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INTRODUCCION

5 especies del parasito intracelular obligado Plasmodium spp que
infecta a humanos.

Anopheles spp.

P. falciparum P. ovale P. malariae P. knowlesi
Y
[ P. vivax ]

-

https://m etode.es/los-porques-demetode/por-que-solo-pican-
los-mosquitos-hembra.html

Asia y América central y del sur
Colombia 60-75% de los casos
80 % en América

http://revistabionatura.com/plasmodium.html
https://es.wikivoyage.org/wiki/Am%C3%A9rica

Esporozoito estadio
infeccioso



CICLO DE INVASION
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https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-7252-0_3



MECANISMO DE INVASION
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Granulos densos InvaSién

http://bdigital.unal.edu.co/56609/7/LuisA.Baquero2017.pdf

Ribosomas

http://bdigital.unal.edu.co/56609/7/LuisA.Baquero2017.pdf

candidatas a — AMA-1,GAMMA,

Proteinas CSP, TRAP ,MSP-1 [
vacuna RBSA

TRAMP ]




PROTEINA APICAL DEL MEROZOITO RELACIONADA A LA
TROMBOSPONDINA
(TRAMP)

Peéptido sefal Dominio TSR |Dominio TM
(1-20) 234-284) (298-320)
sice | [l i T
Region Variable e ———

Bepion Conszervada

confiriendo una mejor especificidad de
union celula-huésped

https://www.mcdinternational.org/traini ia/spanish/dpdx/HT https://www.fmed.uba.ar/sites/default/files/2019-
ML/Frames/M-R/Malaria/vivax/body_malariadfvivschiz 09/Seminario%207%20Apicomplexa%202019.pdf

Esquizontes Proteina de
intraeritrocitarios micronemas

https:,
Ivalo

PVTRAMP caracterizada no ensayos
de unién a reticulocitos




OBJETIVOS

General J

Determinar si la proteina TRAMP en sus
fracciones conservada y variable de Plasmodium
vivax presenta capacidad de union a reticulocitos

humanos adultos.



Especificos J

1. Obtener clones
recombinantes para
los fragmentos
conservado y variable
de la proteina
TRAMP de
Plasmodium vivax

OBJETIVOS

2. Expresar los
fragmentos
conservado y variable
de la proteina
TRAMP empleando
un sistema procariota.

3. Evaluar la capacidad
de unidn de los
fragmentos conservado
y variable de la
proteina recombinante
TRAMP de P. vivax a
reticulocitos de
humanos adultos.



METODOLOGIA

Ensayos de

Obtencid
de clones




1.0Obtener clones recombinantes para los fragmentos conservado y variable de la proteina TRAMP de

Plasmodium vivax J

[ Muestra }

|

[ Disefio de cebadores ] ADN gendmico de [ PCR ]
i Plasmodium vivax i
Tamatio Masa
) del molecular Fase Temperatura | Tiempo | Ciclos
Fragmentos Secuencia de los cebadores producto (kD) |
(ph) Desnaturalizacion inicial 98°C 3min 1
Directo: Desnaturalizacién 98°C 10s
TICTGGCCATATGAACCCATCAGAATTIGAAATT
pviramp-re 413 15.2 Hibridacién 56°C a5sg | 35
TCCCTCGAGAAATAGGGAGTTACAAGGG
Elongacion 72°C | min
Directo:
TICTGGCCATATGTICCGAGAAATITAAAAGGCA Elongacién final 77°C Smin 1
priramp-rv 436 16,7
Reverso: Conservacié 10°C 10mi 1
TCCCTCGAGCTTTACATCTGCAGATTITAG -Onscrvacion , : e

Cebadores para la amplificacion del gen fragmentado en
pvtramp-rc y pvtramp-rv.

Gel de
agarosa

Condiciones de amplificacidn para fragmentos de pvtramp

Extraccion

Purificaciéon de plsmido



pvtramp-rc

(] pvtramp-rc+pET32b+
Mesl Aval _T 4
pytramp-rv Ligasa
@ | O | (T
() (|
Mesl Aval

T4 Ligasa

+ Tiorredexina

Promotor

pET32b+ pvtramp-rv + pET32E "

Mesl

His-Tag .

Aval Lugar para gen de interés T4 Ligasa

Digestion [ Ligacion ]




1.0Obtener clones recombinantes para los fragmentos conservado y variable de la proteina TRAMP de
Plasmodium vivax

|

[ Transformacion ]

pvtramp-rc

pvtramp-rv

/\/ . -/

) &

[ Extraccion de Plasmido ] \

Gel de
agarosa

PCR

JM109 ) CH

Secuenciacion por web Clustalw
sanger NPS@.



RESULTADOS

[ Amplificacion ]

1000pb

400pb 436 pb

Amplificacién de los fragmentos del gen pvtramp.
1: marcador de peso molecular 1Kb, 2: Amplificacion de pvtramp-rc,
3: Amplificacion de pvtramp-rv



Conservado Variable

RESULTADOS
| |

[ Clones] | [ |

Verificacion de obtencién de clones. 1: marcador de 1Kb, 2-6:
Plasmido recombinante pvtramp-rc, 7-11: Plasmido recombinante
pvtramp-rv, 12: pET21b+ .



RESULTADOS | A o e ——

[ Clustal w ]

Alineamiento de secuencia tedrica frente a secuenciacion obtenida de clones positivos A. Secuencia
directa de pvtramp-rc B. Secuencia reversa de pvtramp-rc. Naranja: Localizacion del respectivo
cebador sobre la secuencia tedrica Amarillo: Localizacidn del respectivo cebador sobre la secuencia del
clon enaviado a Macrogen.



[ Exito inicial del ’ ’ amplificacion }
trabajo

[ Replicacion fiel }

Condiciones
optimas

[ Cantidad suficiente ]

Mongui y Cols,
Bogota ,2010.

/N

L Decnatvralizacion (ac°c)
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A A st Ll tadtaiied 11

l Templar cebadores (ss°c)
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l Extender cebadores (32°C)
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https://es.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/d ing-pe

reaction-pcr



2mL i
Sin 1h 2h 3h 4h

inducir

https://www.fishersci plproducts/eppendort-tube-5mi-9/p-4669177

IPTG
1mM

IPTG
1mM

https://biorender.convicon/lab-and-objects/tubes-and-vials/falcon-
tube-15ml-half/

http://carci dical.mx/pro lenmeyer-de-vidrio-1000ml/




[ acoplamiento ]

[ Triton x -114 ] PYTRAMP-RE

[ Lavados con urea ]

https://www.bhphotovideo.convc/product/231378-
REG/Photographers_Formulary_09_0095_Glass_Be
aker_600ml.html

https://biorender.comvicon/lab-and-

1 objects/tubes-and-vials/falcon-tube-15ml-half/ PVT R AM P RV

http://www.ultracoloringpages.com/es/p/caramelo-p%C3%Algina-de-
uuuuuuuuuu 4¢55065ddb0ase0 17

[ lavados con glutation-PBS
1x

[ L avados con }
imidazol




25kDa

Expresion piloto verificada en Western-blot. | 1: Marcador de peso
molecular de 11-245kDa. 2: PvTRAM-RC. 3: P"TRAMP-RV



[

Expresion
por horas

J

3H

25kDa—p

25kDa =

Expresion por horas verificada en Western-blot .A. PvTRAM-RC.
B. PPTRAMP-RV. 1: Marcador de peso molecular de 11-245kDa. | 2:
Expresion basal. 3: Una hora. 4: Dos horas. 5: Tres horas. 6: Cuatro

horas



Expresion a
gran escala

25kDa

Obtencion de cada fragmento mediante expresion a gran escala.
1: Marcador molecular de 11-245kDa. 2: PvTRAMP-RC (3 horas).
3: PVTRAMP-RYV (2 horas).



Cromatografia
de afinidad

23kDx 25kDz

Fragmentos purificados de PvTRAMP verificados en gel de poliacrilamida tefiido con
azul de Coomassie A. PvTRAMP-RC B. PvTRAMP-RYV, 1. Marcador de 11-245kDa, 2.
Fraccién no retenida de la purificacion. 3: 25mM 4: 50 mM 5: 75mM 6: 100mM 7:
150mM | 8: 200mM 9: 250mM 10: 500mM



[ Dialisis } A

25kDa

25kDa

Dialisis de la proteina TRAMP. A. Western-blot B. Tincion de azul
de Coomassie. 1. Marcador de peso molecular 11-245kDa, 2.
PVTRAMP-RC, 3. PvTRAMP-RV



DISCUSION
L
E e

| pET32B+ |

[ Temperatura ]

afecta la
transcripcion y
traduccion de

proteinas
No hubo problemas
de rendimiento
https://www.addgene.org/83917/
MCNiff >37 °C < 37_ C
y Cols. Kansas. %[ Tiorredoxina ’ favorece Mejor
CH.OH 2016 formacion de plegamiento
2 cuerpos de de proteinas
OH S ; P
© Promotor T7 inclusion
OH

~N

Resistencia a Farewell y Cols.

p
o Michigan. 1998

i OH IPTG . ampicilina )

ttpS//WWW.Scht.com/es/pliptg-dioxane-free-367-93-




DISCUSION ] [ Resina de niquel ] [

[ Urea 6M ] [ Debilita las interacciones moleculares ]

Rendimiento mayor ]

T Imidazole
S
T
R
€sbrucbura secundaria ) . " " R X
T S - http://quimicasbiologas-churniaz.blogspot.com/2010/06/estructura-primaria-secundaria.html
hnp://www.ehu.eus/biomoleculagfﬁ?'c"wé?nas/proms,htm‘
Glutation _ _
oxido-reducido Replegar proteinas [ Imidazol ]
: / Altas \
; H concentraciones:
Enlaces @ = Aminotcid N Obtencion de la
1 N =In iones no pol: -, .
disulfuro Gy o proteina etiquetada

‘5\ = Puentes disulfuro

\ / con histidinas de
manera integra

""" = Puentes de hidrégeno

Tran Moseman ‘ P
y COIS LB R Gl.'upos POIms hrtps://vwvw.fisheMeslshoplproducrs/imidazole-QQ-acros
(hidrofilicos) -organics-5/p-4509667
Massachusetts
1999

p/lquimicasbiologas-churniaz.blogspot.col ‘estructura-primaria-secundaria.ntm



Ret+
reticount

Ret+
anti-his

https://www.freepik.es/fotos-premiunvtubos-recogida-sangre-

vacutainer-tubo-sangre-edta-prueba-chc-laboratorio_2139398.htm bgnet —
lumn / - - ad
7 \ , \ }
https://www.jove.convscier ion/10. ificacin-de-clul ivad: gnti = =
islamiento-de? pani
Ret+reticount Ret+reticount
+ anti-his + + anti-his +

TRAMP-RC TRAMP-RV
https://www.fishersci.es/shop/products/eppendorf-tube-5ml-9/p-4669177




Normalized To Mode

Lz r

-10 . SI Mdg 10

Enriquecimiento de reticulocitos humanos . Rojo: reticulocitos no
marcados. Azul: reticulocitos marcados. Pos: positivos para
reticulocitos sobre el total de las células



RESULTADOS J

[ Ensayos de union ]
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Seleccidn de la poblacion objeto de estudio A. Eliminacion de dupletas. B. Discriminacion por complejidad y
tamafio, C. Q1. Células positivas para reticulocitos. Q3. Células positivas para la proteina. Q2. Reticulocitos
unidos a la proteina
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TRX

PvTRAM-RC

B Reticulocitos W Normocitos

54

.

PvTRAMP-RV

Esquema del porcentaje de unién de los fragmentos de TRAMP y de controles. TRX:
Tiorredoxina control negativo. RBSA: Control positivo Azul: Reticulocitos. Naranja: Glébulos

rojos maduros.




DISCUSION —
[ Tecnica CF11 ] [ Perlas magnéticas CD71 ]

[ Obtencion de Reticulocitos ]

Sangre periférica,Z% Rapida
sangre de cordon Econdmica
umbilical 7-8 % Efectiva

'4
®
@

Camargoy Cols.
Bogota
2018
-interaccion entre grupos
hidroxilo de celulosa y

moléculas de superficie
0 -
20 /0 d e I e u COC ItOS https://es.vexels.com/png-svg/vista-previa/14507 7/ilustracion-de-globulos-rojos
https://laverdat

Que-significa-el-emoji-de- Ia-gg 0_ ie-sana re- . S r i p raWat y COIS .
Singapur

2009
EFECTIVO

I-de-|
20200115-0159.html




DISCUSION

y funcion de las proteinas

[ Regiones conservadas } { estructura

P
Proteina PvGAMA } [ Proteina PvRBSA }
-
M 4 30 - : P=0.014
2 Bonme 0 oamoe :
£ s sp 207 |i|
z = 5
’*é = 154
« I = =
£ 2 10-
5 4 X
S 0 =
. F A B . ‘Rll Rlll/l’\’
PGAMA - & rPvRBSA _ rPvDBP
htto:Hbdigitat s 156609/ 7/LtisAB NPFI;EE ] http://bdigital.unal.edu.co/70315/1/Tesis%20RBSA%20Final.pdf
Baquero y Cols. Camargoy Cols.
Bogotéa Bogota

2017 2018




CONCLUSIONES

Las células JM109 en conjunto con el vector pET32B+ son compatibles en la produccion de
clones a partir del ADN extraido, en relativamente poco tiempo.

El tiempo de expresion maxima difiere entre las dos regiones obteniendo una hora clave( 3
horas) para la region conservada , mientras que la region variable no exhibe cambios en la
expresion durante las 4 horas.

Tras el enriquecimiento se pudo obtener 25.2% de reticulocitos de sangre humana adulta
teniendo en cuenta que en sangre periférica solo hay 1 - 2%.



CONCLUSIONES

El fragmento recombinante de la region conservada de la proteina PvTRAMP demostré un
porcentaje de union a reticulocitos de forma constante, indicando su uso como un posible
blanco de accién para el diseifio de métodos de control contra malaria causada por Plasmodium
vivax .

El fragmento recombinante de la region variable demostré un porcentaje de union a reticulocitos
no constante sugiriendo que esta region de la proteina no podria ser utilizada dentro de los
candidatos a vacuna pero seria de gran utilidad en estudios de polimorfismo.

Es la primera vez que se demuestra union de la proteina TRAMP de Plasmodium vivax a
células humanas especificamente reticulocitos como células blanco.



RECOMENDACIONES

Para posteriores estudios es importante evaluar la obtencién de la proteina recombinante de
PVTRAMP en un sistema eucariota para comprender si esta tiene modificaciones pos-
traduccionales y si al compararla con la proteina obtenida en el sistema procariota tambien
puede unirse a reticulocitos humanos.

Determinar la viabilidad celular por citometria de flujo en posteriores estudios.

Realizar curva de saturacion para determinar la especificidad de union de los fragmentos
recombinantes a ceélulas tipo reticulocitos.
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ﬂp-mr-h

lac operator

i | ribs

TAATACGAC TCAC TAT ARG GGAAT TG TRAGC GG TAACAAT TCCCCTE TAGAAGTAAT TTTGT TTAACTTTAAGAALGAGA
Tra+Tag

TATACATATGAGE
HetSer

S i5bp
13 5aa

Adsc |

CT GG GTTC T GE T T GG AT A TG A AT A TCATCATCATTCTTC TGGTC TGGTGCCACGCGGTTET
Leud laEl wSerGl ySefGlwHi aM=tH sH

mHi=mHIgH i =H sSerBesrGl vilsuYol Prodrgis | wSee

=<Taq

B S-Tag prenes #o3s4s 3 thrombin

GETATGAAGGAA A G TGO T GE TARAT T GEAA G CAGCACATGGACAGCCCAGATC TEGEETACCGATGAL GACEA LA

Gl yMHetLywsG

Mew |

PET-32a(+)

Ecoill %W e

Ecois |

wuThr&l b lofd ol yePheEl wbrglzl nH

S |

S |

s tdenierFrofepleuGl vy Thrisph=pispfeol we
% "

Eag | Apal
w1 Rl | A | Hiis=Tag

GLCATGGE TGAT ATC GEA T CGAG TTE GAS CTCC S TE GG AA R TTGE GG CC G AL TE G AGC A CAC CAC CACCACCAC TGAGL TCC GO TG TAA
Al opMestd i obhep] oG] vwSerGluPhieE ol el rgl rd—ll"'_. il Ll s 1l rﬂ'\.r.‘l rgil o roFroProfFraProllsulirgSer bl wCOysEnd

GCCATGGEE
Al o=t Aol

AT AT GGA T GAAT T EA G TG TG A G T TG G C G A T RAGC AL A A CAC CACCAC TEAGATCCGRI TGO TAL

eferdspf rodsnSerBearSerValdsplysl=uiiobd ladlaleuBE luHI sH IisHI sH

sHisHI sEnd

PET-32t+ ]

LA TEEEAa TAT L TG T GEA TO AT TEGAGE TG TEGACAAGC T TELGGLCEGCAC TOGAGCACCALCACCACCACCACTEAGATCLAGGOTELTAA pET-EEC]+]

Al oMatGl e Terlaulrs] ladral

carghl of roSer ThrfarLeusrgFroHisEarSaer TheThe ThreThr

ThirThrGlul ladrgl oul

midl hir

CAasalCC
LwaFir

HAALDAEACC TEALT TEEL TG
L luArol ¢s i

diiSer T rpl

Bred1aZ |1
TELCAC LR TRARCEAT A TALC AN ARl C LT TR T T AL LT C T TGRARLOGZETTTITG

wsibiFraFrol adSarAesmnAs5nkE re

TT terminator

TT lermmabor primer 853 3537-3

pET-32a-c(+) cloning/expression region

FRAGMENTOS

230nm

280nm 260nm | 260230 | 260/280 []260

pviramp-re 0,0633 0,0420 0,0752 1,18 1,79 73,2
pgiml
pviramp-rv 0,0445 0,0335 0,0596 1.33 1.77 50.6

pgiml




CONCENTRACION 25

14 4

12 4

10

.

PORCENTAJE DE UNION %

TRAMP-RC-RET

1.69 1.63 34
0.3 0.6 0.2
1.56 12.7 2.04
7.24 0.75 5.2
4.2 2.1 7
0.1 0 0
0.3 0.6 0.4

0 0 0

-




