Para esto se utiliz6 1 pl de enzima ADN ligasa T4 (PROMEGA), 5 ul de
buffer, 100ng/ul del ADN y 80ng/ul del vector y se dejé incubando toda la noche a 16°C.

Para la transformacion se utilizaron 50 pl de células E. coli TOP10 competentes, 100 pl de KCM
(KCI [0,5M], CaCl2 [0,15M], MgCl2 [0,25M]) y 3 ul de la ligacion y se incub6 durante 30 min a
4°C. Posteriormente, las células fueron sometidas a choque térmico a 42°C durante 45 segundos
y se incubd 2 minutos a 4°C, después se adicionaron 250 pl de SOC (triptona 2%, extracto de
levadura 0,5%, NaCl [10mM], KCI [2,5mM], MgSOs4 [10mM], MgCl. [10mM], glucosa
[20mM]) y se incub6 1 hora a 37°C en agitacion constante. Luego de la incubacion se
plaguearon 100uL de la transformacion en cajas de Petri que contenian agar Luria Bertani con
ampicilina [100pg/ml] como antibidtico de seleccion. Las cajas fueron incubadas durante 18

horas a 37°C y se seleccionaron las colonias grandes y aisladas.
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433. Analisis de colonias recombinantes mediante PCR y tratamiento enzimatico
e PCR

La presencia del inserto se verifico en 5 colonias recombinantes de cada ligacion mediante PCR.
Para esto se utiliz6 la enzima GoTaq MDx [SU/ pul] (PROMEGA) en un volumen de reaccion
final de 10ul que contenia buffer [10X], agua libre de nucleasas, MgCI2 [25mM], dNTPs
[1,25mM] y cebadores [5uM] especificos de los productos (tabla 1). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de denaturacion inicial a 95°C durante 3 min, 35
ciclos de 95°C por 1 min, 58°C durante 30 seg, 72°C por 1 min y un ciclo final de 72°C por 5
min. Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis de ADN en geles de
agarosa al 1%. Se seleccionaron las colonias positivas y se hizo extraccion del plasmido
recombinante con el kit de purificacion Zyppy plasmid miniprep (Zymo Research), siguiendo las

indicaciones del fabricante.

e Tratamiento enziméatico

Para confirmar la correcta orientacion del inserto en el vector, el plasmido recombinante
pFastBac-pvtrap fue tratado con la enzima Pstl (New England, Biolabs), mientras que el
plasmido pFastBac-pvtrap-tsr fue tratado con la enzima Kpnl (New England, Biolabs). La
seleccién de las enzimas de restriccion se hizo teniendo en cuenta, que estas cortaran dentro y
fuera del inserto. Brevemente se usaron 1,5 pl de la enzima, 1,5ul de buffer y 100 ng/ul del
plasmido y se dej6 incubando toda la noche a 37°C. Los productos se visualizaron mediante

electroforesis de ADN en geles de agarosa al 1%.

Se enviaron a secuenciar tres plasmidos de cada fragmento mediante secuenciacién por Sanger a
Macrogen, utilizando los cebadores pFastBac-Forward y pFastBac-Reverse. Los

electroferogramas se analizaron con el programa CLC DNA Worbench.
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4.4. Generacion de bacmidos recombinantes en células E. coli DH10Bac competentes

Para la generacion de bacmidos recombinantes, se utilizaron los plasmidos recombinantes
confirmados por secuenciacion y tratamiento enzimatico. Para esto, 100 ul de células E. coli
DH10Bac competentes (contienen ADN virico y un plasmido auxiliar) se mezclaron con 5 ul del
plasmido recombinante y se incubaron durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, las células
fueron sometidas a choque térmico a 42°C durante 45 segundos y se incub6 2 minutos a 4°C,
después se adicionaron 900 pl de SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl [10mM],
KCI [2,5mM], MgSO4 [10mM], MgCl2 [10mM], glucosa [20mM]) y se incubd durante 4 horas a
37°C en agitacion constante. Luego de la incubacion, se plaquearon 100 ul de la transformacion
sobre cajas de Petri que contenian agar Luria Bertani con Kanamicina [50 pg/ml], Gentamicina
[7 pg/ml], Tetraciclina [10 pug/ml], IPTG [40 pg/ml] y X-gal [100 pg/ml] y se incubaron durante
48 horas a 37°C. Las colonias blancas fueron seleccionadas y re-sembradas en nuevas cajas de

agar Luria Bertani con los antibio6ticos previamente mencionados.

441 Andlisis de los bacmidos recombinantes por PCR

Para confirmar la integracion de pFastBac-pvtrap o pFastBac-pvtrap-vW-tsr en el genoma de los
bacmidos se realizaron PCRs sobre las colonias recombinantes utilizando la enzima Mango Taq
(Bioline) y los cebadores pUC/M13-Directo (5"CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3") vy
pUC/M13-Reverso (5" AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3") proporcionados y sugeridos en
el kit de expresion de Baculovirus Bac-to-Bac*® (Invitrogen). Brevemente, se utilizd un volumen
final de 11uL de que contenia 1ul de buffer [5X], 3,4ul de agua libre de nucleasas, 0,5ul de
MgCl2 [5S0mM], 4ul de dNTPs [5uM] y 1ul de cada uno de los cebadores. Las condiciones de
PCR fueron las siguientes: Un ciclo de denaturacion a 95°C durante 3 min, y 35 ciclos de 95°C
por 1 min, 58°C durante 30 seg y 72°C por 30 seg y un ciclo final de 72°C por 5 min. Los
productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis de ADN en geles de agarosa
al 1%. Los bacmidos recombinantes obtenidos fueron extraidos con el kit de extraccion
PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen) y nombrados como Bac-pvtrap y Bac-

pvtrap-tsr.
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4.5. Cultivo de la linea celular de insecto Sf9

El cultivo de la linea celular Sf9 (derivada de tejido ovarico de Spodoptera frugiperda ATCC ®
CRL-1711) se realizdé en medio Grace suplementado (L-Glutamina, lactoalbumina y yestolato)
con 20% de suero fetal bovino (SFB) y se mantuvo a 27°C en incubadora humidificada libre de

CO:. Se realiz6 cambio de medio cada 5 dias, con revision cada 24 horas hasta su uso.

4.6. Transfeccion de células de insecto Sf9 con los bacmidos recombinantes

Para la transfeccion se utilizaron cajas de 6 pozos. En cada pozo se sembraron 1.5 x10° células
Sf9 previamente cultivadas en medio Grace suplementado con 20% de SFB sin antibi6ticos, con
viabilidad >95%. Las cajas se incubaron a 27°C por cinco dias para permitir la adherencia y
crecimiento celular. Una vez las células se adhirieron se retiré el medio y se remplazé con 2 ml
de medio de Grace no suplementado sin antibidticos y se incub6 durante 30 min a temperatura
ambiente. Durante la incubacidn se prepard para cada pozo una mezcla A que contenia 6 pl de
cellfectin (Thermo Fisher Scientific) y 94 pl de medio de Grace no suplementado, seguido de
agitacion en vortex e incubacion de 15 min a temperatura ambiente; adicionalmente se prepard
una mezcla B que contenia 10 ul de los bacmidos recombinantes y 90 ul de medio de Grace no
suplementado, seguido de agitacion en vortex. Luego se mezcl6é el tubo A sobre el B con
agitacion constante y se incub6 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciono la
mezcla en cada pozo gota a gota y se incub6 a 27°C durante 5 horas; se retir6 el medio y se
remplazé con 2 ml de medio de Grace suplementado con 20% de SFB sin antibi6ticos y se
incubd a 27°C en condiciones libres de CO- hasta ver signos de infeccion viral muy tardia. El
monitoreo se realizé durante 7 dias cada 24 h para identificar los signos de infeccion temprana
(incremento del diametro celular y del nucleo en un 25-50%), tardia (cese del crecimiento,

apariencia granular y desprendimiento) y muy tardia (lisis celular).
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4.7. Generacién de stocks virales

Una vez que las células mostraron signos de infeccion muy tardia se recolect6 el medio de cada
pozo, se transfirid a un tubo estéril de 15 ml y se centrifugé a 500 x g durante 5 minutos para
separar las células. El sobrenadante que contenia el stock viral P1 se transfirié a un tubo estéril
de 15 ml y se almaceno a 4°C protegido de la luz; mientras que el pellet con las células que
contenian la proteina fue tratado con buffer laemmli y las proteinas fueron separadas por SDS-
PAGE (ver 4.9.), el gel fue transferido a una membrana de PVDF (polivinilo de fltor) y la
presencia de la proteina se observd mediante Western Blot con anticuerpo anti-histidinas (ver
4.10.).

Nuevas células adheridas en cajas de cultivo de 6 pozos fueron infectadas con el stock viral P1
(1x10° ufp/ml) a un MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,5 para la generacion del stock viral P2
(1x10" ufp/ml), que posteriormente se us6 para infectar nuevas células adheridas en cajas de
cultivo (75 cm®) a un MOI de 2 con el objetivo de generar el stock viral P3 (1x108 ufp/ml)
(Figura 4). Las células infectadas se incubaron a 27°C en condiciones libres de CO2 y una vez
gue mostraron signos de infeccidn tardia, se recolectd el medio de cada caja, se transfirié a un
tubo estéril de 15 ml y se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos para separar las células. El
sobrenadante que contenia el stock viral se transfirié a un tubo estéril de 15 ml y se almacené a
4°C protegido de la luz; mientras que las células fueron almacenadas a -20°C para posterior
extraccion de proteinas recombinantes. El stock viral P3 fue usado para infectar nuevas células

bajo las condiciones mencionadas anteriormente y aumentar la expresion de la proteina.
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Figura 4. Representacion esquematica del proceso para la generacion de stocks virales. Inicia con la
transfeccion con bacmidos recombinantes en cajas de 6 pozos, obtencién del stock viral P1 (1x106 ufp/ml) y
confirmacion de la expresion de la proteina, seguido de infeccidn con el stock viral P1 a un MOI de 0.5 en cajas de 6
pozos, obtencion del stock viral P2 (1x107 ufp/ml) y extraccion de la proteina; infeccién con stock viral P2 a un
MOI de 2 en cajas de 75¢cm?, obtencion del stock viral P3 (1x108 ufp/ml) y extraccion de la proteina finalizando con
infeccion con stock viral P3 a un MOI de 2 en cajas de 75cm? y extraccion de la proteina. MOI: Multiplicidad de
infeccion.

4.8. Extraccion de la proteina

A partir de la infeccidn con los stocks virales 2 y 3 se recolecto el medio de cada caja en tubos de
15 ml y se centrifugo a 500 x g durante 5 minutos, el pellet se tratd con buffer de lisis (Tis-Hcl
[50mM] pH: 7.5, NaCl [0.5M], Nonidet P-40 0.5%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo [1mM],
iodacetamida [ImM], EDTA [1mM], leupeptina [1pg/ml]); seguido de incubacién en hielo por

30 min. Posteriormente las células fueron sometidas a choque térmico en agua a temperatura de
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ebullicién durante 5 minutos, seguido de hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 13000 rpm
durante 10 min a 4°C. Las proteinas extraidas fueron separadas por SDS-PAGE (ver 4.9), el gel
fue transferido a una membrana de PVDF y la presencia de la proteina se observd mediante

Western Blot con anticuerpo anti-histidinas (ver 4.10.).

4.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Para la separacion de las proteinas por SDS-PAGE se prepar6 un gel separador al 12% y un gel
concentrador al 4% que contenian agua destilada, Tris-HCI 1.5M (pH 8.8), dodecil sulfato de
sodio (SDS) 10%, acrilamida/Bis 30%, persulfato de amonio (APS) 10% y la reaccion fue
polimerizada con TEMED; el gel separador se dispuso en un molde de vidrio de 0.75mm seguido
de 100 pl de isopropanol (IPA); una vez gelificado se retird el IPA, se agregd al molde el gel
concentrador y se incorpor6 peine para marcar los pozos. Posteriormente se retird el peine, se
limpiaron los pozos y el molde se pas6 a cdmara para electroforesis (BIORAD) con buffer de
corrido pH 8.3 (Tris 0.25M, glicina 2M, 1% de SDS). Las proteinas se trataron con buffer
laemmli (Tris-HC1 60 mM pH 6.8, 25% glicerol, 10% SDS, 0.5% azul de bromofenol, 5% [-
mercaptoetanol) en relacion 1:3, se calentaron durante 5 min a temperatura de ebullicién y se

separaron en el gel.

4.10. Western Blot

Una vez las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE el gel fue transferido a una membrana de
polivinildenedifloride (PVDF) en camara de transferencia (BIORAD). Posteriormente la
membrana fue lavada con buffer fosfato salino (PBS) que contenia tween al 0.05% durante 5 min
(3 veces) y bloqueada con leche al 5% en PBS-tween al 0.05% a temperatura ambiente en
agitacion constante durante 1 hora, seguido de lavado con PBS-tween al 0.05% durante 5 min (3
veces); después se incubo con anticuerpos anti-histidinas a una dilucion 1:4500 a temperatura

ambiente con agitacion constante durante 1 hora, se lavo con PBS-tween al 0.05% durante 5 min
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(3 veces) y finalmente la presencia de la proteina se revelo con Kit de sustrato de peroxidasa
(VECTOR).

4.11. Purificacion de la proteina

La proteina recombinante fue sometida a cromatografia de afinidad utilizando el equipo de
purificacion AKTA™ START con el software de control UNICORN start versién 7.0.
Brevemente se utilizé una columna His Trap™ FF de 1 ml y se lavo con buffer A pH 7.4 (20
mM imidazol, 0.5 M NaCl, 20 mM NaH2POa), luego se paso la proteina por la columna para la
union a la resina, seguido de un lavado con triton al 0.1% en buffer A y finalmente se llevd a
cabo una elucidn isocrética con 100% de buffer B pH 7.4 (500 mM imidazol, 0.5 M NaCl, 20
mM NaH2POs), en 5 volimenes de columna (VC) y adicionalmente se recolecto la fraccion final.

4.12. Didlisis

La proteina se dializ6 empleando una membrana semipermeable que permitiera el intercambio
entre el Buffer B en el que quedo disuelta la proteina, y PBS 1X. Brevemente la proteina
purificada se dispuso dentro de la membrana cerrada por ambos lados y posteriormente fue
sumergida en PBS 1X filtrado, a 4°C en agitacion leve; se realiz6 cambio de PBS 1X cada 4
horas durante 48 h. Una vez dializada, la proteina fue concentrada con polietilenglicol, luego se

extrajo de la membrana y finalmente se almaceno a -20°C hasta su uso.

4.13. Ensayo de union de la proteina rPvTRAP a linea celular hepatica ATCC® HB-8065

Células HepG2 (derivadas de un carcinoma hepatocelular; ATCC® HB-8065) fueron cultivadas
hasta obtener una confluencia del 70-80%. Posteriormente las células fueron despegadas y

lavadas en PBS 1X y el porcentaje de viabilidad fue evaluado mediante azul de tripan.
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Brevemente, se incubaron 25ug de rPvTRAP con 2x10° de células HepG2 durante toda la noche
a 4°C en constante agitacion. Luego la proteina no unida fue removida mediante centrifugacion y
las células fueron lavadas con PBS 1X con 0,5% de albdmina sérica bovina. Para visualizar la
interaccion célula-proteina, se adiciond un anticuerpo anti-histidinas conjugado con APC
(Allophycocyanin) durante 20min a temperatura ambiente en agitacion constante seguido de
incubacion con yoduro de propidio (Thermo Fisher) como marcador de viabilidad, como control

negativo se usaron células HepG2 sin proteina y se adicioné un control del anticuerpo.

El nimero de células vivas que emitieron fluorescencia fue leido en FACSCAnto Il (BD

Bioscience) y los resultados fueron analizados con el software Flowjo (TreeStar).
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5 RESULTADOS

5.1. Generacidn de los plasmidos recombinantes pFastBac-pvtrap y pFastBac-pvtrap-vW-tsr
en celulas E. coli TOP 10 competentes

El gen pvtrap que codifica para la proteina PvTRAP fue amplificado por PCR utilizando
cebadores especificos (tabla 1) a partir de ADNg de la cepa Vivax Colombian Guaviare-1 (VCG-
1). Se obtuvieron dos fragmentos uno de 795 pb que corresponde a la regidn que codifica para el
dominio funcional von Willebrand y TSR (pvtrap-vW-tsr) y otro de 1407 pb que codifica para el
ectodominio de la proteina PvTRAP (Figura 5).

pb MPM 1 pb MPM 1

pvtrap pvtrap-vW-tsr

Figura 5. Amplificacion del gen pvtrap y el domino vVW-TSR. Electroforesis en geles de agarosa al 1% de los
productos de amplificacion por PCR a partir de ADNg de la cepa Vivax Colombian Guaviare-1 (VCG-1). (a) Gel de
agarosa que mostro el producto de amplificacion del gen pvtrap. 1 - Fragmento de 1407 pb que corresponde al peso
esperado del producto de amplificacién (b) Gel de agarosa que mostro el producto de amplificacion del gen pvtrap-
vW-tsr. 1 - Fragmento de 795 pb que corresponde al peso esperado del producto de amplificacion. pb: pares de
bases; MPM: marcador de peso molecular HyperLadder 50 pb (Bioline).

Estos productos fueron tratados y posteriormente ligados en el vector pFASTBac-HT-C. Este
plasmido contiene: 1) una secuencia que codifica para una cola de 6 histidinas, que se expresa al
extremo N-terminal de la proteina de interés; 2) el promotor fuerte de la polihedrina para inducir
altos niveles de expresion de la protein de interés; 3) Dos transposones Tn7L and Tn7R ubicados

al 5 y 3’ del gen de interés; 4) un gen de resistencia a ampicilina para seleccion de los plasmidos
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recombinantes; 5) un gen de resistencia a gentamicina para seleccion de los bacmidos
recombinantes y 6) una sefial de poliadenilacion del virus SV40 (Figura 6). La ligacion fue usada
para transformar bacterias TOP10 competentes que se seleccionaron sobre agar LB con
ampicilina. Como se muestra en la Figura 7, en el agar crecieron colonias aisladas de color
blanco-grisaceo. De alli se seleccionaron cinco colonias para confirmar la presencia y correcta

orientacion de los fragmentos clonados.

pFastBac™HT C

4258 bp

Figura 6. Representacion grafica del vector pFastBac-HT-C. Se observa el vector pFastBac-HT-C de 4858 pb
que se encuentra conformado por los origenes de replicacion (f1 ori/ori) en color amarillo, dos genes de resistencia a
ampicilina (AmpR) y a gentamicina (GmR) en color verde, dos sitios de transposicion (Tn7R y Tn7L) en color
rosado, el promotor de polihedrina en color blanco, una secuencia que codifica para una cola de 6xHis en el N-
terminal y un sitio de restriccion (TEV) en color morado, un sitio de clonaje maltiple en color azul y una sefial de
poliadenilacion (SV40) en gris. Imagen tomada de Snapgene.
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Colonias
grandes y
aisladas

Figura 7. Colonias de células E. coli TOP10 competentes transformadas

Ejemplo de las colonias transformadas grandes y aisladas, sefialadas en rojo.

Mediante PCR de colonia se amplificd una banda de peso molecular esperado para ambos
fragmentos (Figura 8). Para el fragmento que codifica el ectodominio se esperaba una banda
de 1409pb mientras que para los dominios VW-TSR una banda de ~ 795pb. De las cinco
colonias evaluadas para PvTRAP todas fueron positivas para la amplificacion del producto
esperado, mientras que para los dominios VW-TSR solo cuatro colonias fueron positivas

(Figura 8).

a.
pb MPM 1 2 3 4 5

2000 —
1400 —
1000 —

300 —

pvirap pvtrap-vW-tsr

Figura 8. PCR de colonia de E. coli TOP10 competente transformada. Electroforesis en geles de agarosa al 1%
de los productos de amplificacion por PCR a partir de colonia transformada (a) 1-5 PCR de colonia transformada
con el gen pvtrap en el vector pFastBac-HT-C; colonias 1, 2, 3, 4 y 5 positivas. (b) 1-5 PCR de colonia transformada
con el gen pvtrap-tsr en el vector pFastBac-HT-C; colonias 1, 3, 4 y 5 positivas. Pb: pares de bases; MPM:
marcador de peso molecular HyperLadder 11 (Bioline).
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Dos plasmidos recombinantes de cada fragmento (ectodominio o los dominios VW-TSR)
fueron purificados y tratados con enzimas de restriccion para confirmar la correcta
orientacion de los insertos. Los plasmidos recombinantes pFastBac-pvtrap con un tamafio de
6216pb (4809 pb del vector pFastBac-HT-C + 1407 pb del gen pvtrap) fueron tratados con la
enzima Pstl, mientras que los plasmidos recombinantes pFastBac-pvtrap-vW-tsr con un
tamafno de 5604pb (4809 pb del vector pFastBac-HT-C + 795 pb del gen pvtrap-vW-tsr)
fueron tratados con la enzima Kpnl. Para los plasmidos pFastBac-pvtrap se esperan tres
cortes uno al final del inserto y otro fuera del sitio mdltiple de clonaje dejando dos
fragmentos de 398pb y uno de 5818 pb (Figura 9). Para los plasmidos pFastBac-pvtrap-v\W-
tsr se esperaba la presencia de tres fragmentos de aproximadamente 212pb, 521pb y 4871 pb
debido a que la enzima realizaba dos cortes dentro del gen de interés y uno fuera del sitio de

clonaje (Figura 9).

Pstl Kpnl Kpnl

cen ey = Kpnl pb MPM 1 2 3 4
Gen p‘i:m;»rn'.k,

pFastBac-pvrrap

pFastBac-pvtrap-
vIV-tsr
5604 pb

6216 pb

Figura 9. Tratamiento enzimatico de los plasmidos recombinantes pFastBac-pvtrap y pFastBac-pvtrap-tsr.
Representacion esquemaética de los cortes enziméticos en los plasmidos y electroforesis en geles de agarosa al 1% de
uno de los plasmidos tratados de cada fragmento (a) Representacion esquemaética de los cortes enzimaticos en los
plasmidos; izquierda pFastBac-pvtrap, el vector pFastBac-HT-C se encuentra representado en color azul oscuro y el
gen pvtrap de 1407 pb insertado en color azul claro para un tamafio final de 6216 pb con sus respectivos cortes;
derecha pFastBac-pvtrap-tsr el vector pFastBac-HT-C se encuentra representado en color azul oscuro y el gen
pvtrap-tsr de 795 pb insertado en color azul claro para un tamafio final de 5604pb con sus respectivos cortes. (b)
Electroforesis de los plasmidos tratados; 1- plasmido pFastBac-pvtrap-tsr no tratado; 2- plasmido pFastBac-pvtrap-
tsr tratado enzimaticamente, se obtuvieron 3 fragmentos de 212pb, 521pb y 4871 pb; 3- plasmido pFastBac-pvtrap
no tratado; 4- pldsmido pFastBac-pvtrap tratado enzimaticamente, se obtuvieron 2 fragmentos de 398pb y 5818 pb.
Pb: pares de bases; MPM: marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
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Una vez obtenidos los datos de la confirmacion de la presencia y correcta orientacion de los
plasmidos recombinantes seleccionados, se extrajo al ADN plasmidico de cada uno y se
obtuvo la secuencia mediante la técnica de Sanger (Macrogen). Se obtuvieron
electroferogramas con picos definidos que permitieron obtener con un alto grado de certeza
la secuencia a nivel de nucle6tidos y de proteina de los fragmentos de pvtrap amplificados de
la cepa VCG1 de Plasmodium vivax (Figura 10). La secuencia de aminoacidos y de
nucleotidos obtenidos fueron alineados con las cepas de referencia de P. vivax denominadas
Sal-1 y PvPOl1 (Figura 11-Anexo 1). Los alineamientos muestran que nuestra secuencia
(VCG-1) no presento ningin cambio a nivel de aminoacidos (Figura 11) ni de nucleétidos
con la cepa Sal-1. Sin embargo al compararla con la reciente cepa secuenciada PvP01, se

encontraron cambios a nivel de aminoacidos que son descritos en la tabla 2.

Tabla 2. Cambios en la secuencia de aminoacidos de la PvTRAP entre la cepa VCG-1y PvP01

Ndmero Aminoacido Cepa
Treonina VCG-1

122 Serina PvPO1
Treonina VCG-1

124 Serina PvPO1
Valina VCG-1

162 Isoleucina PvPO1
Arginina VCG-1

168 Treonina PvPO1
Asparagina VCG-1

174 Lisina PvPO1
Valina VCG-1

188 Isoleucina PvPO1
Prolina VCG-1

208 Treonina PvPO1
Lisina VCG-1

270 Glicina PvPO1
338 Glicina VCG-1
Arginina PvPO1
a2 Asparagina VCG-1
Lisina PvPO1
A76 Acido glutamico VCG-1
Alanina PvPO1
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GTTATCCTAATGACTG ATGGTGTACCCAACAGT AAATACAGAG CCTTGG AGETAGCCAATAAATT AN AGEAAAG AAATGTGAGTTTGGCTGTTAT AG
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140 150 160 170 180 190 200 230
FAGCEOTOTCAAGGE APACC ATEAAC TTGTAT ATGAATTTATT TGGAAACTACACAACTE AATTEAT AAGGC TTGGOAGTGGO CAGTOTATAGACA LA

o o e AW A
Figura 10. Fragmento de los electroferogramas de los plasmidos recombinantes pFastBac-pvtrap y pFastBac-
pvtrap-vW-tsr. a. Fragmento del electroferograma de uno de los tres plasmidos recombinantes de pFastBac-pvtrap.
b. Fragmento del electroferograma de uno de los tres plasmidos recombinantes de pFastBac-pvtrap-vW-tsr. En
ambas secuencias se evidencian picos definidos que confieren alto grado de certeza a la secuencia obtenida.
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ARYCTEVERYANCGPWDPWT ACSYTCGRGTHSRSRPS LHEXCTTHMYVSECEEGECPVEPEPL
AKVCTEVE PWT ACSYTCGRETHS RS RPS LHE «CTTHMVSECEEGECPVEPEPRL
AKVMOTEWVE PWTACSYTLGRGTHSRSRPS I HF - CTTHMVSECEEGECPVEPEPRPL
AKVCTEVE PWIACSYTICGRGIHSRSRPSLHE “CTTHMYSECEEGECPVEPEPL
3 ARYCTEVERYANCGP WDPWT ACSYTCGRGTHSRSRAS LHEXCTTHMYVSECEEGECPVEPEPL
Colania 2 FFI AKVOTEVERVANCGFWORWT ACSVTCGRETHSRERPS LHEXCTTHMYVSECEEGECPVERPEPRL
Cepa PyPaL PPl AKYVOTENVERVANCGPWOPWTACSYTCGRGTHSRSRPS I HE GO CTTHMYVSECEEGECPVEPEPRPL
R I T T R B T S R B B S N B I I I S I

Figura 11. Alineamiento del dominio VW-TSR entre las colonias obtenidas y las cepas de P. vivax Sall y
PvPO01. Alineamiento de las secuencias de las colonias 21 y 23 del plasmido pFastBac-pvtrap, las colonias 30, 32, y
33 del plasmido pFastBac-pvtrap-vW-tsr (todas de la cepa VCG-1), cepa Sal-1 y cepa PvP01. Los aminoacidos que
son idénticos en todas las secuencias se encuentran en gris; los aminoacidos que presentan cambios entre las cepas
estan sefialados en color rojo. En la parte inferior del alineamiento se indica el grado de similitud entre las
secuencias de las cepas donde: (*) indica aminoacidos idénticos, (:) indica alta similitud, (.) indica bajasimilitud
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5.2. Generacion de bacmidos recombinantes en células E. coli DH10Bac competentes

Una vez confirmados los plasmidos pFastBac-pvtrap y pFastBac-pvtrap-vW-tsr, se generaron
bacmidos recombinantes mediante trasformacion en células E. coli DH10Bac competentes; estas
células contienen un vector lanzadera (bacmido) con un sitio blanco de transposicion
denominado “mini-attTn7” y un vector ayudador el cual suple las proteinas de transposicion. La
generacion de bacmidos ocurrié gracias a la transposicion especifica entre el elemento mini-Tn7
presente en el vector pFastBac y el sitio objetivo mini-attTn7 localizado en el bacmido mediado
por las proteinas de transposicion. Si la transposicion ocurre, se bloguea la expresion del gen
lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa y que se encuentra localizado en el sitio de
transposicion. A nivel fenotipico se puede evidenciar en el crecimiento de colonias de color
blanco; si la transposicién no ocurre, el gen lacZ se expresa y es capaz de hidrolizar el sustrato
(X-gal) presente en el medio y como consecuencia se obtienen colonias de color azul (Figura
12).

Ny Colonias
blancas

Figura 12. Colonias de E. coli DH10Bac transformadas. Foto obtenida de las bacterias transformadas con el
vector pFastBac-pvtrap-vW-tsr. (a) Crecimiento de las colonias transformadas sobre agar LB suplementado con
antibidticos, X-gal e IPTG. El IPTG se utilizé para inducir la transcripcion del gen de la B-galactosidasa mientras
que el X-gal se uso como sustrato de la enzima. Se observo un abundante crecimiento de colonias de color azul y
blanco. (b) A partir del creimiento bacteriano obtenido en a, se seleccionaron 10 colonias blancas y se re-sembraron
en un agar con la misma suplementacion. Se observé que todas las colonias seleccionadas son de color blanco, lo
que indica una exitosa transposicion.

Se seleccionaron 5 colonias blancas y se confirmo la presencia del gen mediante PCR usando
los cebadores pUC/M13-Directo y reverso (ver 4.4.1). El peso del bacmido recombinante fue
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calculado sumando el peso del bacmido con la transposicion del plasmido pFastBac-HT-C
(172430 bp ) mas el peso del inserto; por lo tanto el peso del bacmido esperado para pvtrap
fue de (13837 bp y para pvtrap-tsr fue de (13225 (Figura 13).

a. b.

1 2 3 4 § MPM pb pb  MPM 1 2 3 4 5

pvtrap-Bacmido pvtrap-vW-isr-Bacmido

Figura 13. PCR de colonia de E. coli DH10Bac competente transformada. Electroforesis en geles de agarosa al
1% de los productos de amplificacién por PCR a partir de las colonias blancas transformadas (a) 1-5 PCR de colonia
de bacterias transformadas con el plasmido pFastBac-pvtrap; colonias 2, 3 y 4 positivas (b) 1-5 PCR de colonia de
bacterias transformadas con el plasmido pFastBac-pvtrap-vW-tsr; colonias 1, 2, 3 y 5 positivas. Pb: pares de bases;
MPM: marcador de peso molecular HyperLadder | (Bioline)

A las colonias positivas confirmadas por PCR se les realizo extraccion de los bacmidos

recombinantes y fueron nombrados Bac-pvtrap y Bac-pvtrap-vW-tsr.

5.3. Células Sf9 derivadas de Spodoptera frugiperda expresan exitosamente la proteina
PVTRAP y PvTRAP-vW-TSR

Los bacmidos recombinantes Bac-pvtrap y Bac-pvtrap-vW-tsr fueron transfectados en la linea
celular Sf9 derivada de Spodoptera frugiperda donde la proteina se expreso bajo el control del

promotor de la polihedrina (proteina encargada de generar los virus ocluidos).

Las células presentaron efecto citopatico que vario con el tiempo post-infeccidn. Se presentaron
signos de infeccion viral temprana, tardia y muy tardia. La infeccion temprana se dio entre las
primeras 48 horas donde se evidencio un crecimiento entre el 25 y el 50% del diametro celular y
nuclear debido a la replicacion del genoma viral, sequido de un cese en el crecimiento,
apariencia granular y desprendimiento entre las 48h y las 120 h post infeccion debido al inicio de
la expresion de las proteinas virales, ensamblaje y gemacion de la particula viral, que contind
con la expresion tardia del gen de interés bajo el control del promotor de la polihedrina y muerte
celular entre las 120 h y 168 h post infeccion. Los cambios morfologicos y de densidad mas
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evidentes se dieron luego de las 72 h cuando el virus ya se encuentra en la expresion de las
proteinas junto al ensamblaje de la particula viral (figura 14).

PfAMA

(Control positivo) PVTRAP PVTRAP-vW-TSR  Control negativo

24 h
P. L

72 h
P.l.

120 h
P.l.
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P.1.
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Figura 14. Efecto citopatico en células Sf9 infectadas us recombinante. Se observa un cambio en
la morfologia (aumento del tamafio, apariencia granular y signos de lisis) y una disminucion en la densidad celular
con el paso de las horas después de la infeccidn, las células no infectadas (control negativo) presentan un cambio de
morfologia de alargada a redonda debido a su continuo crecimiento y espacio limitado. P.l.: Post-Infeccion; I:

Infeccion; h: hora.

Posterior a la infeccion, la presencia de la proteina se confirm¢ tratando las células con buffer
laemmlii y las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE .La visualizacion de la proteina fue
posible por Western Blot (ver 4.10) utilizando anticuerpo Anti-Histidinas que se unién a la cola
de histidinas en el extremo N-terminal de la proteina. Se obtuvo una banda de (175 kDa
correspondiente al ectodominio PvTRAP (nombrada como rPvTRAP) y una banda de (140 kDa
correspondiente a el dominio VW y TSR (nombarada como rPvTRAP-TSR) (Figura 15).

kDa MPM 1 2 3 4
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Figura 15. Expresion de rPvTRAP y rPvTRAP-vW-TSR. Western Blot de la expresion de rPvTRAP y rPVTRAP-
TSR 1. Control positivo: expresion en baculovirus de un fragmento de la proteina PTAMA; 2. Expresion de
rPvTRAP con un peso (175 kDa; 3. Expresion de rPvTRAP-TSR con un peso (140 kDa, 4. Control negativo: Células
SF9 transfectadas sin vector. MPM: Marcador de peso molecular BLUESstain Protein Ladder.

Una vez se confirmé la expresion de rPVTRAP, la proteina fue extraida de los cuerpos de

oclusion utilizando buffer de lisis (ver 4.9) y fue purificada empleando una resina de Acido
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Nitriloacético-Niquel (Ni-NTA) a la que se unio la cola de histidinas de la proteina y

posteriormente se eluyd con imidazol. Se realizé Dot Blot y Western Blot para confirmar la

presencia y peso de la proteina purificada. (Figural6)

1 2 3 + 5

© 06 O

Figura 16. Purificacion de rPvTRAP. Dot Blot de la purificacién, 1-5 fracciones de rPvTRAP purificada, las
fracciones 1, 2 y 3 presentan mayor concentracion de la proteina.

Para confirmar la presencia de una Unica banda luego de la purificacion, las fracciones con la
mayor cantidad de proteina se unieron y se realizd tincion con azul de coomassie, donde se

observo una unica banda correspondiente a rPvTRAP (Figura 17)
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Figura 17. Pureza de rPvTRAP. Tincion de coomassie. 1- se observa una Gnica banda de (63 kDa correspondiente
a rPvTRAP. MPM: Marcador de peso molecular BLUESstain Protein Ladder.

52



5.4. La rPVTRAP se une a la linea celular hepatica ATCC® HB-8065

La actividad de unidn se realiz6 sobre células de origen hepatico que corresponden a las células
blanco de Plasmodium. Del total de eventos obtenidos el 94% correspondian a células vivas
(viabilidad celular monitorizada con PI). Sobre estas células se encontré que la proteina se unia
las células hepaticas alrededor de un 6.15% (Figura 18).
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Figura 18. Unidn de rPvTRAP a HepG2 cells medido por citometria de flujo de unién (a) Dot plot de la unién
de la proteina a hepatocitos, en el eje de las abscisas se muestra la sefial obtenida con al anticuerpo anti-hisitinas
acoplado al fluorocromo APC mientras que, en el eje de las ordenadas se muestra la fluorescencia emitida por el
yoduro de propidio, Q1= Células muertas (5.98%), Q2= Células muertas con anticuerpo antihistidinas unido, que
correspondi6 solo al 1.86%, Q3= Células vivas con anticuerpo antihistidinas unido, que corresponde a la union total
de la proteina a las células hepaticas (6.15%), Q4= Células vivas (86.0%). b. Histograma de la unién de la proteina a
hepatocitos. Se muestra la sobreposicion de la sefial emitida de células HepG2 sin proteina (color aguamarina) y las

células en presencia de proteina recombinante (color rojo). Un desplazamiento hacia la derecha respecto al control
negativo indica interaccion proteina-célula.
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DISCUSION

El proceso de invasion de los apicomplexa esta mediado por la interaccion entre las proteinas
presentes en la superficie de los diferentes estadios parasitarios durante el ciclo de vida y
receptores en la superficie de las células diana; convirtiendo a dichas interacciones en un punto
clave en el desarrollo de vacunas o medicamentos contra malaria. Como se ha descrito
anteriormente la proteina TRAP en especies como P. falciparum es una de las proteinas mas
importantes del esporozoito por ser necesaria para que se de la invasion a los hepatocitos, siendo
este el primer paso en el establecimiento de la infeccion.®® TRAP es una proteina conservada en
los parasitos apicomplexa, que se caracteriza por la presencia de uno o més dominios de
repeticion de trombospondina tipo | (TSR) y/o un dominio A similar al Factor von Willebrand,
ademas de un dominio de cola citoplasmatica con un residuo de triptéfano subterminal que
cumple un papel importante en la localizacion de la proteina en los micronemas y en la invasion

al permitir la conexidn con el motor actina miosina del parasito.*

Se han descrito proteinas presentes en Plasmodium como CSP que comparten dominios
funcionales con TRAP, asi como también sus homdélogos en otros apicomplexa como la proteina
micronemal 2 en Toxoplasma gondii (TgMIC2), la proteina micronemal 2 en Neospora caninum
(NcMIC2), la proteina adhesiva relacionada con TSP en Cryptosporidium (TRAP-C1), la
proteina micronemal-1 en Eimeria tenella (EtMIC1) y la proteina anénima relacionada con
trombospondina en Babesia bovis (BbTRAP) y Babesia gibsoni (BgTRAP); que también

cumplen un papel importante en la invasion a sus células diana.*

A pesar de los avances en el estudio de estas y demas proteinas el panorama en el desarrollo de
una vacuna contra Plasmodium vivax se ha visto retrasado en comparacion con Plasmodium
falciparum, esto debido principalmente a que Plasmodium vivax presenta caracteristicas
biologicas particulares, como el desarrollo de hipnozoitos en el higado y su preferencia a invadir
exclusivamente eritrocitos inmaduros (reticulocitos). Esto ultimo se ha convertido en un gran
obstaculo en el mantenimiento de un cultivo continuo in vitro estandarizado debido a que estas

células son fragiles, de maduracion rapida y representan solo del 1-2% del total de gl6bulos rojos
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de sangre periférica humana en un adulto, resultando dificil su obtencion. ' Adicionalmente, los
estudios en Plasmodium vivax son menos por ser una especie con bajas tasas de mortalidad en
comparacion con P. falciparum. Sin embargo P. vivax tiene una alta tasa de morbilidad que
tiene como consecuencia la incapacidad del paciente para desempefiarse en sus actividades
cotidianas y que se ve reflejado en su desarrollo y calidad de vida como individuo y que
representa un problema para la sociedad. Por otro lado, se conoce poco acerca de los estadios
extraeritrocitarios debido en gran parte a la ausencia de un sistema conveniente para cultivar
estas etapas in vitro y la ardua y costosa obtencion de una colonia de mosquitos que permita el
desarrollo de esporozoitos, ademéas de las implicaciones que representa el desarrollo de

hipnozoitos en estudios de inhibicion del desarrollo del parasito en el hepatocito.

Por consiguiente, desde que en 1977 Itakura y colaboradores®® expresaron por primera vez con
éxito una hormona de mamifero en E. coli, el uso de sistemas heter6logos para la expresion de
proteinas recombinantes se convirtié en la mejor alternativa para estudios de estructura y funcion
de proteinas in vitro de una manera mas sencilla. Es por esto, que el presente estudio tuvo como
objetivo la generacion de la proteina andnima relacionada con trombospondina de Plasmodium
vivax recombinante (rPvTRAP) que posteriormente se incubo con células hepaticas para evaluar
su interaccion y asi comprender méas a cerca del proceso de invasion del esporozoito y el papel
que cumple esta proteina en una especie de Plasmodium que afecta significativamente la salud de

paises latinoamericanos y sudasiaticos como lo es P. vivax.

Dentro de los métodos utilizados en este estudio se encuentra la expresion de la proteina
rPVTRAP utilizando el sistema de expresion de Baculovirus. A pesar de que los sistemas de
expresion procarioticos presentan ventajas frente al sistema de Baculovirus por su rapida tasa de
crecimiento, costo relativamente bajo y facilidad de manipulacion genética, estos sistemas no
pueden realizar las modificaciones postraduccionales como glicosilacion, acilacion, fosforilacion
y formacién de enlaces disulfuro requeridas para el plegado adecuado de la proteina en su
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, alterando su funcién bioldgica.>® En contraste, el
sistema de expresion de Baculovirus tiene ventajas como la incorporacién de genes de gran

tamano, altos niveles de expresion proteica utilizando promotores como el de la polihedrina y la

55



capacidad de realizar modificaciones postraduccionales con un correcto plegamiento de la
proteina y una conformacion muy similar a la nativa , lo que permite asegurar condiciones in

vitro con una proteina funcional lo més cercanas a las que se dan in vivo en el parasito.*04445

En este estudio se logré obtener baculovirus recombinantes a través de un porceso de doble
transformacion celular. En un primer paso se obtuvo un vector que contenia el inserto de interés
y los elementos necesarios para permitir la generacion viral en una segunda bacteria de E. coli.
Alli la presencia del ADN del bacmido, junto a un plasmido ayudador permitio la transposicién
del inserto dentro del genoma del bacmido. El uso del ADN del bacmido y de un lipido cationico
permitio el ingreso del ADN viral a las células de insecto para la produccion viral. Los virus
producidos que incorporaron los genes de pvtrap y pvtrap-vw-tsr fueron expresados bajo el
control del promotor de polihedrina. Una vez las células fueron transfectadas el efecto citopatico
se presentd después de las 72 horas (figura 11), lo que fue interpretado como una sefial de la
expresion de la proteina, sin embargo para la estandarizacién y optimizacion de la expresion se
tuvo en cuenta el inicio de la produccion de virus brotantes y el inicio de la expresion de
proteinas bajo el control del promotor de polihedrina durante la fase muy tardia que se da entre
las 24 y 96 horas post infeccion °*, esto permitio la obtencion de stocks virales de alto titulo y un

producto recombinante de alta calidad sin presencia de degradacion.

El gen pvtrap amplificado de [1 1407 pb (Figura 5b) codifico para un polipéptido correspondiente
a la rPvTRAP, que se observo por Western Blot como una Unica banda de 170 kDa (Figura 12).
Aunque el peso molecular esperado del ectodominio completo de PVTRAP es de
aproximadamente 53kDa, nosotros encontramos un peso superior al esperado. Previos estudios
con PVTRAP expresada en E. coli mostraron un peso aproximado de 66kDa. Los mismos
resultados han sido reportados para la migracion de la proteina PfTRAP, lo que sugiere que,
TRAP presenta una migracion anomala debido probablemente a su composicién protéica. Se ha
reportado que la presencia de repeticiones de aminoacidos pueden generar migraciones anomalas
en geles de SDS-PAGE. La rPvTRAP purificada se unié a células HepG2 (Figura 14) lo que
confirma su funcidn bioldgica ademas de la correcta expresion de la proteina. Previos estudios en

P. falciparum han mostrado que la proteina PFTRAP interactta con glicoconjugados
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presentes en la membrana de la célula hepatica. Asi mismo se ha descrito que PFTRAP tambien
interactdia especificamente con la Fetuina y con la integrina avp3 sobre el hepatocito®, lo que
muestra la capacidad de esta proteina para establecer interacciones de tipo receptor-ligando %,
En otros Apicomplexa como Babesia, se ha reportado que BbTRAP y BgTRAP en Babesia, se
expresan y localizan en el extremo apical de merozoitos y los anticuerpos dirigidos al
ectodominio de BbTRAP inhiben la invasion a eritrocitos in vitro.® Nuestros resultados se
ajustan con la participacion de TRAP de P. vivax en su interaccién con la celula hospedera que
sugiere un correcto plegamiento de la proteina utilizando el sistema de expresion de Baculovirus
que fue capaz de realizar modificaciones postraduccionales obteniéndose resultados que

concuerdan con los obtenidos por otros autores sobre la union de TRAP. 2

Finalmente de esta investigacidon se obtuvo por primera vez la secuencia en acidos nucleicos y
aminoacidos de la PvTRAP de la cepa VCG-1. Esta presentd cambios con una de las cepas de
referencia de P. vivax denominada PvPOl de origen Asiatico. Los cambios obtenidos podrian
estar relacionados con la distribucién geografica y con la posible funcién de distraccion inmune

como ha sido reportado para otros antigenos en malaria.

Los resultados obtenidos en esta investigacion no solo representan un aporte al entendimiento del
proceso y mecanismos de invasion del esporozoito de P. vivax al hepatocito, también da una idea

de los posibles procesos que se dan con los homoélogos de la proteina en otros apicomplexa
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7. CONCLUSIONES

El sistema de expresion de Baculovirus permite la expresion de proteinas recombinantes
con modificaciones postraduccionales con un correcto plegamiento que le permite a la

proteina llevar a cabo su funcion biologia in vitro.

Las células Sf9 derivadas de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda son adecuadas
para la infeccion con Bacmidos recombinantes, para la expresion de proteinas

recombinantes, bajo el control del promotor de la polihedrina.

La rPvTRAP purificada se une a receptores presentes en la superficie de la linea celular
hepatica ATCC® HB-8065, confirmando su funcion biolégica e importancia en el

proceso de invasion.

La PVTRAP de la cepa VCG-1 presentd cambios en comparacion con una de las cepas de
referencia de P. vivax denominada PvPOl de origen Asiatico, debido posiblemente a la
distribucion geografica y a mutaciones que usa para la distraccion del sistema inmune en

el hospedero.
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36 46 56 66 76 86 96 106 116 126

Colonia 21 D
Colonia 23 D
Cepasal-1 D
Cepa PvPOL

136 146 156 166 176 186 196 206 216 226

Colonia 21 G
Colonia 23 G
Cepasal-l G
Cepa PvPO1

236 246 256 266 276 286 296 306 316 326

Colonia 21 P
Colonia 23 P
Cepasal-l P
Cepa PvPOL

336 346 356 366 376 386 396 406 416 426

Colonia 21 E
Colonia 23 E
Cepa sal-1 E
Cepa PvPO1

446 456 466 476 486 496

Colonia 21
Colonia 23
Cepa sa-1
Cepa PvPOL

Anexo 1. Alineamiento del ectodominio de PVvTRAP entre las colonias obtenidas y las cepas de P. vivax Sal-1y
PvP0O1. Alineamiento de las secuencias de las colonias 21 y 23 del plasmido pFastBac-pvtrap de la cepa VCG-1 y
las cepas Sal-1 y PvPOl. Los aminoacidos que son idénticos en todas las secuencias se encuentran en gris; los
aminodcidos que presentan cambios entre las cepas estan sefialados en color rojo (Ver tabla 2). En la parte inferior
del alineamiento se indica el grado de similitud entre las secuencias de las cepas donde: (*) indica aminoacidos

idénticos, (:) indica alta similitud, (.) indica baja similitud y los que no tienen nada indican ninguna similitud.



