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MALARIA

[ Anopheles spp ]

Cinco especies del parasito intracelular Plasmodium spp infecta humanos

[ P. falciparum ] [ P.knowlesi ]
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Manifestaciones clinicas:
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EPIDEMIOLOGIA
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% Segunda causa mas
frecuente de malaria en
Asia y Pacifico
Occidental.

% 75% Ameérica

Conocer la biologia del
parasito

LuisA.Baquero2017.pdf [Internet].
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PROCESO DE INVASION AL HEPATOCITO
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PROTEINA TLP
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Objetivo General

e Evaluar la interaccion de la proteina similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepéticas y epiteliales
como mediadora del atravesamiento celular.

Objetivos Especificos

e Obtener la proteina TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.
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TRANSFORMACION DE E.coli JM109 CON
PQE30-PVTLP
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EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINATE PVvTLP

TN
Medio LB, D-Glucosa Agitacion — IB_B,Iuﬁcrgglcmnay IPTG
y ampicilina - 3r°C J '

“

<

Sin
Inducir 1h 2h 3h 4h

Buffer de extraccién A-Inhibidores de

3500 rpm por 15 min proteasas- EDTA -Lisozima

14



EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINATE PVTLP
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EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE PVTLP
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PURIFICACION Y DIALISIS DE PVTLP
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Objetivo General

Evaluar la interaccion de la proteina similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepaticas y epiteliales
como mediadora del atravesamiento celular.

Objetivos Especificos

Obtener la proteina TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.
Evaluar la interaccion de la proteina recombinante PvTLP a la linea celular hepatica HepG2 y epitelial HeLa

Determinar la region critica de interaccion entre la proteina recombinante PvTLP y la célula hospedera.
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SELECCION DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO
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UNION TOTAL DE PvTLP CON CELULAS HepG2 Y HelLa
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RADIOMARCAJE CON YODO 125 APVTLP
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ENSAYOS DE UNION CON LA PROTEINA

] . ] Células Concentracion Concentracion de
. Proteina sin Proteina . : .
HBS proteina . , (1.2 proteina sin proteina
radiomarcar radiomarcado : . :
millones) radiomarcar radiomarcado
100 pl Opl 10 pl 30 ul
H H H H 33ug/ml 1.05 pg/ml
30 ul 70 ul 10 pl 30 ul
90 ul oul 20 30 ul
: : : 3 33 pg/ml 2.11 pg/ml
20 pl 70 20 pl 30 ul
80 ul oul 30 ul 30 ul
3 3 3 3 33 pg/ml 3.17 pg/ml
10 ul 70 30 ul 30 ul
70 O ul 40 pl 30 ul
33 pg/ml 4.23 pg/ml
O ul 70 40 30 ul
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Objetivo General

Evaluar la interaccion de la proteina similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepaticas y epiteliales
como mediadora del atravesamiento celular.

Objetivos Especificos

Obtener la proteina TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.
Evaluar la interaccion de la proteina recombinante PVTLP a la linea celular hepatica HepG2 y epitelial HelLa

Determinar la region critica en la interaccion entre la proteina recombinante PvTLP y la célula hospedera.
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OBTENCION DE PEPTIDOS SINTETICOS

Sal-1
TSR y VWA Proteina similar a
TRAP (TLP)

§> Omega

Clustal

Alineamiento
multiple de secuencia

. Vvivax Sal 1

. Vivax PO1

. vivax SCO

. vivax India VIl

. vivax Northcorea

. vivax Brazil |

. vivax Mauritania |

30



POL

SC0

India
North
Brazil

5al
Mauritania

POL

SC0

India
North
Brazil

Sal
Mauritania

POL

SC0

India
North
Brazil

Sal
Mauritania

YHRELILTYSLEKFYEDT ATNATCSEWS DS DESYSCHMGY HFSKRNT LHNYGNATGGKY K
YHRLILTY SLEKFYEDT ATHAT CSEWSDIWSDCS WS CHMGYHF SKRNT LHNWGH AL GGKY K
YHRLILTY SLEKFYEDT ATHAT CSEWSDIWSDCS WS CHMGYHF SKRNT LHNWGH AL GGKY K
YHRLILTY SLEKFYEDT ATHAT CSEWSDIWSDCS WS CHMGYHF SKRNT LHNWGH AL GGKY K
YHRLILTY SLEKFYEDT ATHAT CSEWSDIWSDCS WS CHMGYHF SKRNT LHNWGH AL GGKY K
----------------------- SEWSDWS DCS YA CNMGY HF SKRNT LHNVGNAIGGIYK]
YHRELILTY SLEKFYEDT ATNATCSEWS DA DCSYSCHMGY HFSKRNT LHNYGNATGGKY K

LR E RS RS E R R SR ER SRS EE

RTGKNCIDORSLIIQECFETSCORS LOVCDIEYOLSLLYDOT 55M50 AFWLKY I LKPIRN
RTGKNCIDORSLIIQECFETSCORSLOVCDIEYDLSLLYDOT 55MTOAFWLKY I LKPIRN
RTGKNCIDORSLIIQECFETSCOHS LOVCDIEYDLS LLYDOT SSMa0AFWLKY TLKPIRN
RTGKNCIDORSLIIQECFETSCOHS LOVCDIEYDLS LLYDOT SSMa0AFWLKY TLKPIRN
RTGKNCIDORSLIIQECFETSCOHS LOVCDIEYDLSLLYDOT SSMa0AFWLKY TLKPIRN
[RTGKACIDORS LITQECFETSCOHS LOYCDIE YDLSLLYDOT SSMSQARWLKY TLKPIRN
RTGKNCIDORSLIIQECFETSCOHS LOVCDIEYOLS LLYDOT 55M50AFWLKY I LKPIRN

e s R e AR R R R R L

LIAHLMLSSKLWNISITTYSOETY TWyYNFSSNLARNRDG LLLF LEYwWR FNFGGPANNLKS
LIAHLMLSSKLWNISITTYSOETY TWyYNFSSNLARNRDG LLLF LEYwWR FNFGGPANNLKS
LIAHLMLSSKLWNISITTY SQETY TWyYNFSSNLARNRDG LLLF LEYwWR FNFGGPANNLKS
LIAHLNLSSKLYNISITTY SQETY TWiW FSSNLARNRDOLLLFLEYWR FNFGGF ANNLKS
LIAHLNLSSKLYNISITTY SQETY TWiW FSSNLARNRDOLLLFLEYWR FNFGGF ANNLKS
LTAHLNLSSKLYNISITTY SQETH TwyNFSSNLARNRDOLLLFLE'VwR FNFGGPANNLKS |
LIAHLNLSSKLYNISITTY SQETY TWiW FSSNLARNRDOLLLFLEYWR FNFGGF AMNLKS

0 B o o oo b DR b o oo ok ok ok oo ok b o ok ok ok kR

366
36
36
36
36
37

366

36E
366
366
366
366
97

366

426
426
426
426
426
157
426

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

41284

42428

42429

0 0

42431

42432

42433

== Dominio TSR
Dominio VWA

31



PO1

500

India
Horth
Brazil

hal
Mauritania

POL

500

India
Horth
Brazil

hal
Mauritania

ALY YHRHYLNANERRPAAHKYLYI FNYGDYSNNYARGYKEVWRNIKLTY ARDYYALCLN
ALNY YHRHYLNANEGRPHARKYLYI FNYGDYSNNAARGYKEVWRNIKLTY ABDYY ATCLN
ALY YHRHYLNANEGRPHAHKYLYI INVGDYSNNAARGYKEVYRNIKLTY AADVY ALC LN
ALY YHRHYLNANEGRPHAHKYLYI FNVGDYSNNAARGYKEVWRNIKLTY AADVY ALC LM
ALY YHRHYLNANEGRPNAHKYLYI FNYGUYSNNAARGYKEVWRNIKLTY AAUVYALCLN

ALAMYHRHYLHANEGRPHAHKYLYT FNVGDYSHNABRGYKE WWRNIKLTY BADYATCLN |

ALWY YHRAYLNANEGRPARKYLYI FNYGUYSNNAARGYKEVWRNIKLTY ABDYYATCLN

FEEREEEREREEEE N R KRR Ry

NTREGHCOAL SGASAYTHUAYEEE VY GEGAANOGE AT ANPPDEDARY FY 5Y SNYSAFRED)
NTREGHCOAL SGASAYTHUAYEEE VY GEGAANOGE AT ANPPDEDARY FY 5Y SNYSAFRED)
NTREGHCOAL SGASAYTHDAYEEE VY GEGAANOGE AT ANPPDEDARY FY 5Y SNYSAFRED
NTREGHCOAL SGASAYTHDAYEEE VYGEGAANOGE AT ANPPDEDAPY FY 5Y SNYSAFRED
NTREGHCOAL SGASAYTHDAYEEE VY GEGAANOGE AT ANPPDEDAPY FY 5Y SNYSAFRED

TREGC )R SGROAY THDAYEBE VTR - - -~ === e e e o e
NTREGNCOAL SGASAYTHOBYEEEYYGEGAANOGE AT ANPPDEDAPY FYSYSHYSAFREQ

L EESEEF RS F SRR E R RS SRR NS

489
449
449
44
449
217
449

344
344
344
344
344
P
344

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

42434

42435

42436

Dominio VWA
=== Dominio TSR

32



OBTENCION DE PEPTIDOS SINTETICOS

1D Secuencias

41284 SEWSDWSDSSVSSNMGYHFS
42428 KRNTLHNVGNAIGGKYKRTG
42429 KNSIDQRSLIIQESTFETSSDY
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42433 LEYWRFNFGGPANNLKSALN
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HBS

85 ul
65 ul
55 ul

45 ul

ENSAYO DE COMPETICION

Péptido sin
radiomarcar

20 pl
30 pl

40 pl

Proteina
radiomarcada

25 ul
25 ul
25 ul

25 ul

Células

30 pl
30 pl
30 pl

30 pl

Concentracion
de péptido sin
radiomarcar

142 pg/mi
214 pg/mi

285 pg/ml

Concentracion
de proteina
radiomarcada

2.67 pg/mi

2.67 pg/mi
2.67 pg/mi

2.67 pg/mi
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Unidn de PVTLP a células HepG2 en presencia de
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Union de la proteina PVTLP a células Hel.a en presencia de
peptidos sintéticos
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COMPETICION

50 % U. Total HepG2
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l
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resultados similares con
HepG2

Garzon-Ospina D, 2020
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RADIOMARCAJE CON YODO 125 DE LOS PEPTIDOS

PEPTIDOS
HBS

Clora}m!na T metabisulfito Fracciones del péptido
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Nal25l
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ENSAYOS DE UNION CON PEPTIDOS

RADIOMARCADOS
HBS peéptido Péptido sin Péptido Células | Concentracion = Concentracion
radiomarcar | radiomarcado (1.2 de péptido sin de péptido
millones) = radiomarcar radiomarcado
80 pl O ul 10 pl 30 pl 83.3 pg/mi 1.16 pg/ml
70 pl 10 pl 10 i 30 pul
70 pl Oul/ 20 pl 30 pl 83.3 pg/mi 2.33 pg/mi
60 pul 10 pl 20 pul 30 pl
60 pul O ul 30 pl 30 pl 83.3 pg/mi 3.5 pg/ml
50 pl 10 pl 30 pl 30 pl
50 pl O ul 40 ul 30 pl 83.3 pg/mi 4.6 pg/ml
40 ul 10 pl 40 ul 30 pl




Sandoval MPA

UNION TOTAL Y ESPECIFICA DE LOS PEPTIDOS

SINTETICOS

Union total y especifica de
peptidos en Hep(G2
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— I
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® Union Total Umnion especifica

Costa DM, Sa M, Teixeira AR, Loureiro I, Thouvenot C, Golba S, et a
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CONCLUSIONES

PVTLP se pudo expresar de manera recombinante en sistemas procariotas y su obtencion se logro a
traves de tratamiento soluble, siendo esta una proteina presente en diferentes especies de
Plasmodium, lo que sugiere una relevancia funcional.

La proteina PVTLP fue capaz de unirse a las células HepG2 y Hela sugiriendo una participacion en
la interaccion parasito- hospedero en procesos como el atravesamiento celular.

Se destaca la relevancia de union del péptido 42433 a celulas HepG2 lo que indica que la region del
factor VWA de la proteina PvTLP participa en el proceso.

Los péptidos 42429, 42432 y 42433 son posibles candidatos a vacuna ya que inhibieron en mas de
un 50% la union de la proteina a las células HepG2.
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PERSPECTIVAS

Realizar ensayos enzimaticos para determinar la naturaleza del tipo de receptores que tiene la proteina
de cada una de las lineas celulares.

Completar los procesos de caracterizacion y funcionalidad de los dominios gque estan involucrados en los
procesos de atravesamiento e invasion celular.

Evaluar la antigenicidad que tienen los dominios de PvTLP en ensayos in vitro con muestras infectadas
de Plasmodium vivax.
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PROCESO DE ATRAVESAMIENTO CELULAR

A Non-productive invasion

B Productive invasion
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Cell traversal
(PLP1-dependent)

Parasite elimination
(lysosome-dependent)

Parasite development
(CD81-dependent)
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Citometria de Flujo

Radiomarcaje

% ceélulas que tiene la proteina unida

% Proteina que se unié a las células

Determina la viabilidad celular

No determina la viabilidad celular

< Sensibilidad

> Sensibilidad

< Especificidad

> Especificidad

Sensibilidad: Capacidad de la prueba de detectar los verdaderos positivos

Especificidad: Capacidad de la prueba de detectar los verdaderos negativos
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CONTADOR GAMMA

lonizing radiation

lonized gas atom
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HepG2

U Total 42429 42432 42433 42434
142 pg/mi 85% 70% 19% 79%
214 pg/ml 66% 55% 17% 72%
285 pg/ml 33% 43% 19% 50%
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