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Ciclo de vida de Plasmodium spp.

Etapa sexual

1 Transmision al humano

2 Ingreso de los esporozoitos e
Infeccion del hepatocito

3 Ruptura de las celulas hepaticas
y liberacion de merozoitos

4 Ciclo intra-eritrocitario

5 Ciclo sexual

eritrocitario

6 Transmision al mosquito

https://cdnl.byjus.com/wpcontent/uploads/2018/11/common-diseases-in-humans-malaria-life-cycle.png
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Proteina adhesiva relacionada con trombospondina de Plasmodium
vivax (PvTRAP)
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de unién del ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada con
Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células hepéaticas HepG2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefio, obtencion y purificacion en el sistema de expresion de Baculovirus del
ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada con Trombospondina de Plasmodium

vivax (PVTRAP).

2. Disefo y obtencion en el sistema de expresion de Baculovirus de los dominio
vonWillebrand (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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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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RECOMBINANTES —1+ Generacion de plasmidos recombinantes

~— Secuenciacion
— Generacidon de Bacmidos recombinantes

) ) — Transfeccion de células de insecto
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Ciclo de vida de Baculovirus
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Esquema del gen pvtrap y la proteina PvTRAP
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Amplificacion del gen pvtrap y pvtrap-vW-tsr

Vivax Colombian> CG GGATCC CTGACGAAAAGGTTGTGGACG pvtrap- Directo-Bacu

Guaviare-1 GC TCTAGA TTTTGTAGCCATTATTTGATGA pvtrap- Reverso-Bacu
(VCG-1) GC TCTAGA TCAGAGGCTCAGGTTCCAC pvtrap-vW-tsr- Reverso-Bacu
pb MPM 1 pb MPM 1
2000 2000
1400 1407
1000 1000 795
300 300

pvtrap pvtrap-vW-tsr PCR 44
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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RECOMBINANTES —+ Generacion de plasmidos recombinantes
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— Generacidon de Bacmidos recombinantes

) ) — Transfeccion de células de insecto
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— Generacion de stocks virales
— Extraccion y purificacion

ENSAYO DE UNION — Citometria de flujo



Actividad de union de la proteina adhesiva relacionada con trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células HepG2
Tratamiento y ligacion de los genes pvtrap y pvtrap-vW-tsr con el vector
pPFASTBac-HT-C.

Gen pvitrap

pFastBac-pvirap

pFastBac™HT C
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2500

PFASTBac-HT-C
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Clonacion
Resistencia a Ampicilina

PFASTBac-HT-C
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grandes y
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transformacion. 19
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Secuenciacion
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Generacion de bacmidos recombinantes
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Transfeccion de células de insecto

PfAMA
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Oh
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v O
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Generacidn de stocks virales

Transfeccion con
Bacmidos recombinantes
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Extraccion de la proteina kDa MPM 1 2 3 4
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|

Control positivo: PFAMA
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transfectadas sin vector 31
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de unién del ectodominio de la Proteina Adhesiva Relacionada con
Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células hepaticas HepG2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

con Trombospondina de Plasmodium vivax (PvTRAP) a células HepG2
33
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Actividad de union de PvTRAP a celulas HepG2
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Ensayo de union
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Ensayo de union

&E&———-
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Citometria de flujo
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CONCLUSIONES

Los cebadores pvtrap-Directo-Bacu, pvtrap-Reverso-Bacu y pvtrap-vW-tsr-
Reverso-Bacu amplificaron el fragmento correspondiente al ectodominio y a los
dominios funcionales von Willebran y TSR de la PvTRAP

Mediante transformacion en E. coli TOP 10 competente se logro obtener plasmidos
recombinantes con el gen de interés usando el vector pFASTBac.

La PVvTRAP de la cepa VCG-1 presentd cambios en comparacion con una de las
cepas de referencia de P. vivax denominada PvP01 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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CONCLUSIONES

Las células SO derivadas de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda transfectadas
con Bacmidos recombinantes generados en células E. coli DH10Bac expresaron
exitosamente la rPvTRAP.

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

en el proceso de invasion.
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Recomendacion

Hacer un mapeo mas fino de la proteina TRAP con el fin de identificar la
especificidad de la union.

Determinar si los dominios von Willebrand y TSR son los encargados de interactuar
con los receptores presentes en la superficie del hepatocito

Determinar la naturaleza del receptor

43



GRACIAS



