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Anopheles spp

Esporozoíto estadio 

infeccioso 

Cinco especies del parasito intracelular Plasmodium spp infecta humanos 

P. falciparum 

P. vivax 

P. malariae

P.knowlesi

P. ovale 

 Regiones tropicales y subtropicales

 Mas grave en niños menores de 5 

años y mujeres embarazadas

 Paroxismos febriles

 Anemia 

 Esplenomegalia 

 Fiebre 

 Asintomáticos 
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Manifestaciones clínicas:

MALARIA

Cowman AF, Healer J, Marapana D, Marsh K. Malaria: Biology and Disease. Cell. 20 de octubre de 2016;167(3):610-24.



93% de los casos

 Brasil

 Colombia

 Haití

 Perú

 Venezuela

3Méndez cf. informe de evento Malaria, Colombia, semana epidemiológica 24, 2019. 2019;(04):14.

EPIDEMIOLOGIA



Semana epidemiológica 53 de 2020

Durante el 2020 se notificaron:

P. vivax 

38288

P. falciparum

38017

42020_Boletin_epidemiologico_semana_53.pdf [Internet].

76958  Casos

COLOMBIA
 Chocó

 Antioquia

 Nariño

 Valle del cauca

 Córdoba



Particularidades 

• Hipnozoítos

• Producción 

temprana de 

gametocitos.

• Invasión a 

reticulocitos

5LuisA.Baquero2017.pdf [Internet]. 

Plasmodium vivax 

 Segunda causa más 

frecuente de malaria en 

Asia y Pacífico 

Occidental.

 75% América 

Conocer la biología del 

parásito 



Hepatocito

Desplazamiento 

y capacidad 

trasversal:

CelTOS

TRAP

TRAP - P36

Atravesamiento 

celular:

HSPG

Invasión:

HSPG

6Vispo N, Spencer M, Gomez A. Mecanismos   de invasión del esporozoíto y merozoíto de Plasmodium [Internet]. Bionatura. 

PROCESO DE INVASIÓN AL HEPATOCITO



Transmembrana tipo 

I 

Reconocimiento de las 

células huésped

Motor actomiosina

Dominios adhesivos 

Lacroix C, Ménard R. TRAP-like protein of Plasmodium sporozoites: linking gliding motility to host-cell traversal. Trends Parasitol. octubre de 2008;24(10):431-4. 7

MIEMBROS DE LA FAMILIA TRAP
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TLP es conservada entre 

especies de Plasmodium 

esporozoítos  

P. falciparum 

P.berghei

Moreira CK, et al. The Plasmodium TRAP/MIC2 family member, TRAP-Like Protein (TLP), is involved in tissue traversal by sporozoites. Cell Microbiol. julio de 2008;10(7):1505-16. 

TSR vWA

PS TM
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PROTEÍNA TLP

PvTLP



 Evaluar la interacción de la proteína similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepáticas y epiteliales

como mediadora del atravesamiento celular.

 Obtener la proteína TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.

 Evaluar la interacción de la proteína recombinante PvTLP a la línea celular hepática HepG2 y epitelial HeLa

 Determinar la región critica de interacción entre la proteína recombinante PvTLP y la célula hospedera.
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Objetivo General 

Objetivos Específicos 



JM109  y  PQE30-PvTLP 20 min a 4 °C Choque Térmico

Medio SOC 1h a 37°C Se plaqueo O.N a 37°C
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TRANSFORMACIÓN DE E.coli JM109  CON PQE30-PvTLP



Colonias transformadas Medio LB con  ampicilina Se centrifugó Se trató el pellet con buffer laemmli

Vortex 5 min a 4°C
Sobrenadante y  

buffer Laemmli 
5 min
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TRANSFORMACIÓN DE E.coli JM109  CON 

PQE30-PvTLP



12%

80  y 120 V 

Lavado Bloqueado lavado anti-histidinas

PVDF

lavado revelado

12

SDS- PAGE Y WESTERN BLOT 
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PM        1            2           3           4             5 

~35

~25

~20

~17

KDa

A.

~30 KDa

COLONIAS SELECCIONADAS  



Sin

Inducir 1h 2h 3h 4h

Medio LB, D-Glucosa  

y ampicilina

Agitación 

37°C

Medio LB, Ampicilina y 

D-glucosa .
IPTG

3500 rpm por 15 min
Buffer de extracción A-Inhibidores de 

proteasas- EDTA -Lisozima  

14

TN

EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBÍNATE PvTLP



Agitación constante a 4°C Eppendorf . 15 min a 4 °C 

Recuperación de la 

proteína 15

TN

EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBÍNATE PvTLP



16

~35

~25

~20

~17

PM    1h        2h         3h       4h

~35

~25

~20

~17

PM     1    

KDa KDa

A. B.

EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE PvTLP

~30 ~30

Expresión durante las primera 4 horas 



250mL

Imidazol :

50mM

80mM

100mM

250mM

500-1mM

500-2 mM

500-3 mM

Buffer 

A

PURIFICACIÓN DIALISIS
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PURIFICACIÓN Y DIÁLISIS DE PvTLP

Se realizo lavado 

con Buffer A 
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~35

~25

~20

~17

~35

~25

~20

~17

~35

~25

~20

~17

PM  NR  50 80 100 250 500-1  500-2 500-3 500-4 PM   1
KDa

PM   1
KDa

A.
B. C.

PURIFICACIÓN Y DIÁLISIS DE PvTLP

~30
~30

~30

KDa

64.4 µg/mL



JM109

Fue apropiada en 

el proceso de 

producción. 

Resistencia a 

ampicilina 

IPTG

RESINA DE 

NIQUEL 

Imidazol 

Imidazol

Altas 

concentraciones:

La obtención de la 

proteína etiquetada 

con histidinas fue 

de manera integra 

PQE30-PvTLP

Columnas de níquel y resina de níquel | Bio-Rad [Internet]. [citado 14 de enero de 2021]. 
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Objetivo General 

 Evaluar la interacción de la proteína similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepáticas y epiteliales

como mediadora del atravesamiento celular.
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Objetivos Específicos 

 Obtener la proteína TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.

 Evaluar la interacción de la proteína recombinante PvTLP a la línea celular hepática HepG2 y epitelial HeLa

 Determinar la región critica de interacción entre la proteína recombinante PvTLP y la célula hospedera.



CULTIVO CELULAR

21

• DMED

• Antimicóticos

• SFB 10 %

• Aminoácidos

esenciales

HeLa-HepG2

37°C 

CO2 al 5%

Tripsina 

Azul de Tripan 

HeLa HepG2

Viabilidad 

celular : 

90%



HeLa o HepG2
Hela o 

HepG2+PI

HeLa o 

HepG2 + APC

HeLa o HepG2 

TLP
Centrifugar se incubó

Centrifugar PBS-BSA

APC

Anti-His acoplado a APC. Incubación 

2 millones 

de células

200 µl
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CITOMETRIA DE FLUJO 



Hela o Hep2
HeLa o HepG2 + 

APC

HeLa o HepG2 +

TLP
Hela o HepG2+PI

Se 

leyeron 

30.000 

eventos  

23
PI

PI: Yoduro de propidio

APC: Anti- histidinas 

acopladas a 

aloficocianina 

Centrifugar PBS-BSA

CITOMETRIA DE FLUJO 



SELECCIÓN DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO
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FSC: Tamaño 

SSC: Complejidad 

Tamaño Área vs Altura Complejidad  Área vs Altura Tamaño  vs Complejidad 

HepG2 HeLa



UNIÓN TOTAL DE PvTLP CON CÉLULAS HepG2 Y HeLa

CSP

SIAP 1 Y 2 

HepG2

HeLa

Suarez JE et al, 2001-Curtidor H et al, 2011
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HepG2

HeLa



Perla de yodación 

HBS Na125I

5’

15µg de proteína PvTLP 

Lavar con HBS 

15’

Fracciones Se leyó

HBS
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RADIOMARCAJE CON YODO 125 A PvTLP

PROTEINA



HBS proteína
Proteína sin 

radiomarcar

Proteína 

radiomarcado

Células

(1.2 

millones)

Concentración 

proteína sin 

radiomarcar

Concentración de 

proteína 

radiomarcado

100 µl 0µl 10 µl 30 µl
33µg/ml 1.05 µg/ml

30 µl 70 µl 10 µl 30 µl

90 µl 0 µl 20 µl 30 µl
33 µg/ml 2.11 µg/ml

20 µl 70 µl 20 µl 30 µl

80 µl 0 µl 30 µl 30 µl
33 µg/ml 3.17 µg/ml

10 µl 70 µl 30 µl 30 µl

70 µl 0 µl 40 µl 30 µl

33 µg/ml
4.23 µg/ml

0 µl 70 µl 40 µl 30 µl
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ENSAYOS DE UNIÓN CON LA PROTEÍNA
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U.Total: 1% U.Total: 1,2%

UNIÓN TOTAL DE PvTLP



Objetivo General 

 Evaluar la interacción de la proteína similar a TRAP (TLP) de Plasmodium vivax en células hepáticas y epiteliales

como mediadora del atravesamiento celular.
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Objetivos Específicos 

 Obtener la proteína TLP de Plasmodium vivax de forma recombinante en un sistema procariota.

 Evaluar la interacción de la proteína recombinante PvTLP a la línea celular hepática HepG2 y epitelial HeLa

 Determinar la región critica en la interacción entre la proteína recombinante PvTLP y la célula hospedera.



Sal-1

Proteína similar a 

TRAP (TLP)

Alineamiento 

múltiple de secuencia  

• P. vivax Sal 1

• P. vivax  PO1

• P. vivax SCO

• P. vivax  India VII

• P. vivax Northcorea

• P. vivax  Brazil I

• P. vivax Mauritania I

TSR  y  vWA
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OBTENCIÓN DE PÉPTIDOS SINTÉTICOS  
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41284

42428

42429

42431

42432 

42433

ALINEAMIENTO MÚLTIPLE DE SECUENCIAS. 

Dominio TSR

Dominio vWA



42434

42435

42436
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Dominio vWA

ALINEAMIENTO MÚLTIPLE DE SECUENCIAS. 

Dominio TSR



ID Secuencias 

41284 SEWSDWSDSSVSSNMGYHFS

42428 KRNTLHNVGNAIGGKYKRTG

42429 KNSIDQRSLIIQESTFETSSDY

42431 HLNlSSKLVNISITTYSQET

42432 YTWVNFSSNLARNRDQLLLF

42433 LEYWRFNFGGPANNLKSALN

42434 RNIKLTYAADVYAISLNNTR

42435 EGNSQAISGASAVTHDAYEE

42436 AISGASAVTHDAYEEEVYGE
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OBTENCIÓN DE PEPTIDOS SINTETICOS 



HBS Péptido sin 

radiomarcar

Proteína 

radiomarcada

Células Concentración 

de péptido sin 

radiomarcar

Concentración 

de proteína 

radiomarcada

85 µl 0 25 µl 30 µl 2.67  µg/ml

65 µl 20 µl 25 µl 30 µl 142 µg/ml 2.67 µg/ml

55 µl 30 µl 25 µl 30 µl 214 µg/ml 2.67 µg/ml

45 µl 40 µl 25 µl 30 µl 285 µg/ml 2.67 µg/ml
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ENSAYO DE COMPETICIÓN
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Unión de PvTLP a células HepG2 en presencia de 

péptidos sintéticos 



Unión de la proteína PvTLP a células HeLa en presencia de 

péptidos sintéticos 
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COMPETICIÓN

42429  ( TSR )

42432  ( vWA)

42433 ( vWA)

50 % U. Total HepG2

42433

Mayor U.total  HepG2 

HeLa: El péptido 42428 al 10% 

CelTos ha mostrado 

resultados similares con 

HepG2

37Garzón-Ospina D, 2020



Cloramina T

péptido 

Na125I

15’

metabisulfito 

de sodio 

Fracciones del péptido 

radiomarcado 

HBS
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PÉPTIDOS

RADIOMARCAJE CON YODO 125 DE LOS PÉPTIDOS



HBS péptido Péptido sin 

radiomarcar

Péptido

radiomarcado

Células

(1.2 

millones)

Concentración 

de péptido  sin 

radiomarcar

Concentración 

de péptido 

radiomarcado

80 µl 0 µl 10 µl 30 µl 83.3 µg/ml 1.16 µg/ml

70 µl 10 µl 10 µl 30 µl

70 µl 0 µl / 20 µl 30 µl 83.3 µg/ml 2.33 µg/ml

60 µl 10 µl 20 µl 30 µl

60 µl 0 µl 30 µl 30 µl 83.3 µg/ml 3.5 µg/ml

50 µl 10 µl 30 µl 30 µl

50 µl 0 µl 40 µl 30 µl 83.3 µg/ml 4.6 µg/ml

40 µl 10 µl 40 µl 30 µl
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ENSAYOS DE UNIÓN CON  PÉPTIDOS

RADIOMARCADOS  



UNIÓN TOTAL Y ESPECÍFICA DE LOS PÉPTIDOS 

SINTÉTICOS
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TSRP

SIAP-1 RII

Sandoval MPA Costa DM, Sá M, Teixeira AR, Loureiro I, Thouvenot C, Golba S, et a



● PvTLP se pudo expresar de manera recombinante en sistemas procariotas y su obtención se logró a

través de tratamiento soluble, siendo esta una proteína presente en diferentes especies de

Plasmodium, lo que sugiere una relevancia funcional.

● La proteína PvTLP fue capaz de unirse a las células HepG2 y HeLa sugiriendo una participación en

la interacción parasito- hospedero en procesos como el atravesamiento celular.

● Se destaca la relevancia de unión del péptido 42433 a células HepG2 lo que indica que la región del

factor vWA de la proteína PvTLP participa en el proceso.

● Los péptidos 42429, 42432 y 42433 son posibles candidatos a vacuna ya que inhibieron en más de

un 50% la unión de la proteína a las células HepG2.

41

CONCLUSIONES 



PERSPECTIVAS

• Realizar ensayos enzimáticos para determinar la naturaleza del tipo de receptores que tiene la proteína

de cada una de las líneas celulares.

• Completar los procesos de caracterización y funcionalidad de los dominios que están involucrados en los

procesos de atravesamiento e invasión 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
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Citometria  de Flujo Radiomarcaje 

% células que tiene la proteína unida % Proteína que se unió 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 
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PORCENTAJE DE UNION 

TOTAL  

1. 2. 3.
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U Total 42429 42432 42433 42434

142 µg/ml 85% 70% 19% 79%

214 µg/ml 66% 55% 17% 72%

285 µg/ml 33% 43% 19% 50%

HepG2
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