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RESUMEN

En la region Amazénica Peruana se viene demostrando la existencia de individuos asintomaticos
infectados con parésitos Plasmodium falciparum, ademas de la presencia de parasitos que carecen
del gen pfhrp2 que codifica a la proteina que es utilizada para el desarrollo de pruebas de
diagnostico rapido. Por lo que la bdsgqueda de nuevas herramientas para el control de la malaria
ocasionada por P.falciparum es de suma importancia, dentro de este contexto la busqueda de
marcadores seroldgicos plantean una alternativa atractiva para regiones como la amazonia
peruana. Para esto se identificaron y expresaron 3 proteinas de P.falciparum (PFRH2B (region
Unica), PFEBAL75 (RIII-IV) y PFMSP10 (completa)) de forma recombinante en células de
insecto. De todas las proteinas expresadas, rMSP10 presentd una mayor reactividad frente a
sueros de individuos infectados con P. falciparum frente aquellos infectados con P. vivax.
Ademas, mediante el uso de programas bioinformaticos se seleccionaron 9 péptidos de los cuales
2 (MSP10-1 y MSP10-2) presentaron reactividad en sueros de individuos infectados. Estos
resultados nos indicaria el potencial uso de PFMSP10 como marcador seroldgico para la
identificacion de infecciones, medicion de la exposicidon e identificacion de zonas de trasmision
que permitan contribuir a los programas de control de la malaria falciparum en la region

Amazonica.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, marcador serolégico, PFRH2B, PFEBAL75,

PFMSP10, péptidos, Amazonia peruana.



ABSTRACT

In the Peruvian Amazon region the presence of asymptomatic individuals infected with
Plasmodium falciparum parasites has been demonstrated, in addition to the presence of parasites
that lack the pfhrp2 gene that codes for the protein that is used for rapid diagnostic tests.
Therefore, the search for new tools for the malaria control is an important issue for regional
control programs. In this context, the use of serological markers presents an attractive alternative
for regions such as the Peruvian Amazon. For this, three P.falciparum proteins (PFRH2B (unique
region), PFEBA175 (RIlI-1V) and PFMSP10 (complete protein) were expressed in insect cells
(Sf9). Of all the expressed proteins, rMSP10 showed a higher reactivity against sera from P.
falciparum infected individuals than those infected with P. vivax. In addition, nine peptides were
selected using bioinformatics software, of which two (MSP10-1 and MSP10-2) showed reactivity
in sera from infected individuals. These results would indicate the potential use of PFMSP10 as
a serological marker for the identification of infections, exposure measurement and identification
of transmission zones that would contribute to the control programs of malaria falciparum in

Amazon region.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, serologycal marker, PFRH2B, PFEBA175,

PFMSP10, péptides, Peruvian Amazon region.
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cuadros se encuentran el péptido sefial, la secuencia repetitiva, dominios EGF —like y GPI. En letras
subrayadas y cursivas se encuentran los péptidos seleccionados. En negrita al zona predicha por Black et
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individuo sano endémico para Malaria; Tx: Toxoplasmosis; Ls: Leishmaniasis; Lp: Leptospirosis; Nc:
Neurocisticercocys and Dn: Dengue. La linea horizontal punteada indica el cut-off. La linea horizontal
ubicada en cada grupo representa la mediana.

Figura 5.5.- Reactividad de los péptidos PfMSP10-1, PFMSP10-2 y PfMSP10-3 frente a sueros de
pacientes infectados con otros patdgenos. Tx:Toxoplasmosis; Ls:Leishmaniasis; Lp:Letospirosis; Nc:
Neuracisticercosis and Dn: Dengue. Las lineas punteadas horizontales representan el cut-off del ensayo.
Las lineas horizontales de cada grupo representan la media de los datos.

Figura 5.6.- Reactividad de los péptidos PfMSP10-1, PFMSP10-2 y PfMSP10-3 frente a sueros de
pacientes de zona endémica (HDend) y no endémica para malaria (HDn). La linea punteada horizontal
representa el cut-off del ensayo. Las lineas horizontales de cada grupo representan la media de los datos.
Figura 5.7. Resultados de analisis de BLASTp empleando la secuencias de aminoacidos de PfMSP10
contra las secuencias proteicas de Leishmania (taxid:5658) y Leptospira (taxid:37387). Evaluado en Marzo
del afio 2019.

Capitulo 6:

Figura 6.1.- Modelo tedrico para la bisqueda y evaluacion de marcadores seroldgicos contra las proteinas
de los parésitos P.falcpiarum en la amazonia peruana. Las lineas continuas unen los conceptos obtenidos
en base a las evidencias presentadas en esta tesis y las lineas discontinuas en base a otros estudios realizados
en la regién amazonica. En negrita se encuentran los conceptos manejados sobre P.falciparum en la

amazonia peruana de esta tesis.



Lista de Tablas

Capitulo 1:
Ninguna.

Capitulo 2:
Tabla 2.1.- Antigenos seroreactivos reportados e identificados para malaria falciparum en el Per(.

Capitulo 3:

Tabla 3.1.- Cuantificacion de rMSP10 utilizando un kit de ELISA para la deteccién de proteinas marcadas
con histidinas.

Tabla 3.2.- Purificacién de rMSP10 utilizando la columna de iMAC.

Tabla 3.3- Se presenta los resultados de ELISA a diferentes concentraciones de rMSP10 utilizado como
antigeno frente a sueros de pacientes con malaria y donantes sanos.

Tabla 3.4.- Codon usage en donde se presentan los diez codones de P.falciparum mas raros relativos a Sf9.
Tabla 3.5.- Cuantificacion de rRh2b recombinante.

Tabla 3.6.- Purificacién de rRh2b usando columnas IMAC.

Tabla 3.7.- Resultados de la reactividad (Ratio) de los sueros de pacientes infectados con P.falciparum y
rRh2b.

Capitulo 4:

Tabla 4.1.- Valores ig-score para las zonas NH2, COOH vy regién media de las proteinas fibra-2 y
PFMSP10.

Tabla 4.2.- Resultados de analisis Optimum Antigen™ y AbDesigner™ para Fibra-2 y PFMSP10

Tabla 4.3.- Porcentajes de residuos en estructuras hélix, strand, turn y coil segln el servidor CFSSP.
Ademas se presenta los aminoacidos en zonas de desorden segun el servidor GlobPlot 2. Los valores son
relaciones entre el nimero de aminodcidos con la caracteristica entre la cantidad de amino&cidos de cada
péptido.

Tabla 4.4.- Resultados de alineamientos de los péptidos de Fibra-2 y proteinas de la familia adenoviridae,
de Gallus gallus y Oryctolagus cuniculus.

Tabla 4.5.- Resultados de alineamientos de los péptidos de PFMSP10 y proteinas de Plasmodium
falciparum, de Homo sapiens y Oryctolagus cuniculus.

Tabla 4.6.- Caracteristicas quimicas de los péptidos seleccionados.

Capitulo 5:

Tabla 5.1.- Sero-reactividad en individuos sintomaticos y asintomaticos con malaria en a los antigenos y
péptidos recombinantes.

Tabla 5.2.- Namero de sueros positivos a los diferentes antigenos, agrupados segun su sero-reactividad y
su relacion con la infeccion a P.falciparum y P.vivax.

Capitulo 6:
Ninguna.



CAPITULO 1

GENERALIDADES Y DISENO DE LA TESIS



1.1.- INTRODUCCION

1.1.1.-Generalidades:

La enfermedad de la malaria es causada por el parasito del género Plasmodium spp y es
transmitida a los humanos por cerca de 30 diferentes especies de mosquitos del género Anopheles
spp. Se encuentran referencias de esta enfermedad a partir del afio 2,700 A.C en regiones de China
y ha sido reconocida como una verdadera plaga para la humanidad que persiste como un serio
problema de salud publica a nivel mundial (1). La infeccién por malaria ocurre en méas de 96
paises en todo el mundo y cerca de 3.2 mil millones de personas se encuentran en riesgo de
contraerla (Figura 1.1). La infeccion por el parasito del género Plasmodium ocasiona que en
Africa muera un nifio cada 2 minutos. De las cinco especies de Plasmodium spp que afectan al
hombre, dos son las de mayor mortalidad y morbilidad: Plasmodium falciparum y Plasmodium
vivax respectivamente. Estas dos especies tienen una transmision activa en 21 paises de América

Latina y el caribe (2).

Endémicos para paludismo Endémicos en 2000, actualmente no endémicos No endémicos o sin transmisién activa del poludismo No aplica

Figura 1.1- Paises con transmision activa de malaria entre los afios 2000 y 2015.

Tomado de Reporte mundial de malaria - OMS(2).



1.1.2.- Malaria en el Peru

El Pert reporta casos de P.falciparumy P.vivax; ademas nuestra region es considerada como zona
de baja transmision para la malaria. Después del fendmeno de EL NINO durante los afios 1997-
98, donde se reportaron hasta 120,000 casos, en los afios siguientes los programas de control se
intensificaron logrando reducir el nimero hasta los 45,000 casos para el afio 2002 permaneciendo
estable hasta el afio 2005. Ese mismo afio el Pert logrd obtener un importante apoyo econémico
exterior del Fondo Global para la Lucha contra HIV, Tuberculosis y Malaria, a través del
Organismo Andino de la Salud (ORAS), Convenio Hipdlito Unanue, que financid el proyecto
“Control de Malaria en zonas de frontera de la Region Andina (PAMAFRO)”. Este proyecto
incluia el uso de diferentes estrategias para controlar la malaria, entre las cuales tenemos,
busquedas activas de pacientes febriles, implementacién de nuevos puestos de salud con
microscopios, capacitacion a microscopistas, movilizacién de promotores de salud, vigilancia
epidemioldgica, entomolégica, participacion comunitaria y el empleo de pruebas de diagnostico
rapido (PDR); logrando asi que para el afio 2010 se redujeran el nimero de casos hasta los 11,604
casos. Este proyecto termin6 en el afio 2011 y luego el Ministerio de Salud del Per asumio el
programa de control de malaria (técnica y financieramente); sin embargo desde el 2011 s6lo se
ha priorizado el tratamiento de casos positivos detectados por microscopia (3), esto sumado al
costo actual del tratamiento que es dos veces méas caro (21,10 ddlares/paciente) que el anterior
tratamiento para P.falciparum (4), han sido factores que contribuyeron que para el afio 2015 se
reportaran 62,220 casos de malaria, de los cuales el 20% de los casos fueron producidos por P.
falciparum, (Figura 1.2). Finalmente, la region de Loreto es la que contribuye con cerca del 90%
de casos de malaria en el Peru, para el afio 2015 se presentaron 32 distritos que fueron clasificados
como de alto riesgo y todos ubicados en la region amazonica de Loreto por lo que es de principal

interés llevar a cabo programas de control contra la malaria (5).
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Figura 1.2.- Mapa de incidencia de malaria por distritos en el Per( para el afio 2015. (A)
Casos de infecciones con P. vivax. (B) Casos de infecciones con P. falciparum. Tomado
del Boletin Epidemioldgico de la Direccion General de Epidemiologia - MINSA (5).

1.1.3.- Ciclo biolégico del parasito Plasmodium spp

La fase asexual se inicia cuando un mosquito infectado inyecta esporozoitos a través de una
picadura en la piel de un individuo, los cuales viajan a través de la circulacién para llegar a las
células del parénguima hepatico, donde en un lapso de 6 a 13 dias se diferencian en dos formas
distintas, esquizontes tisulares (exo-eritrociticos) (b) e hipnozoitos (c); estos Gltimos son los
responsables de las recaidas en la infeccién por malaria causada por P. vivax y P. ovale. Los
nuevos esquizontes hepaticos se forman entre 1y 18 meses después de la infeccion a partir de
los hipnozoitos, terminan con la ruptura del hepatocito que los contiene, liberando asi entre 8 a16
merozoitos (d), los cuales invaden a los glébulos rojos y originan un ciclo intra glébulos rojos,
el cual consiste en la division asexuada del parasito (esquizogdnico) pasando sucesivamente de
trofozoito joven (e) a trofozoito adulto (f), luego a esquizonte maduro (forma de mora) (g), para
finalmente lisar el glébulo rojo liberando nuevos merozoitos que van a invadir nuevos glébulos
rojos, este ciclo dura 48 horas (P.falciparum). Algunos trofozoitos daran lugar a gametocitos (h),
masculinos y femeninos, los cuales al ser ingeridos por los mosquitos en el momento de
alimentarse con sangre humana iniciaran el ciclo esporogénico (reproduccion sexual) dentro del

mosquito. El gametocito masculino se ex-flagela y fecunda al gametocito femenino formando un

4



ookineto o zigote (i), que se moviliza por la pared estomacal del mosquito y se enquista en su
exterior, madura durante 8 al5 dias y libera los esporozoitos, los cuales se diseminan por la
hemolinfa del mosquito concentrandose en sus glandulas salivales, quedando listos para reiniciar
el ciclo asexual (Figura 1.3).

EstadioMosquito Estadio:-Hepatico'Humano EStdio Sangu
©) R N el :
F:l

\ o-Eritrocitaria
Hcputc-c::c.f,?, ESQLI:ZO"[E
Infectado e

Figura 1.3.-Ciclo de vida de Plasmodium spp. Figura tomada y modificada de Griffth et al (6).

1.1.4.- Taxonomia del parasito

La malaria es causada por un protozoario del género Plasmodium. Este género es parte de un
subfilum de organismos protistas unicelulares denominados Apicomplexa. Los Apicomplexas
poseen el apicoplasto, que es una organela disefiada para ayudar al ingreso a la célula huésped.
El filum Apicomplexa se divide en dos clases, el género Plasmodium pertenece a la clase
Aconoidasida (carentes de una estructura llamada conoide y se distingue como un conjunto de
microtubulos), y luego a la orden Haemosporida, que contiene a los parasitos que invaden los
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gldbulos rojos. Dentro de este suborden, Plasmodium pertenece a la familia Plasmodiidae, donde
todos comparten numerosas caracteristicas, incluyendo la reproduccion asexual en un huésped
vertebrado y la reproduccion sexual en un hospedero definitivo (un mosquito, en el caso de las
especies del género Plasmodium que infectan a todos los mamiferos, incluidos los seres
humanos). En la malaria humana, el huésped definitivo se refiere a menudo al vector. La familia
Plasmodiidae contiene unos doce géneros, siendo uno de ellos Plasmodium, que a su vez se

encuentra dividida en numerosos sub-géneros (7).

1.1.4.1.-Clasificacion del género Plasmodium (Sistema Nature, Linneo 1758)

Phylum: Protozoa
Subphylum: Apicomplexa
Clase: Aconoidasida
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidiida
Suborden: Haemosporina
Familia: Plasmodiidae

Género: Plasmodium

1.1.4.2.-Plasmodium falciparum

Es el agente causal de los casos graves de malaria y es el principal responsable de muertes por la

enfermedad de la malaria en el Per y en el mundo.

1.1.5.-Genoma de P. falciparum

El genoma de P. falciparum consta de 23 Mpb distribuidos en 14 cromosomas, los cuales
codifican cerca de 5,300 genes. Cerca del 80% de su genoma esta formado por los nucleétidos
adenina y timina. La mayoria de sus genes codifican proteinas involucradas en la evasion inmune,
en las interacciones hospedero — paréasito y estan ubicados en las regiones sub-teloméricas de los
cromosomas (8, 9). Cerca del 8% de su genoma codifica 455 proteinas que presentan un péptido
sefial de exportacion que las dirige hacia el exterior de la vacuola parasitéfora, en donde cumplen
una funcion de interaccion con las proteinas del glébulo rojo infectado, 256 de estas proteinas
estan relacionadas con la evasion inmune, entre estas PFEMP1 con 59 copias, stevor (32 copias)

y rifins (165 copias). El resto de genes, 199 en total, son secuencias unicas que codifican proteinas
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con dominios DnaJ o PHIST (chaperonas) y otras proteinas de exportacion. La razon por la cual
este parasito tiene este gran repertorio de genes se desconoce; pero cabe resaltar que de todas las
especies de Plasmodium spp, P. falciparum es el Unico que expresa PFEMP1 (Proteina de
membrana del eritrocito 1 de P.falciparum), la cual es su principal proteina de evasion inmune en
el estadio trofozoito y cuyas variedades estan relacionadas con casos complicados de malaria (9-
11).

1.1.6.-Transcriptoma de P. falciparum (cepa 3D7)

Cerca del 75% de los genes de P. falciparum son activados durante las primeras 48 horas del ciclo
intraeritrocitario, de estos cerca del 80% corresponde a genes del estadio trofozoito (estadio que
presenta la proteina PFEMP1). La regulacion genética a nivel transcripcional es importante en
P.falciparum ya que produce una cascada de expresion de genes empezando con aquellos
involucrados con funciones generales de la célula y finalizando con aquellos genes que sintetizan
proteinas con funciones propias del parasito como las proteinas de exportacion y las que estan
involucradas con la virulencia (interaccion con proteinas del glébulo rojo infectado y la
deformacién de este) (8, 12, 13)

1.2.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.2.1.-La malaria ocasionada por P.falciparum

La malaria exhibe un amplio espectro de manifestaciones no clinicas (infecciones asintomaticas)
y clinicas (malaria complicada y no complicada). Este espectro de manifestaciones depende de

multiples factores relacionados al parasito, al hospedero, al vector y al medio ambiente.

1.2.2.-Cuadros clinicos asociados a las caracteristicas parasitarias de P.falciparum

La malaria cerebral es la complicacion mas frecuente de la malaria causada por P. falciparum y
no se conoce con claridad su patogénesis; sin embargo, se han postulado cuatro mecanismos
posibles: 1) citoadherencia y secuestro de glébulos rojos infectados en la micro-vasculatura
cerebral; 2) formacion de rosetas y aglutinacion de glébulos rojos infectados; 3) produccion de
citoquinas y activacion de segundos mensajeros y, 4) apertura de la barrera hemato-encefélica

ocasionado por dafio celular producto de la inflamacién local (Figura 1.4).



1.2.2.1.- El secuestro es el resultado de la citoadherencia de los glébulos rojos infectados en el
endotelio microvenular. La citoadherencia estd mediada principalmente por receptores afines a
PfEMP1 (Figura 1.5) que se encuentran en el endotelio micro-venular. Esto ocurre en capilares y
vénulas. El secuestro de glébulos rojos infectados contribuye a la obstruccion vascular y ha dado
origen a la hipétesis de la obstruccion mecanica vascular por glébulos rojos infectados. (14-16)

Glébulos rojos infectados

PfEMP1 4

@ (A
W

&

¢ Endotelio Endotelio Endotelio
Glébulos rojos sanos y microvascular del microvascular de la  Microvascular de los
plaquetas cerebro placenta tejidos
MALARIA CEREBRAL Bajo peso al nacer Malaria
ACIDOSIS METABOUCA Nacimiento prematuro complicnda Y no
MUERTE Muerte del feto complicada

Figura 1.4. Moléculas del hospedero que interacttian con la proteina PFEMP1 del glébulo rojo
infectado. Figura tomada de Penman et al (15).

1.2.2.2.- Las rosetas se forman mediante la union de varios glébulos rojos sanos alrededor de los
glébulos rojos infectados. Estas rosetas se pueden deshacer por un cambio fuerte del flujo
sanguineo; sin embargo, se vuelven a formar en una zona més distal, agravando la obstruccion

venosa y complicando la enfermedad.



Citoadherencia endotelial

Receptor: CD31, CD36, CSA,

o E-selectin, ICAM-1, TSP, and VCAM-1
Formacion de rosetas

"Rolling" -
Endothelial ool de ICAM 1 Formacion o jucisn vascular
activation de rosetas

Figura 1.5.- Formacion de roseta y cito adherencia en los capilares sanguineos. Tomado y
modificado de Chen et al (17).

1.2.3.-Infecciones asintomaticas

Los cuadros clinicos que presenta la enfermedad pueden cambiar con la edad, inmunidad e
intensidad de transmision de la region (Figura 1.6). En areas de alta transmision de malaria, los
individuos estan constantemente expuestos al parasito y desarrollan una proteccion parcial para
los sintomas severos, denominandose infecciones asintomaticas (18) producto de la inmunidad

clinica adquirida (19).

Se han establecido dos caracteristicas fundamentales en la malaria asintomatica: la duracion de la
infeccion y la densidad de gametocitos en sangre. Las infecciones que persisten por largos
periodos de tiempo significan mas oportunidades para que una persona con malaria pueda
convertirse en un reservorio humano para que pueda ser picado por los mosquitos, esto también
permite que los gametocitos de P. falciparum puedan producirse ya que les toma alrededor de 7
a 15 dias después de la primera aparicion de los parasitos en la sangre (20). Se ha observado entre
las personas con malaria asintomatica provenientes de zonas de moderada hasta de alta
transmision como en Africa, que las infecciones con densidades mas altas de gametocitos son
generalmente mas infecciosas. Sin embargo, las densidades de gametocitos de los individuos
asintomaticos de zonas de baja transmision son mas heterogéneas y no necesariamente comparten

los mismas caracteristicas de lo que ocurre en zonas de alta transmision (Figura 1.7) (7).



Factores Parasitarios Factores Hospedero Factores geogrificos ¥ sociales

Resistencia a drogas Inmunidad Acceso al tratamiento

Ratio de multiplicacién Citoguinas proinflamatorias Factores econdémicos v culturales
Vias de invasion Genetica Estabilidad politica
Citoadherencia Grupo sanguineo Intensidad de transmision
Formacidn de rosetas Edad

Polimorfismo antigénico Embarazo

Toxinas de malaria
Variacion antigenica (PEEMP1)

\

Resultado clinico

—

Infeccitn asintomatica Fiebre Malaria complicada Muerte
{Infeccidén (Acidosis metabolica, anemia severa,
sintomadtica) malaria cerebral)

Figura 1.6.- El resultado clinico de las infecciones con P.falciparum en Africa depende de
multiples factores, los cuales incluyen al parasito, el hospedero, aspectos geograficos y sociales.
La convergencia de estos factores permite resultados clinicos que van desde la infeccion
asintomatica hasta la complicacion de la enfermedad y/o la muerte. Tomado y adaptado de Miller
et al (19).

La situacion de las infecciones asintomaticas en las zonas de baja transmision (distintas a regiones
en africa) como la Amazonia y el sudeste asiatico es mucho mas complicada dado que en estas
regiones un alto porcentaje de las infecciones asintomaticas de malaria son del tipo
submicroscopicas y que ademas tenemos la presencia de dos especies de Plasmodium circulantes
(falciparum y vivax). Los individuos expuestos a malaria en una zona de baja transmision con el
paso del tiempo y la continua exposicién se incrementarian sus probabilidades de ser
asintomatico, ya que estarian en proceso de adquisicion de la inmunidad clinica (eliminacién de

la parasitemia) o podrian estar en el proceso de desarrollar una infeccién sintomatica (Figura 1.7)

™).
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Figura 1.7. Heterogeneidad de los reservorios asintomaticos en zonas de alta y baja transmision.
Figura tomada de Torres K. 2015 (7).

1.2.4.-Marcadores serolégicos

Las herramientas convencionales para medir la transmision de P.falciparum en una region son:
las mediciones entomolégicas las cuales proveen informacion del vector (mosquito) y la forma
de transmisién al humano del parasito en una comunidad; sin embargo, esto requiere de personal
entrenado y procedimientos estandarizados aceptados lo cual reduce la precision de los
indicadores de transmision lo cual hace dificil su interpretacion. La prevalencia de las infecciones
por P.falciparum, es valor importante pero dado la falta de estrategias para asegurar la exactitud
de estos datos obtenidos que se basan en el enrolamiento de pacientes sintomaticos, censado de
comunidades, inicio del tratamiento con resultados de microscopia, uso de mosquiteros,
implementacion de redes de microscopistas, hacen que estas herramientas convencionales sean
de aplicacién dificultosa en zonas con geografia compleja y que a su vez son consideradas como
de baja transmision para la malaria. De forma alterna se puede obtener informacion precisa y
cuantitativa sobre la exposicién de determinadas poblaciones, en los estudios de cohortes de
pacientes (seguimientos), midiendo la incidencia de pacientes sintomaticos y asintomaticos a

P.falciparum. Desafortunadamente, estos estudios aumentan sus gastos de aplicacion mientras
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méas comunidades se deseen evaluar y por tanto solo estan limitados a nivel de investigacion,

dejando de lado su aplicacion en los programas de control regionales y nacionales (21).

Los marcadores serol6gicos surgen como una alternativa atractiva para estimar la incidencia de
infecciones sintomaticas y asintomaticas en las infecciones con P.falciparum al costo de estudios
tipos cross-sectional (corte en un punto de tiempo). Aunque las infecciones de P.falciparum
puedan resolverse con el tiempo , una evidencia bioldgica queda marcada en el perfil de
anticuerpos de un individuo expuesto, el cual puede ser medido por ensayos de ELISA (Siglas en
ingles de “ensayo por inmuno-adsorcion ligado a enzimas™). A este proceso de monitorear el nivel
de anticuerpos generados hacia un determinado marcador (antigeno) en una region, se le
denomina “Serovigilancia” y brinda informacién importante sobre el impacto del programa de
control en la region. Se puede determinar el mejor “marcador serologico” en base a estudios de
validacion del mismo en una poblacion de interés. Un ejemplo del comportamiento esperado de
estos marcadores serologicos se muestra en la figura 1.8, en donde se observa el titulo de
anticuerpos en relacion al tiempo, los cuales pueden servir para medir infeccion, exposicion y

proteccién.

Titulo
Anticuerpos

Proteccion

Tiempo

Figura 1.8.- Variacion de los titulos de anticuerpos generados contra los marcadores seroldgicos
segun estos sean utilizados (infeccion, exposicién y proteccion) en el tiempo. Figura tomada y
modificada de King et al (22).

Luego un escenario ideal para estos marcadores serologicos o sero-marcadores es sin duda su
empleo en programas de control de malaria para poder estimar el nivel de transmision, monitorear
tendencias en periodos de tiempo desde meses hasta afos, evaluar el impacto de los programas
de control, identificar individuos y poblaciones con reciente exposicion, identificar areas
geograficas (“hot-spots™) o poblaciones (“hot-pops”) con inicios de transmision, confirmar la

eliminacion de la malaria, monitorear la re-emergencia y detectar pacientes asintomaticos (22,
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23). El empleo de antigenos parasitarios para estos propositos no es reciente y fue planteado hace
10 afios atras para los programas de control; sin embargo, la falta de metodologias de obtencion
de antigenos estandarizados dejo esta idea en el tintero. Recientemente esto ha tomado fuerza con
la popularizacién de las tecnologias de obtencion de proteinas recombinantes, 1o que permitiria
su produccion mas controlada y métodos 6ptimos de tamizaje (Protein-arrays) por lo cual su

interés se viene renovando (22, 23).

1.2.5.- Baculovirus como sistema de produccion de antigenos recombinantes.

La produccién de proteinas recombinantes se ve limitada por la capacidad de los sistemas de
expresion de obtener proteinas con todas sus propiedades, tal cual se encuentran en su forma
nativa, como lo son las modificaciones postraduccionales (modificaciones con azUcares, lipidos,
etc.) y el correcto plegamiento de estas, los cuales son muy importantes en el correcto
reconocimiento por parte de sueros de pacientes infectados (24). Otra limitante es la escalabilidad
de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes. Un sistema ideal de produccion de
proteinas emplearia un sistema de expresion de células mamiferas pero las condiciones de
produccion de estas son muy demandantes. Recientemente, se ha retomado la técnica de expresion
de proteinas en células de insecto utilizando virus recombinantes (baculovirus), la cual hasta el
momento ha puesto en el mercado 2 productos (vacunas) aprobados por la FDA (Food and drug
Administration U.S, http://www.know-vaccines.org), y recientemente se encuentran en lista de
espera 2 productos mas para su aplicacion en las enfermedades provocadas por los virus de Ebola
(25) y Chikungunya (26).

Esta tecnologia consiste en insertar genes de interés en un virus de insecto (baculovirus), bajo el
promotor de la polihedrina (promotor que confiere una expresidn proteica elevada en insectos) y
utilizarlos para infectar células de insecto en cultivos, de los cuales se pueden producir las
proteinas recombinantes de interés (figura 1.9). La versatilidad de este sistema se encuentra en
los tiempos de respuesta frente a una demanda real, como lo fueron las epidemias de Ebola y
Chikungunya durante los afios 2013 y 2014. La produccion de proteinas basadas en este sistema
depende de obtener un baculovirus recombinante en condiciones de laboratorio (clonacion de
vectores y aislamiento de bacmidos), que puede tomar cerca de 2 a 4 semanas hasta obtener el
baculovirus recombinante. Luego con el baculovirus se llevan a cabo procesos de produccion de
proteina infectando células de insecto que no requieren una gran demanda técnica a diferencia de
los sistemas de expresion en células de mamifero. Las condiciones para el cultivo de células de
insecto son atractivos para un laboratorio basico de investigacion como porcentaje de CO; nulas,

temperaturas entre 25 y 28°C, crecimiento en ausencia de suero fetal bovino (SFB), crecimiento
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en suspension celular pudiendo llegar a densidades entre 3-5 millones de células por cada
mililitro, tiempo de produccion de proteinas entre el dia 2 y 5 post infeccion, tamizaje de variables
en la expresion, facilidad de crio preservacion de stock virales, procesos de lisados sencillos sin
el uso de complejos detergentes para el caso de proteinas intracelulares y lo mas importante, que
son inocuos al ser humano (27). Estas condiciones de cultivos hacen que este sistema sea el idoneo
para la produccion de proteinas recombinantes y prueba de ello varios grupos lo vienen
empleando en la produccion de formas recombinantes de proteinas parasitarias de interés para las
investigaciones en malaria (28-32), y fuera del contexto de malaria su uso se refleja en cerca de
400 articulos al afio que son publicados empleando esta tecnologia (Figura 1.9).

\
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Figura 1.9.- l1zquierda. Descripcion esquemética de la produccion de vacunas utilizando el sistema de expresion en
células de insecto. Figura tomado de Mena et al (33). Derecha. Literatura buscada en base de datos cientificas en donde
se empleo el sistema de expresion de células de insecto. Los afios de invencion de la tecnologia (1983), el inicio de la
comercializacion de la primera vacuna animal con esta tecnologia (1999), la primera vacuna humana (2007) y su primer
uso como vector de terapia genética (2007) son indicadas por las flechas. Figura tomada de Van oers et al (34).

1.3.-- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.3.1.-Parasitos Plasmodium falciparum de la Amazonia Peruana

Los parasitos P.falciparum en la Amazonia Peruana representan un grupo de especial interés para
la investigacion debido a que se vienen identificado caracteristicas notables sobre estos. El primer
estudio que involucré conocer caracteristicas del parasito fue realizado en el afio 2003, donde se
reportaron los genotipos para el gen GLURP (glutamate-rich protein) en aislados de pacientes de
la Region Amazodnica (35). Posteriormente se reportaron la existencia de alelos relacionados con
la respuesta a drogas antimaldricas (36-40), y ensayos de susceptibilidad in vitro a drogas (41),

también existieron reportes de asociacion entre un marcador molecular y la resistencia a un
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antimalarico en cepas nativas (8, 42). En el afio 2006 se report6 una asociacion positiva entre
gametocitos en sangre y la ausencia de sintomas clinicos en pacientes de la Amazonia (43). En el
afio 2007 se concluyé que las mujeres gestantes eran mas susceptibles a la infeccién por
P.falciparum que las mujeres no gestantes (44) y ademas que la variabilidad genética era menor
en el gen asociado a malaria en gestantes (VAR2CSA, miembro de la familia PFEMP1), (45). En
el afo 2008 se reportan los alelos para los antigenos candidatos a vacunas (circumsporozoite
protein (CSP), merozoite surface protein 1 (MSP-1), apical membrane antigen 1 (AMA-1), liver
stage antigen (LSA-1) y thrombospondin-related anonymous protein (TRAP)) (46). Estudios de
diversidad genética con el marcador PFMSP1, indicaron la presencia de infecciones monoclonales
empleando la tecnologia del microarray, de marcadores de resistencia y micro satélites (8, 47).
En un estudio de 5 afios de seguimiento de poblaciones parasitarias se establecié una alta
diversidad genética, utilizando marcadores moleculares de superficie del merozoito y
microsatélites; sin embargo es baja la diversidad genética comparada a las regiones de alta
trasmision de la malaria como el Africa (48, 49) y en contraste, mediante marcadores de
resistencia se ha determinado una poblacién clonal parasitaria que son un producto del proceso

de seleccidn ejercida por las distintas politicas de antimaléricos adoptadas en el Perd. (50).

En el afio 2010 empezaron los reportes sobre la existencia de parasitos con inestabilidad genémica
total (genes pfhrp2 y pfhrp3) (51) y parcial (gen pfrh2b) (52) e inestabilidad sub-telomérica de
los cromosomas de los parasitos (8). También se buscé establecer el origen genético de la pérdida
de genes pfhrp2 y pfhrp3, que se asocié como un producto de una serie de eventos ocurridos entre
el periodo de afios desde 1998 hasta el afio 2005 (53). Un ensayo reporté con cepas nativas y
modelos de co-infeccién de genotipos in vitro que las cepas pueden crecer de forma
independiente; pero estas ven la necesidad de reducir su densidad por factores no propios
(produccion de merozoitos y gametocitos) de los genotipos, sino propios de P.falciparum que
todavia no estan esclarecidos (54). Ensayos de invasion de merozoitos a glébulos rojos fueron
realizados en aislados de la Amazonia reportandose Gnicas y nuevas vias de invasion, ademas de

reportar variantes de las proteinas involucradas en el proceso de invasion (52).

Informacién genética muy importante se ha rescatado en los Gltimos 13 afios en relacién a los
parasitos P.falciparum de la Amazonia Peruana. Los ensayos de diversidad genética dan indicio
de una poblacion clonal a nivel de marcadores neutrales como los microsatélites y poblaciones
diversas a nivel de proteinas de superficie del merozoito (PfMSP1, PfMSP3, PfMSP6, PFMSP2 y
PfGLURP), proteinas de invasion del merozoito (PfRh1, PfRh2a, PfRh2b, PfRh4, PfRH5 y
PfEBAL75), proteinas del esporozoito (CSP, TRAP), relacionados con estadio hepatico (LSA-1)
y asociados con malaria en gestantes (PfEMP1) lo que nos indica que a nivel de proteinas de

contacto, P.falciparum presenté una limitada variabilidad. Esta limitacion podria explicar en parte
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las pérdidas gendmicas reportadas en estas cepas, ya que al no existir una forma éptima de
recombinarse sexualmente (de alli que la Amazonia es considerada de baja transmision), esta
genera que los parasitos busquen forman alternas para lograr diversidad y se pueden dar eventos
de recombinacion mitética que se dan con facilidad en la region sub telomérica en los cromosomas
(55). Por lo mencionado, podriamos inferir que tenemos parasitos clonales circulantes en este
region; pero que a su vez presentan diversidad a nivel de proteinas de superficie e invasion, con
pérdidas de segmentos gendmicos totales y parciales, lo cual puede ser contradictorio; sin
embargo se estaria reflejando la falta de seleccion en estas poblaciones permitiendo que nuevas
variantes a nivel de proteinas de superficie aparezcan y se mantengan dada la estructura genética

del tipo clonal para P.falciparum en nuestra region.

Estudios de caracterizacion fenotipica se desarrollaron con cepas de la Amazonia Peruana,
estudios relacionados con susceptibilidad a drogas, asociacion del nivel de gametocitos en sangre
de pacientes no febriles, cultivos in vitro de co-infeccidn y ensayos de invasion. Es poca la
informacién que se tiene a nivel de fenotipo, salvo que se cuentan con parasitos resistentes a
antimalaricos de primera linea (sulfodoxina-piremetamina, cloroquina y quinina), ademas del
antibidtico clindamicina, parasitos que tienden a producir gametocitos con facilidad y cuyos

Merozoitos presentan una nueva ruta de invasion de glébulos rojos (35-50).

1.3.2.- Eliminacion de la malaria.

Los datos sobre los casos de malaria presentados por la Direccién General de Epidemiologia del
Perl, obedecen a datos de pacientes con sintomas y que se acercan a la posta de salud respectiva
(5); sin embargo, dada la geografia de la region amazonica, la forma mas popular de movilizacion
es por via fluvial que involucra un costo para el paciente, ademas de tiempo, por lo que este seria
un factor que estaria también influenciando en el diagnéstico y tratamiento oportuno de la malaria
(56, 57) Una forma de manejar este inconveniente seria a través del uso de pruebas de diagndstico
rapido (PDR) en zonas alejadas, sin acceso al diagndstico por microscopia. En el Pert se habla
de parasitos resistentes a las PDR (58) y es una preocupacion de varios grupos de estudios
especializados en el mundo (59). La primera mencién de estos parasitos como un posible factor
de la baja sensibilidad de las PDR en la Amazonia Peruana fue brindada tras los resultados
obtenidos para una nueva PDR basada en la deteccion de la proteina PFHRP2 la cual llevaba por
nombre ICT MALARIA P. f/P.v (AMRAD®)) y para la cual se obtuvo una sensibilidad de 60%
(60). En un segundo estudio utilizando otra PDR (Parascreen®) se obtuvo una sensibilidad de
54%, en donde se menciona por primera vez que la presencia de parasitos sin el gen pfhrp2 podria

ser la causa de esta baja sensibilidad (61). Esto llevé a los investigadores a indagar sobre la posible
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presencia de estos parasitos especiales y en el afio 2010 se dio el primer reporte de parasitos que
no poseian el gen pfhrp2 (51) y finalmente en el 2012 se reporta que las PDRs basadas en la
deteccion de PFHRP2 no son Utiles para la region Amazonica (62); cabe indicar que este tipo de
PDR son las més utilizadas en el mundo (59). Se tiene informacidn consistente sobre la presencia
de estos parésitos P.falciparum en nuestra region, que estarian presentes ademas en otras regiones
de la Amazonia como Colombia y Brasil (63) y también estarian siendo reportados en regiones
del Africa (Malawi, Zambia, Ghana y Senegal) (59).

Las blsquedas activas de pacientes son una herramienta Util para la identificacion de pacientes
asintomaticos en una region, esta medida consiste en tomar no solamente muestras de sangre de
individuos febriles sino también a los individuos que rodean al paciente febril. Una blsqueda
activa realizada en la regién amazénica durante el afio 2003 demostro la presencia de individuos
asintomaticos (5% de casos) empleando una combinacién de herramientas moleculares con la
microscopia.(64). Después de este reporte, otros estudios han encontrado entre 5 — 14% de
individuos asintomaticos (3, 44, 65, 66). Este tipo de malaria no tiene ain un concepto definido,
sin embargo ya existe mucho interés en como estan controlando estos individuos a los parasitos
en la sangre sin llegar a presentar sintomas o sin llegar a eliminarlos completamente (7, 67). Estos
individuos asintomaticos se han convertido en un tema critico en términos de la asignacion del
tratamiento; ya que, de acuerdo con las directrices nacionales del programa de Malaria en el Perd,
solo después de confirmar la presencia del parasito en el frotis o gota gruesa de sangre se puede
proporcionar tratamiento al paciente; con esto, los casos asintomaticos submicroscépicos
quedarian fuera del esquema. Asimismo, esta condicion en zonas endémicas del Peru representa
una barrera critica para la eliminacidon o erradicacion de la malaria, por lo que es crucial seguir

disefilando nuevas estrategias o herramienta para la prevencién y control (7).

1.4.- MARCO TEORICO

Los grupos de investigacion del Instituto de Medicina Tropical “Alexander Von Humboldt” y el
laboratorio de Malaria de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de
Ciencias y Filosofia, ambos pertenecientes a la Universidad Peruana Cayetano Heredia, llevan a
cabo extensos estudios en la Regién Amazonica (Loreto principalmente), en diferentes areas:
estudios epidemioldgicos, genéticos, celulares (caracterizacion de fenotipos de cepas de P.
falciparum en cultivo), inmunolégicos (respuestas sintomatica o asintomatica en el hospedero

relacionadas con las cepas P.falciparum) y entre otros.
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El reporte de cepas P.falciparum sin el gen pfhrp2 (51) tras los resultados de baja sensibilidad
obtenida con la PDR Parascreen® (61) y el estudio que indica que las PDR basadas en la deteccién
de PfHRP2 no son dtiles para la Region Amazoénica (62), realizados por nuestro grupo de
investigacion, fueron de gran impacto sobre el desarrollo y uso de PDRs. Para agudizar este
problema tenemos un importante hallazgo sobre la presencia de un gran nimero de individuos

asintomaticos y algunos con infecciones sub-microscépicas en la region (65)

Estudios inmunoldgicos en nuestra region han descrito que los individuos expuestos a
P.falciparum pueden evocar rdpidamente y mantener titulos de anticuerpos anti-PfMSP1 durante
4 meses (68). Esto puede ser una ventaja técnica para la evaluacion de marcadores seroldgicos.

Estudios pensados para el control de la enfermedad proponen la identificacién de estos individuos
asintomaticos y la deteccion de zonas de trasmision o “puntos calientes” mediante el uso de
marcadores seroldgicos que indiquen la exposicion de los individuos al parasito P.falciparum (3),
ya que a pesar que la infeccion se resuelva, estos dejan una huella en el hospedero humano
(respuesta de anticuerpos frente proteinas parasitarias) que puede ser medible. Se han llevado a
cabo estudios de diferenciacion entre sintomaticos y asintomaticos en base a su nivel de respuesta
seroldgica a proteinas relacionados con la invasion, identificando potenciales proteinas (PfRh2b,
PfEBAL75, PFEBA181 y PfMSP1); sin embargo esta diferenciacién se deberia en parte a la
presion de seleccion que se lleva en el hospedero humano americano (69) y también a las nuevas
rutas de invasion identificados para las cepas peruanas (52). En el afio 2015 se realizaron ensayos
con el sistema proteinarray empleando sueros de pacientes sintomaticos y asintomaticos, lo cual
permitid identificar potenciales marcadores de sero-vigilancia que permitirian identificar ambos

tipos de pacientes y contribuir con los programas de control regionales (70).

1.5.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Existen muchos espacios por llenar para lograr entender el comportamiento de los parasitos
P.falciparum de la regién Amazonica. Sin embargo, podemaos identificar 2 rasgos propios de estos
parasitos: 1) No se les puede detectar utilizando PDR basadas en PFHRP2 y 2) A nivel genémico
no parecen presentar variantes que indiquen una relacién con la complicacién de la enfermedad.
El punto 1 a su vez, estaria agudizandose por la presencia de individuos asintomaticos que jamas
asistirdn a un puesto de salud y que por lo tanto se convertirdn en reservorios humanos
contribuyendo asi en la transmisién de P.falciparum en la Amazonia Peruana. Estas
caracteristicas tanto parasitarias como del hospedero pueden ser propias de las zonas de baja
transmision de P.falciparum, por lo que algunos estudios indican la necesidad de monitorear estas

zonas mediante el uso de marcadores serologicos para detectar transmision, lo cual permitiria el
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disefio de nuevas herramientas y estrategias que contribuyan al control de la enfermedad.
Partiendo de este punto, la exploracion de las caracteristicas parasitarias de P.falciparum en la
region Amazonica podria contribuir en la busqueda de marcadores serolégicos (Figura 1.10).

Insensibles a pruebas répidas (HRP2) €= == —— = —— -
Bajo repertorio genético |
|
|
|
|
Individuos Parasitos Marcadores - COI;trfoglrg? ﬁfa?aeria
expuestos Rfa/C/pafum Serologicos regional

Asintomaticos
“Inmunidad clinica” - — — — - - — ]
(Nunca asistiran a un puesto de salud)

Figura 1.10.- Contribucion de factores parasitarios y del hospedero en la problemaética
existente en la Region Amazonica para los programas de control de malaria.
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1.6.- OBJETIVO DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis fue explorar la contribucién de las proteinas parasitarias de
P.falciparum de la Amazonia Peruana en la busqueda de marcadores seroldgicos, mediante el

disefio de péptidos, expresion heterdloga en células de insecto y evaluacion serolégica.

1.6.1.-OBEJTIVOS ESPECIFICOS:

1.6.1.1.- Basqueda bibliografica de potenciales antigenos seroreactivos y su importancia en

la baja transmision de la malaria falciparum en el Peru (Capitulo 2).

Para el objetivo del capitulo 2, se tuvo como hip6tesis que existen ciertas proteinas involucradas
en procesos de invasion del parésito al globulo rojo que presentan sero-reactividad y que podrian
ser utilizadas como marcadores seroldgicos, para lo cual realizamos una revisién de la literatura
disponible de los ensayos reportados en nuestra regién con las proteinas de P.falciparum
reportadas desde el afio 1988 hasta el 2015. Esta revision nos permiti¢ identificar aquellos
antigenos caracteristicos de los parésitos P.falciparum que puedan ser considerados como
potenciales marcadores para sero-vigilancia teniendo en cuenta valores de sero-reactividad y
diversidad genética de estos marcadores. Tras esta revision se verificd que los antigenos presentes
en el merozoito (estadio que se desarrolla fuera del glébulo rojo), fueron los mas reconocidos por
sueros de individuos infectados (PfMSP10 y PfRh2b), de la misma forma se considera a

PfEBAL75 como un marcador de discriminacidn entre infecciones sintomaticas y asintomaticas.

1.6.1.2.- Clonacién y expresidn de las proteinas: Merozoite surface protein 10, reticulocyte-
binding homologue-2b y Erythrocyte binding antigen 175 de Plasmodium falciparum

utilizando el sistema de expresion de células de insecto — Sf9 (capitulo 3).

Para lo cual se describe la clonacion y expresion de la proteina completa PFMSP10 (identificada
en el capitulo 2) en el sistema heterélogo de células de insecto — Sf9, para posteriormente
purificarla y evaluarla en un panel reducido de sueros de individuos infectados con P.falciparum
y P.vivax. Se logro obtener la proteina recombinante con una pureza de 86% (rMSP10), tras un
paso de optimizacion de codones del gen pfmspl0 para Spododtera frugiperda (Sf9) y se
demostrd su sero-reactividad en sueros de individuos infectados con P.falciparum. También se
presenta la clonacién y expresion de la region Unica de la proteina PfRh2b (identificada en el
capitulo 2) utilizando el sistema de expresion de células de insecto, lograndose purificar la

proteina con una pureza de 64% (rRh2b), también se demostro su sero-reactividad en sueros de
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pacientes infectados con P.falciparum. Ademas, se logré a realizar, de forma paralela, la
expresion de la proteina EBA175 en el sistema de baculovirus; sin embargo, al momento de
comparar su reactividad con un panel de sueros frente a rRH2b y rMSP10, la version
recombinante, rEBAL75 presentd bajos niveles de sero-reactividad por lo que no se siguid con su
evaluacion (Anexos, capitulo 3). Como una herramienta adicional se presenta la aplicacion de la
citometria de flujo en la deteccion de proteinas recombinantes producidas en células de insecto

como método de tamizaje de expresion alternativo a western blot.

1.6.1.3.- Seleccion de péptidos para produccion de anticuerpos que permitan la
identificacion de proteinas noveles de interés local: Ejemplos de aplicaciones en agentes

infecciosos (Capitulo 4).

Tras haber obtenido proteinas recombinantes en el capitulo 3 se decide explorar la posibilidad de
disefiar anticuerpos en base a las secuencias de péptidos inmunogénicos, este paso se describe en
el capitulo 4 en donde se presentan parametros de seleccién para el disefio de péptidos como una
alternativa costo-efectiva para obtener anticuerpos que permitan identificar a la proteina de interés
y que no presenten un anticuerpo disponible de forma comercial. Para evaluar estos parametros,
se utilizaron dos proteinas completamente distintas entre si, una de ellas fue PFIMSP10 (parasito)
y la otra fue la proteina fibra-2 de un aviandenovirus (FadV-4). Tras este proceso se obtuvieron 3
péptidos sintéticos por cada proteina, los cuales fueron utilizados para producir anticuerpos
policlonales en conejo y luego estos fueron evaluados en ensayos de western blot e
inmunofluoresecencia. Los anticuerpos obtenidos demostraron ser reactivos a las proteinas de

interés en este trabajo.

Se seleccionaron péptidos para las proteinas PfRh2b y PFEBA175, sin embargo, los anticuerpos
producidos no pudieron detectar las proteinas de interés y las proteinas recombinantes respectivas

(Anexos, capitulo 4).

1.6.1.4.- Alta sero-reactividad de la proteina PfMSP10 de Plasmodium falciparum en sueros

de individuos infectados con malaria en la amazonia peruana (Capitulo 5).

Con los productos obtenidos para PFMSP10 (un recombinante rMSP10 y 2 péptidos sintéticos),
se realizaron ensayos de ELISA utilizando un panel amplio de sueros de pacientes catalogados
como sintomaticos y asintomaticos para P.falciparum (capitulo 6); ademas de incluir sueros de
pacientes infectados con P.vivax. Tanto rMSP10 y un péptido de PFMSP10 presentaron una sero-
reactividad significativa diferencial entre los sueros del grupo P.falciparum (sintomaticos y

asintomaticos) y el grupo P.vivax. Se realizaron ensayos de ELISA para los 9 péptidos (tres por
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cada una de las 3 proteinas de interés), de los cuales solo 2 péptidos disefiados para MSP10
reaccionaron, mientras que los 7 péptidos restantes brindaron valores muy cercanos al cut-off
(punto de corte) o reaccionaban de forma simultanea con sueros de pacientes infectados con
P.vivax. (Anexos, capitulo 5).
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CAPITULO 2

Busqueda bibliografica de potenciales antigenos
seroreactivos y su importancia en la baja
transmision de la malaria falciparum en el Peru.
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Resumen
En la Amazonia Peruana, la trasmision de la malaria ocasionado por Plasmodium
falciparum es considerada hipo-endémica y de baja intensidad, como consecuencia de
ello tenemos la presencia de individuos infectados asintomaticos, que a su vez presentan
parasitemias bajas, los cuales contribuyen a mantener la transmision activa de la malaria.
La deteccion de casos de malaria se da mediante el uso de la microscopia, cuyo uso se ve
limitado en comunidades alejadas, donde no existen microscopios ni mucho menos
microscopistas entrenados. Por otro lado, el uso de pruebas de diagndstico rapido como
alternativa de diagnostico en regiones alejadas no tuvo mucho éxito en nuestra region
debido a los costos y por la ausencia del gen pfhrp2 que codifica la proteina rica en
histina Il de P.falciparum. Ante este escenario, se plantea la busqueda de nuevas
estrategias que contribuyan al control de la malaria como es la identificacion de estos
individuos asintomaticos o zonas de trasmisién de la malaria para optimizar las
intervenciones del Ministerio de Salud (MINSA). Para esto se plantea el uso de
anticuerpos, presentes en sueros de individuos expuestos, como una herramienta para
monitorear la transmision en la regién. Sin embargo, para la seleccién de estos nuevos
antigenos parasitarios se debe tener en cuenta su perfil de sero-reactividad y la diversidad
genética de estos marcadores en la Amazonia Peruana. Desde 1988 hasta el 2015 se han
identificado 10 estudios en los cuales han empleado antigenos crudos o recombinantes en
formato western blot, ELISAs y proteinarrays (arreglos de proteinas) con sueros de
pacientes con malaria. Una descripcion de cada resultado y su asociacién con estudios de
diversidad genética para cada antigeno es presentada en esta busqueda bibliografica con
el objetivo de identificar sus potencialidades como proteinas antigénicas sero-reactivos
de P.falciparum para nuestra region y su uso en el desarrollo de marcadores seroldgicos

de trasmision.

2.1.- Introduccion

La erradicacion de la malaria en una regién se alcanza cuando ocurre una reduccién de la
transmision. Para lograr esto, la estrategia clave es contar con un sistema de diagnostico rapido y
tratamiento oportuno de la malaria (1). En el Perd, el diagndstico de malaria se lleva a cabo
principalmente mediante la deteccion microscopica de los estadios sanguineos (trofozoitos,
esquizontes y gametocitos), esta técnica es considerada como la prueba de oro 0 “gold standard”.

Este método de diagnoéstico tiene varias limitaciones, entre ellas tenemos el alto nivel de
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entrenamiento del personal de laboratorio encargado de leer las ldminas en el microscopio
(microscopista), la necesidad de mantener un sistema de entrenamiento constante, control de
calidad de las lecturas y mantenimiento de los microscopios. El uso de herramientas de
diagndstico molecular, tiene otras limitaciones, como el uso de equipos sofisticados, reactivos o
material costoso y personal mucho mas capacitado. Estas limitaciones provocan los fracasos de
los programas de vigilancia y control implementados por los sistemas de salud, especialmente en
las comunidades rurales, alejadas de los puestos o centros de salud, en donde el diagnostico por
microscopia no existe y por tanto deben enviar las ldminas a los puestos de salud méas cercanos,
lo que puede tomar dias 0 semanas, debido a que el acceso a las comunidades se da principalmente
a través de vias fluviales (2, 3). Para solucionar estos inconvenientes, se han venido utilizando las
Pruebas de Diagndstico Rapido para malaria (PDRM) basados en la deteccion de antigenos
parasitarios, que son de facil uso por el personal de salud o el lider comunitario, para su
implementacion como herramienta de diagnéstico en las comunidades que carecen de un
microscopio y/o microscopista. Sin embargo, estas pruebas presentan una serie de dificultades
relacionadas a la genética del paréasito (3), presencia de bajas parasitemias en los individuos
infectados y condiciones ambientales dificiles para su transporte y almacenamiento (2, 4). El
problema es mayor tras la aparicion de los llamados “pacientes asintomaticos” o “reservorios
humanos”, que presentan infecciones sub-microscopicas (5, 6) y que jamas asistiran a un puesto
de salud por falta de sintomas y por tanto no seran detectados por la microscopia y por tanto no
tratados, contribuyendo de esta forma a mantener la transmision de la enfermedad en esta region.
Por lo que los esfuerzos actuales para la erradicacion de la malaria se enfocan en el disefio de
nuevas estrategias de control con el uso de herramientas que puedan buscar, detectar y tratar a
estos individuos infectados, sintomaticos y/o asintomaticos, con parasitemias muy bajas, para
después medir y monitorear el impacto de estos programas o estrategias de control sobre la
transmision de la malaria en la region. Los actuales métodos de medicion de la transmision solo
se basan en la deteccion de individuos infectados con sintomas, que se acercan a un puesto de
salud en busca de diagndstico, el cual se hace principalmente por microscopia (7).

En zonas donde se logre una disminucion significativa de los casos clinicos y por lo tanto sélo
gueden individuos asintomaticos, se necesitaran otro tipo de aproximaciones o herramientas para
medir o monitorear los cambios en la transmision, y una de ellas es la serologia. Una muestra de
sangre puede contener informacién importante sobre el nivel de exposicién a una determinada
enfermedad, asi como de niveles de Inmunidad Adquirida (INA) (7). Esta informacion la
proporciona la concentracion de anticuerpos en suero, la cual es estable cuando la transmisién es
estacional y estos pueden ser medidos por métodos de facil implementacion como ensayos de
ELISA (Por sus siglas en ingles “ensayo por inmuno-adsorcion ligado a enzimas”) (8), que se
facilita més por la tecnologia de antigenos recombinantes, que permitira hacer mediciones no solo

a nivel individual, sino también a nivel poblacional.
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La seleccion de nuevos antigenos debe considerar factores propios de la region geogréfica de
interés, es decir determinar el comportamiento de los antigenos candidatos frente a sueros de
pacientes locales, enfocdndose en la deteccion de los individuos asintomaticos y teniendo en
cuenta las caracteristicas genéticas propias de los parésitos circulantes en la region (3, 9, 10), por
lo que una busqueda de antigenos candidatos se hace necesario en base a la evidencia reportada.
Esta busqueda bibliogréafica tiene como objetivo resumir los hallazgos de los diferentes estudios
reportados hasta el momento, que incluyeron el uso de antigenos recombinantes de P.falciparum
ensayados en el Perl y presentaremos evidencia sobre los antigenos més relevantes para disefio

de herramientas para sero-vigilancia.

2.2.- Criterios de inclusion de estudios

La busqueda de los estudios fue realizada utilizando los términos: “Plasmodium falciparum”,
“Peru” en el buscador de la base de datos del NCBI (Siglas en inglés para Centro Nacional para
la Informacién Biotecnol6gica o National Center for Biotechnology). Se incluyeron todos
aquellos estudios que presentaron resultados de ELISA y otros formatos similares (Proteinarray

0 western blot) empleando sueros de pacientes.

2.2.1.- Estudios identificados

De 125 estudios que aparecieron con los términos sefialados, se seleccionaron 10 estudios (5, 11-
18). Dentro de estos se identificaron aquellos realizados en el departamento de Cuzco y
comunidades o distritos del departamento de Loreto (Amazonia Peruana), los cuales se realizaron
entre los afios 1988 y el 2015. Los estudios utilizaron desde antigenos crudos (lisados parasitarios)
hasta proteinas recombinantes expresadas en sistemas procariotas, eucariotas y en sistemas libres
de células. De la misma forma se identifico que un estudio (19), brindo muestras para su
evaluacion en 5 estudios (11-13, 17, 20). En un estudio se evaluaron 8 antigenos en formato
ELISA (18), 3126 antigenos en formato Proteinarray (5) y en el resto de estudios se evaluaron en

promedio entre 1 a 4 antigenos.

En esta revision se puede identificar diferentes proteinas expresadas, las cuales estan relacionadas
con diferentes estadios del paréasito y que han sido exitosamente evaluados en muestras de sueros
de pacientes de provenientes de la regién Amazénica. Tenemos la proteina CSP que esta presente
en la superficie del estadio esporozoito y que infecta los hepatocitos. También las proteinas
RESA, PfMSP1, PfMSP3, PfMSP6, PfMSP10, EBA-140, EBA-175, EBA-181, PfRh1, PfRh2a/b,
PfRh4, PfRh5, AMA-1y GLURP; todas estas forman parte de estadio conocido como merozoito,
asi como MESA y Pf332 presentes en el estadio trofozoito del parasito. Los sistemas de expresion
fueron la Escherichia coli (MSP1-19, PfMSP3, PfMSP6, PfMSP10, EBA-181, PfRh1, PfRh2a/b,
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PfRh4, PfRh5, AMA-1 y GLURP); y el sistema eucariota como Sacharomyces cerevisiae
(MSP1-19), Pichia pastoris (EBA-140, EBA-175, AMA-1) y baculovirus (EBA175), los cuales
fueron utilizados en el formato de western blot, ELISA y sistemas similares (Proteinarray) frente

a los sueros utilizados (Tabla 2.1).

2.3.- Antigenos

2.3.1. - Ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA)

La proteina RESA es producida en el estadio esquizonte maduro, la cual es llevada por los
merozoitos del parasito P.falciparum (21) y participa durante el proceso de restructuracion del
gldbulo rojo infectado post-invasion. Un estudio se llevd a cabo empleando sueros de pacientes
provenientes de la selva - central del Per( (Cutiverini, Saoreni, y Puerto Ocopa en Cuzco) con
lisados de cultivos de P.falciparum (16). Este estudio presentd resultados de que indic6 un 26%

(n=298) de los sueros reaccionaron de forma especifica a la banda de la proteina RESA.

2.3.2.- Merozoite Surface Protein-1 (MSP1-19kD)

Esta proteina es expresada en el estadio merozoito del parasito y esta involucrada en el proceso
de adhesion del parasito al glébulo rojo previo a la invasion (22). Torres et al (20), realiz6 ensayos
de ELISA en suero de pobladores (no infectados, estudio de deteccion de casos activos) de
diferentes edades cuya zona de origen fue la Amazonia Peruana, especificamente la Comunidad
Zungarococha en lquitos, Departamento de Loreto. En base a los resultados de ELISA se obtuvo
una respuesta en nifios entre 27-30% y en adultos entre 53-65%, en este estudio participaron un
total de 600 personas. También se sefiala que la seroprevalencia a esta proteina fue estable durante
un periodo de 18 meses. Sutton et al (17) con muestras del mismo estudio pero captados como
casos activos, evalud sueros en formato ELISA y estim6é que de 105 individuos adultos
provenientes de la misma comunidad el 59% fueron seropositivos. Clark et al (11), dentro del
mismo estudio, demostr6 en pobladores no infectados (n=150) que existi6 un porcentaje de 47,7%
gue eran sero-reactivos y luego de realizarles un seguimiento por 30 dias se encontrd que después
de tener una infeccién con P.falciparum, este porcentaje de sero-reactivos habia aumentado a
71,8%.

Villasis et al (18) empleando sueros de individuos infectados con malaria sintomaticos (presencia
de parésitos en sangre con sintomas) y asintomaticos (presencia de parésitos en sangre sin
sintomas) provenientes de 14 comunidades de la Region Loreto — Amazonia Peruana; encontrd
que el 100% de los individuos asintomaticos eran sero-reactivos (8/8) mientras que solo el 54%

(20/37) en el grupo de sintomaticos eran sero-reactivos.
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Cabe resaltar que estos 4 estudios utilizaron la region de la proteina MSP1 conocida como 19kDa
expresada Sacharomyces cerevisiae y cuya secuencia de origen fue la cepa P. falciparum
Ugandan-PA (23).

2.3.3.- P. falciparum merozoite surface protein 3 (PfMSP3)

Al igual que MSP1 esta proteina pertenece a la misma familia de proteinas MSPs y es expresada
en el estadio merozoito. Jordan et al (12) realizd ensayos de clonacion con la region amino
terminal y expreso la proteina en un sistema bacteriano demostrando luego su conformacion
mediante ensayos de dicroismo circular y utilizé este antigeno en un formato ELISA frente a
suero de 362 pacientes infectados con malaria provenientes de la region Amazdnica

(Zungarococha). Este estudio report6 hasta un 91,2% de pacientes sero-reactivos.

2.3.4.- P. falciparum merozoite surface protein 6 (PfMSP6)

Esta proteina esta relacionada con PFMSP3 y forma parte de un complejo proteico con MSP1 que
en su conjunto llevan a cabo el proceso de invasién del globulo rojo (24). Jordan et al (13), expresé
el dominio amino terminal de esta proteina en un sistema bacteriano y la evalu6 en un formato de
ELISA frente a sueros de 309 pacientes de la region Amazonica (Zungarococha) infectados con

el alelo HB3 de P. flaciparum, reportando hasta un 40,1% de sero-reactividad.

2.3.5.- Erythrocyte binding antigen 140 (EBA-140).

Esta proteina se enlaza a través de la Glicoforina C al glébulo rojo, permitiendo la la invasion
(25). Villasis et al (18) utilizo como antigeno la region de EBA-140 comprendida entre los
aminoacidos (aa) 141 al 756 el cual fue expresada utilizando el sistema de expresion de Pichia
pastoris. Los sueros de individuos asintomaticos fueron sero-reactivos en 25,0% (2/8) y frente a

los sueros de individuos sintomaticos estos sdlo fueron reactivos en un 5,4% (2/37).

2.3.6.- Erythrocyte binding antigen 175 (EBA-175).

Esta proteina cumple un rol importante durante la invasion al glébulo rojo mediante su interaccion
con los &cidos sialicos de la glicoforina A, presente en los glébulos rojos (26). Clark et al (11)
utilizo la region 11 de la proteina EBA-175 que fue expresada en el sistema de baculovirus (26) y
esta presentd sero-reactividad en el 56,9% de los individuos no infectados y luego de la infeccion
presentaron la sero-reactividad subid a 66,2%. Villasis et al (18) emple6 la proteina EBA-175
region Il expresada en Pichia pastoris y segun su estudio detecté que 100% (8/8) de individuos
asintomaticos fueron sero-reactivos, mientras que solo el 32,4% (12/37) de los individuos

sintomaticos presentaron reactividad.
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2.3.7.-Erythrocyte binding antigen 181 (EBA-181).

Esta proteina se enlaza a la proteina 4.1R (Banda 4.1) del gl6ébulo rojo contribuyendo al proceso
de invasion al glébulo rojo (27). Villasis et al (18) expresé el dominio carboxilo terminal (1235—
1345 aa) en un sistema bacteriano y evalué su inmunogenicidad en sueros de individuos
infectados generando los siguientes resultados: 88,0% (7/8) de los asintomaticos reaccionaron y
21,6% (8/37) dieron respuesta en los sintomaticos.

2.3.8.-Plasmodium falciparum reticulocyte binding protein homologue (PfRh)
Al igual que los EBASs estas proteinas estan involucradas con el proceso de invasion al glébulo
rojo, permitiendo identificar vias de invasion al glbulo (28).

2.3.8.1.-PfRh1

Esta proteina permite enlazarse al receptor Y (receptor resistente a quimiotripsina, neuramidasa
y tripsina) en el glébulo rojo (29). Villasis et al (18) expresé la regién carboxilo terminal (1318—
1574 aa) en sistema bacteriano y lo evalud en sueros de individuos infectados con malaria.
Reportando sero-reactividad en individuos asintomaticos (100%, 8/8) y sintomaticos (82,5%;
32/37).

2.3.8.2.-PfRh2 a/b
Esta proteina permite enlazarse al receptor Z (receptor resistente a tripsina, neuramidasa y

sensible a quimiotripsina) en el glébulo rojo. Villasis et al (18) expresé la region carboxilo
terminal de PfRh2a (2813-2933 aa) y PfRh2b (2735-3133 aa) en sistema bacteriano. Para PfRh2a,
en individuos asintomaticos se reportdé 75,0% (6/8) de reactividad y en sintomaticos 75,7%
(28/37); mientras que para PfRh2b en asintomaticos se reportd 75,0% (6/8) de reactividad y en

sintomaticos 21,6% (8/37) fueron sero-reactivos a esta proteina.

2.3.8.3.-PfRh4

Esta proteina se enlaza a un receptor no caracterizado (receptor resistente a quimiotripsina y
neuramidasa) en el glébulo rojo. Villasis et al (18), emple6 la proteina de un estudio previo que
expreso la regién 1160-1370 aa en E.coli (30). Se reportd que este antigeno reacciono en el 71%
de sueros de individuos asintomaticos (5/7) y en 47% (17/36) de los sueros de individuos

sintomaticos.

2.3.8.4.-PfRh5

Contribuye a la invasion mediante la union a la proteina “Basignina humana” y se ha demostrado
que es de vital importancia para el parasito (31). Una region de PfRh5 (31-174aa) fue expresada

en E.coli, para luego ser evaluada con sueros de individuos asintomaticos generando reactividad

29



en el 25% (2/8) de las muestras; y en sueros de individuos sintomaticos se presento reactividad
con el 8.1% (3/37) (18).

2.3.9.- Apical membrane antigen 1 (AMA-1)

Esta proteina tiene un rol importante durante el proceso de invasion al glébulo rojo de los
merozoitos ya que anticuerpos dirigidos a esta proteina, son capaces de bloquear la invasion del
parésito al glébulo rojo (32). Clark et al (11) utilizo este antigeno expresado en bacterias y cuya
region es conocida como la zona de ecto-dominio (32). Evalu6 los titulos de anticuerpos para
dicha proteina en suero de individuos no infectados (50,8%) y luego de su infeccion (45,9%) en
un grupo de 150 individuos provenientes de la comunidad de Zungarococha. Rosas et al (15),
utilizo la misma regién del ecto-dominio de AMA-1 pero expresada en Pichia pastoris (33) y
reportd los siguientes resultados: un 7% (n=42) de sero-reactivos que presentaban un resultado
de PCR negativo a P.falciparum y un 20,6% (n=7) de sero-reactivos que contaban con un

resultado de PCR positivo o presencia de parasito en sangre.

2.3.10.- Circumsporozoite protein (CSP)

Esta proteina tiene una funcién critica durante la invasién del estadio esporozoito a los hepatocitos
luego de una infeccién por mosquito. Clark et al (11) empled este antigeno (no se menciona el
sistema de expresion de la proteina salvo que fue donado por el Dr. David Lanar - Walter Reed
Army Institute of Research) en ensayos de ELISA para evaluarlo en 150 pacientes post - infeccion
de la comunidad de zungarococha encontrando un 45,9% de sero-reactividad.

2.3.11.- Glutamate-rich protein (GLURP)

Esta proteina se encuentra presente en el estadio merozoito y anticuerpos contra esta proteina han
permitido bloquear la invasion del parasito al glébulo rojo (34). Rosas et al (15) empled la region
R2 de esta proteina expresada en sistema bacteriano (34) y muestra la asociacion entre los
resultados de PCR a P.falciparum y su relacién con su sero-reactividad a GLURP-R2 en
individuos expuestos de la region Loreto (distrito de San Juan al sur de Iquitos). Se reporté que
13,9% (n=83) de los individuos con PCR negativo presentaron sero-reactividad y que un 38,2%
(n=13) de los individuos con PCR positivo presentaron sero-reactividad. En un segundo estudio
llevado por Rosas et al (35) utilizando la misma proteina en una regién distinta a la Amazonia
(Provincia de Sullana en la Costa Norte Peruana) reportd una sero-reactividad de 9,8% (n =2653)

en un estudio poblacional de seroprevalencia.

30



2.4.- Pf824 microarray

Torres et al (5), realiz6 este ensayo mediante la tecnologia conocida como protein-array utilizando
3126 proteinas expresadas en un sistema libre de células para E.coli. Se emplearon 24 sueros de
individuos infectados sintomaticos y 14 asintomaticos para P.falciparum provenientes de 17
comunidades y 1 distrito en Loreto. En este ensayo se identificaron a las proteinas méas reactivas,
entre las cuales destacan MSP1, PfRh2b, RESA, MESA y PfMSP10, para ambos grupos de
individuos. También se detectaron a las proteinas MSP1, EBA-175, RESA y PfRh2b como
proteinas que reaccionaron de forma més frecuente a los sueros de individuos asintomaticos frente
los sintométicos. Es importante mencionar, que ain queda por analizar proteinas de interés como
la liver stage antigen 3 (LSA3) dentro de la lista presentada por Torres et al, los cuales deben

marcar el inicio de futuros estudios.

2.5.- Antigenos y diversidad genética

La proteina RESA fue evaluada para la region de la selva central peruana utilizando lisado
parasitario, encontrandose una reactividad del 26%. Posteriormente, utilizando protein-array esta
misma proteina fue detectada en individuos infectados con malaria (sintomatica y asintomatica)
de la Amazonia peruana, como una de las mas reactivas dentro del panel de deteccion. Sin
embargo, un factor a tener en cuenta es la diversidad genética reportada para esta proteina en otras
partes del mundo (21), la cual tendria un impacto en el desarrollo de la inmunidad (36), por lo
que un estudio sobre la diversidad genética de esta proteina en cepas de P. falciparum locales se
haria necesario antes de poder considerarlo como un potencial marcador serolégico.
MSP1-19kDa ha sido ampliamente evaluado en nuestra region en 5 diferentes estudios (5, 11, 17,
18, 20), y se han presentado resultados de seroprevalencia variables, que puede ser por las
diferentes zonas de estudio, las cuales pueden presentar condiciones epidemioldgicas diferentes
(15). De esta forma se presentan resultados de sero-reactividad en la comunidad de Zungarococha
en adultos expuestos de hasta un 65% (20), adultos infectados de 59,1% (17), antes de la infeccion
47,7% y luego de la infeccion aumenta hasta un 71,8% (11). Posteriormente, Villasis et al (18)
evalud en sueros de individuos infectados con malaria de 14 comunidades obteniendo hasta un
100% de reactividad en asintomaticos y 54% en sintomaticos. Adicionalmente, esta fue una de
las proteinas que fue mas reactiva en los ensayos de protein-array (5), donde se utilizaron muestras
de 17 comunidades de la Amazonia peruana. Sin embargo a pesar de que este antigeno es inmuno-
dominante y se ha demostrado que el titulo de anticuerpos frente a esta proteina permanece por
més de 4 meses en los pacientes (20), se han realizado estudios de diversidad genética en esta
misma region y se han reportado hasta 7 haplotipos para MSP1y 1 haplotipo para laregién 19kDa
de MSP1(37), estos haplotipos pueden restringir la respuesta inmune, como una prueba de ello es

la falta de éxito de la vacuna basada en MSP1 (36).
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La proteina PFMSP3 presento una alta sero-reactividad (91,2%) para individuos infectados con la
variedad HB3 0 3D7 y de 88,7% de sero-reactividad cruzada con la variedad K1 cuando se emplea
la region amino terminal de PfMSP3, variedad HB3. Estudios de diversidad genética con esta
proteina han indicado la presencia de estos dos alelos HB3 o0 3D7 y K1 circulantes en la region
de las comunidades de Zungarococha y alrededores (38). PfMSP6 no presentd un mayor
reactividad comparado con PfMSP3 a pesar de ser utilizada con el mismo panel de sueros
provenientes de un estudio realizado por Branch et al (19), esto sumada a la diversidad reportada
para esta proteina en nuestra region (39), limitaria su uso como candidato como sero-marcador.
EBA-140 no parece formar parte de los antigenos que evocan la inmunidad natural adquirida
contra P.falciparum ya que probablemente no esté siendo expuesta. Esto explicaria los bajos
porcentajes de sero-reactividad reportados (18). No existen estudios de diversidad para esta
proteina con muestras de PerU; sin embargo se han reportado para cepas de laboratorio y otros
aislados a nivel mundial (25).

EBA-175 fue detectado en el 100% de individuos asintomaticos tanto por ELISA en Villasis et
al (18) y protein-array en Torres et al (5). Esta proteina es de especial interés para la compresion
de estos grupos de individuos infectados con malaria (con y sin sintomas) que predominan
Gltimamente en la region Amazénica. Estudios de diversidad genética en esta proteina han sido
reportados, en los cuales se indica la presencia de 3 variantes (14), estudios sobre el impacto de
estas variantes en la respuesta seroldgica de individuos infectados con malaria deben ser
realizados.

EBA-181 fue detectado en el 88% de individuos asintomaticos y en el 21,6% de sintomaticos
(18); por lo que también seria un buen candidato, al igual que EBA-175, para discriminar entre
infecciones sintomaticas y asintomaticas, sin embargo estudios son necesarios para confirmar
estos reportes. En relacion a la diversidad genética para el Perd, se han reportado hasta 4 variantes
de esta proteina (14).

Para PfRh1 se obtuvieron resultados de sero-reactividad entre 82,5% y 100% en individuos
sintomaticos y asintomaticos (18), lo que nos indicaria que este seria un buen candidato para
marcador seroldgico; pero presenta una limitante con respecto a la variabilidad genética, ya que
se han reportado 3 variantes de esta proteina (14). Con PfRh2a, en ambos tipos de individuos
infectados con malaria (sintomaticos y asintomaticos), se obtuvo un 75% de sero-reactividad,
habiéndose reportado 3 variedades de esta proteina (14, 18).

PfRh2b presento un 75% y 21,6% de sero-reactividad en sintomaticos y asintomaticos (18) y fue
una de las proteinas mas reactivas en el panel de antigenos analizados por protein-array (5). Es
importante mencionar que se debe considerar las dos variedades reportadas para esta proteina, asi
como las deleciones de 52 aa en su estructura, lo cual también ha sido reportado (14).

PfRh4 presento reactividad en 71% de los sueros de individuos asintomaticos con respecto a los

sintomaticos (47%) y presenta hasta 4 variantes proteicas reportadas para el Pert (14, 18).
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Para PfRh5 una baja reactividad fue observada en casos clinicos con sintomas (8-25%) (18), una
explicacion puede ser que este antigeno haya sido expuesto por un periodo corto; pero también
cabe la posibilidad de que los antigenos no estén correctamente conformados y sin las
modificaciones postraduccionales necesarias ya que se emple6 el sistema de expresion en E.coli,
lo que puede haber influido en la falta de reactividad (40). No se han reportado variedades de esta
proteina en nuestra region (14).Adicionalmente es importante mencionar que EBA-140, EBA-
175, EBA-181y los PfRHSs, cuya diversidad ha sido reportada y estarian relacionados con los 6
nuevos perfiles de invasidn al glébulo rojo que presentan los paréasitos de P.falciparum reportadas
para la region Amazonica peruana (14).

Para AMA-1 se obtuvieron valores de 50,8% (11) y 20,6% (15) de sero-reactividad en casos
clinicos infectados con P.falciparum y ademas presenta hasta 3 variantes reportados en nuestra
region (37). La proteina CSP presentd cerca de 45,9% de sero-reactividad (11) y presenta 4

variantes genéticas (37).

GLURP presento valores de sero-reactividad de 38,2% en pacientes infectados con el parasito
(15) en la Amazonia, ademas en la Costa norte peruana, reporto cerca de 9,8% (35) y presenta
una alta variabilidad genética, hasta 6 genotipos diferentes del gen pfglurp (3, 41).

PfMSP10 tiene un peso de 57 kDa aproximadamente, la funcion de esta proteina sigue siendo
desconocida. Se sabe que contiene 2 copias de los dominios conservados EGF en su extremo C-
terminal que se anclan a la membrana del eritrocito y presenta niveles bajos de polimorfismos
genéticos y a la fecha no se le han identificado alelos (42). MESA - “mature parasite-infected
erythrocyte surface antigen” es una proteina de aproximadamente 300 kDa, y es una de las dos
mega proteinas identificadas en P. falciparum que es exportada hacia el glébulo rojo y que
recientemente se ha demostrado su presencia en los sueros de pacientes (43) y no posee reportes
de diversidad genética. La proteina Pf332 con un peso molecular de 332 kDa (considerada
también una mega proteina) estd involucrada en la cito-adherencia y deformacion del glébulo
rojo, mediante interaccién con la proteina actina del glébulo rojo y la diversidad genética ha sido
reportada para esta proteina en Honduras con la presencia de 2 alelos (44). Torres et al (5),
identificé a PFIMSP10, PfRh2b, MESA y Pf332 dentro de las proteinas mas reactivas del panel de
824 proteinas evaluadas y reconocidas por suero de individuos infectados con malaria de

diferentes comunidades de la region Amazoénica.

Tanto para MESA como Pf332, seria necesario hacer estudios sobre diversidad genética en
nuestra region, asi como también identificar las regiones mas inmunogénicas de estas dos
proteinas que pueden ser un reto al momento de su expresion en sistemas eucariotas dado su gran

tamafio.
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2.6.-Perspectivas para antigenos de P.falciparum en nuestra region.

Una respuesta ideal de anticuerpos para monitorear la transmision o una INA ideal debe ser
aquella que persista por algunos meses para zonas de baja y moderada transmision. Ya que una
variacion hacia el descenso en estos niveles de INA indicarian un incremento en el riesgo de
provocar malaria clinica o una re-emergencia de esta enfermedad (7).

De algunos estudios se pueden desprender datos de sero-reactividad en individuos negativos a
P.falciparum y que presentaron valores de reactividad de hasta un 65% para el caso de MSP1-
19kDa (11, 15, 20, 35), sin embargo la presencia de variantes proteicas deben ser consideradas
antes de su empleo en sero-vigilancia. Los estudios realizados con individuos infectados y
clasificados en sintomaticos o asintomaticos son importantes, ya que nos permiten evaluar el
comportamiento del antigeno en este grupo especial de asintomaticos, los cuales nunca asistiran
a un puesto de salud en busqueda de diagnéstico o tratamiento (5, 18) y serian los que mantendrian
la transmision. Sin embargo no se tiene suficiente informacion sobre la respuesta de este grupo
especial de individuos frente a todos los antigenos que se han estudiado como posibles candidatos
a sero-marcadores 0 vacunas, por lo que nuestra seleccion se ha basado solamente en la
informacidn disponible (genética y reporte de sero-reactividad).

Teniendo en cuenta los niveles de seroconversion expuestas, en especial en individuos con
malaria falciparum asintomatica y la diversidad genética de los antigenos parasitarios reportados
a la fecha, se podrian considerar para nuestra regién a PfMSP10 para futuros ensayos de
validacion en estudios sero-epidemiolégicos para medir la INA, mediante estudios de cohorte
longitudinales de pacientes similares a los realizados con MSP1-19 (7, 11-13, 17, 20), para
verificar la persistencia la respuesta seroldgica a estos antigenos (antes durante y después de una
infeccion), asi como para monitorear cambios de transmision en diferentes regiones endémicas a
malaria. En un estudio realizado en Kenya (zona de alta trasmision de P.falciparum) utilizando
proteinarray, se identificd a PfMSP10 y PfRh2b dentro de los antigenos mas reactivos (45). En
otro estudio realizado en Tailandia (zona de baja transmision de P.falciparum y P.vivax), no se
detectaron ninguna de las dos proteinas, siempre utilizando sueros de casos clinicos (46). Sin
embargo; la proteina liver stage antigen 3 (LSA3) ha sido identificada en los ensayos de Perd,
Tailandia y Kenya, y deberia llamar la atencion su potencial antigénico, asi como para estudios
de diversidad genética y seroprevalencia. EBA175 puede también ser considerado en base a los
resultados ya publicados (5, 18) como un proteina que puede discriminar entre infecciones
sintomaticas y asintomaticas; sin embargo hay que considerar las potenciales efectos de la
diversidad genética.

Finalmente, otro parametro a tener en cuenta es la cantidad de antigeno requerido para estas

evaluaciones y el sistema de expresion heterologa, el cual puede ser un sistema eucariota con el
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objetivo de tener una mayor aproximacion de la medicién de la seroconversion. Debido a la
facilidad para expresar proteinas en el sistema bacteriano, este es ampliamente utilizado por los
estudios descritos previamente; sin embargo existen reportes de que fuentes diferentes de proteina
(diferentes lotes de produccion) pueden afectar la respuesta celular en ensayos in vitro (47), puede
afectar el correcto plegamiento de la proteina (48), presencia de proteinas co-purificadas y
produccion de anticuerpos (49), cuando se compara el sistema procariota con el eucariota. Sin
embargo, se requieren de estudios comparativos para asegurar que existen diferencias en el
reconocimiento de los anticuerpos en relacion a si el sistema de expresion utilizado es procariota
u eucariota.

En los estudios analizados en esta revision no se realizaron comparaciones en funcion al origen
del antigeno, ya que los 10 estudios revisados tenian diferentes disefios (tipo de coleccion de
muestras, temporadas de recolecta, entre otros), lo que hace dificil la comparacion; sin embargo,
la informacion presentada nos permite evaluar en forma general “como fue el comportamiento de
los antigenos en las diferentes poblaciones”, brindandonos una idea de la sero-reactividad de estos
antigenos en poblaciones de individuos expuestos a malaria, principalmente en la region
Amazonia, area de interés en esta tesis (Tabla 2.1).

En zonas de baja transmision de la malaria, como la Regiébn Amazlnica peruana, se esta
presentando la necesidad de implementar estrategias particulares, como la deteccion de individuos
infectados con malaria pero asintomaticos, asi como de individuos expuestos a la enfermedad.
Para esto se necesita el desarrollo de nuevas estrategias y herramientas (1), que involucren
métodos de deteccion con alta sensibilidad para la deteccion de bajas parasitemias (superior al
limite de deteccion de la microscopia y pruebas rapidas) y también el uso de la NIAs que nos
permitan identificar focos de exposicién para orientar a los programas de control. Por lo que el
disefio de pruebas de deteccion de anticuerpos puede ser de gran utilidad para identificar en
nuestra region estos focos de reciente trasmision de lamalaria y areas libres de malaria para vigilar
una posible re-introduccion, sobre todo en poblaciones o regiones con transmision muy baja que
ya estén entrando en etapa de eliminacidon. Finalmente, tras la revision solo se identificé un estudio
para la region de la costa peruana (Piura) y un estudio para la region de selva central (Cuzco), que
no es informacion suficiente para determinar patrones de respuesta seroldgica en estas areas
geograficas por lo que se seria necesario hacer mas estudios sero-epidemioldgicos en estas

regiones con los antigenos candidatos a P.falciparum.
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Tabla 2.1.- Antigenos seroreactivos reportados e identificados para malaria falciparum en el Peru.

. . . Estudi
. ~ Antigen Fuente de Tipo de Departa Cgm L Sero-reactividad S udlgs de
Estudio Afio . unida Descripcidn de muestras - diversidad
0S antigeno formato | mento (%) o Deteccidn
des (Ref)
Sulzer et al 1988 RESA Llsédo. Western Cuzco 3 Sueros de pacientes infectados 26 Mundial
parasitario blot (21)
30 (Nifios
expuestos)
Torres et al 2008
Loreto 1 Sueros de pacientes infectados 65 (Adultos
y no infectados expuestos)
MSP1- Recombinante .
Sutton et al 2010 19KD S, cerevisiae ELISA 59,1 Pert (37)
Clark et al 2012 Hasta 71,8
Suero de pacientes infectados 100 (Sym)
Villasisetal | 2012 Loreto 14 catalogados como sintomaticos
(Sym) y asintomaticos (Asy) 54 (Asy)
Jordanetal | 201la | PfMSP3 91,2 Pert (38)
R i . .
2011 ecorgblnl?nte ELISA Loreto 1 Sueros de pacientes infectados
Jordan et al b PfMSP6 —ECo 40,1 Perl (39)
25 (Sym) :
EBA-140 Mundial
Recombinante Suero de pacientes infectados 5,4 (Asy) (25)
Villasisetal | 2012 P pastoris ELISA Loreto 14 catalogados como sintomaticos
P (Sym) y asintomaticos (Asy) 100 (Sym) Perl (14)
EBA-175
32,4 (Asy)
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EBA-181

PfRh1

PfRh2a

PfRh2b

PfRh4

PfRh5

Recombinante
—E.coli

88 (Sym)

21,6 (Asy)

82,5 (Sym)

100 (Asy)

75,7 (Sym)

75 (Asy)

21,6 (Sym)

75 (Asy)

47 (Sym)

71 (Asy)

8,1 (Sym)

25 (Asy)

Clark et al

2012

Rosas et al

2015

AMA-1

Recombinante
—E.coli

ELISA

Loreto

Sueros de pacientes infectados
y no infectados

50,8 (Pacientes no
infectados)

45,9 (Pacientes
luego de infeccién)

Recombinante
— P. pastoris

ELISA

Loreto

Sueros de pacientes infectados
y no infectados

7 (Pacientes no
infectados)

20,6 (Pacientes
luego de infeccién)

Pert (37)
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Sueros de pacientes infectados

45,9 (Pacientes

Clark et al 2012 CSP No especifica ELISA Loreto 1 . . .
y no infectados luego de infeccion)
13,9 (Pacientes no
: : infectados)
Rosas et al 2015 Loreto g Sueros de pag:ntssdmfectados
Recombinante o EEREes 38,2 (Pacientes Perdi (3,40)
GLURP . ELISA luego de infeccién)
— P. pastoris
1 . .
Rosas et al 2013 Piura Distri Sueros de pa.(:lentes infectados 9,8
y no infectados
to
Detectados:
MSPL, MSP1, PfRh2b Perd
PfRh2b, ’ ’ (14,36)
. . RESA, MESA,
RESA, Recombinante Pfa24 17,1 | Suero de pacientes infectados PFMISP10 en Svm
Torres et al 2015 MESA, _Ecoli microarra Loreto distrit | catalogados como sintomaticos As ymy
PfMSP1 ' y ) (Sym) y asintomaticos (Asy) y- Mundial
01
EBAL175 (41,43)

MSP1, EBALT5,
RESA y PfMSP10
en Asy.
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CAPITULO 3

Clonacion y expresion de las proteinas: Merozoite
surface protein 10, reticulocyte-binding homologue-2by
Erythrocyte binding antigen 175 de Plasmodium
falciparum utilizando el sistema de expresion de células
de insecto — Sf9.
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Resumen

Las proteinas relacionadas con el proceso de invasion de Plasmodium falciparum al glébulo rojo
son las que actualmente concentran la atencion de la comunidad cientifica, como posibles
candidatos para combatir la enfermedad de malaria. PFMSP10 es una proteina que presenta, al
igual que PfMSP1, dos dominios denominados factor de crecimiento epidermal (o EGF por sus
siglas en inglés) convirtiéndolo en un potencial candidato a vacuna. Para las proteinas PfRh2b (P.
falciparum reticulocyte-binding homologue-2b) y PFEBAL75 (Erythrocyte binding antigen 175),
existe evidencia que anticuerpos contra estas proteinas bloquean la invasion de P.falciparum y
ademas estas proteinas son reconocidas por sueros de pacientes naturalmente infectados. A pesar
de su importancia, existen pocos estudios que reporten su expresion de forma recombinante, los
cuales se basan en sistemas bacterianos y no contemplarian las modificaciones postraduccionales
que de forma reciente se esta conociendo en P.falciparum. Para determinar el potencial uso de
PfMSP10, PfRh2b y PFEBAL175 en futuros estudios, se requiere de la obtencién de la forma
recombinante que guarde similares caracteristicas a la proteina nativa. En este trabajo describimos
la expresién de la proteina PFMSP10 en células de insecto Sf9 utilizando una secuencia del gen
pfmsp10, en base a la secuencia de la cepa 3D7, previamente codon-optimizada para su expresion
en Sf9. El tnico baculovirus recombinante obtenido fue utilizado para optimizar la expresion de
proteina PFMSP10 recombinante al cual denominamos rMSP10. Valores de purezay recuperacion
fueron obtenidos a partir de cultivos de 100mL de células Sf9, estos fueron 82.50% y 39.20%
respectivamente. También se realizaron ensayos de clonacion la region unica del gen pfrh2b
(Glu2701-Fenil3188) a partir de un aislado natural de P.falciparum de la Amazonia Peruana. Se
verifico su expresion mediante ensayos de western blot obteniendo una proteina de 53kDa al cual
nombramos rRh2b y se complementaron estos ensayos mediante el empleo de citometria de flujo,
la cual indico que un 90.72% de las células Sf9 expresaron rRh2b. De esta forma se obtuvo rRh2b
a partir de 100mL de cultivo de células—-Sf9 con una pureza de 64.28%, una eficiencia de
recuperacion en columnas IMAC de 56.84% y un factor de purificacion de 4.63. Se logré clonar,
expresar, purificar y obtener las proteinas PfMSP10 y PfRh2b de P.falciparum de forma
recombinante (rMSP10 y rRh2b) que demostraron ser reactivas en sueros de pacientes infectados
con P.falciparum, estas proteinas puede ser empleadas en estudios sero-epidemiol6gicos y
funcionales. De forma adicional se logré clonar y expresar la proteina PFEBAL175 (rEBA175);
sin embargo no presentd reactividad frente a los sueros de pacientes y sélo se describe su
obtencion en los anexos del presente capitulo.

3.1.-Introduccién

La invasion de Plasmodium falciparum a los glébulos rojos es llevado a cabo por el estadio

denominado merozoito y este utiliza una serie de proteinas que en conjunto se denominan
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proteinas de invasion (1). Estas proteinas incluyen la familia de MSPs (merozoite surface
proteins), cuya funcion consiste en iniciar el contacto entre el merozoito y el glébulo rojo.
PfMSP1 es la méas estudiada y contiene dominios conocidas como EGF (epidermal growth factor)
y el empleo de anticuerpos contra esta regién han demostrado la inhibicion del proceso de
invasion por parte del merozoito (2). Los ensayos de expresion de las diferentes regiones de esta
proteina utilizando distintos sistemas han sido reportados; y el uso de subunidades recombinantes
que forman parte de la vacuna ha demostrado consistentes resultados en la proteccion frente a P.
falciparum (3). Los otros miembros de la familia MSPs han sido estudiadas en funcion a la
presencia de las regiones conservadas en relacion a PFIMSP1(4). De esta forma Black et al (5)
reportd una nueva proteina con caracteristicas similares a PfMSP1, y a la cual la denomind
PfMSP10 que se ubicaba en la region apical de los merozoitos y contenia 2 dominios EGF
cercanos a la region carboxilo terminal y su funcion es desconocida. Los dominios EGF, estan
conformados por 6 residuos de cisteina y la secuencia propia del dominio EGF, la funcion de este
dominio es desconocida, no obstante se cree que esta asociada a la promocion del crecimiento y
al reconocimiento proteina-proteina en los merozoitos y gametocitos (4). MSP10 al igual que
MSP1, también esta sujeto a procesos de clivajes (6), por lo que su estudio tiene cada dia méas
interés. El gen que codifica esta proteina se ubica en el cromosoma 6 del genoma y va desde el
nucleétido 851,378 hasta el 852,955 el cual abarca 1,577 pares de bases (pb) en longitud (7).

La produccidn de proteinas recombinantes se ve limitado por la capacidad de los sistemas de no
igualar en propiedades a las proteinas nativas, como son las modificaciones postraduccionales
(fosforilaciones, glicosilaciones y modificaciones de glicosilfosfatidilinositol) y plegamiento
natural de estas, los cuales son muy importantes para el correcto reconocimiento por parte de
sueros de pacientes infectados (8). De la misma forma, la escalabilidad de estos sistemas es un
factor limitante. Un sistema ideal de produccién de proteinas se daria por un sistema de expresion
de células mamiferas, pero las condiciones de cultivos de estas son muy demandantes.
Recientemente se ha venido adoptando el sistema de produccién de proteinas recombinantes en
células de insecto (Spododtera frugiperda — Sf9) para producir diferentes proteinas
recombinantes. La versatilidad de este sistema se encuentra en los rapidos tiempos de respuesta
frente a una demanda real, como lo fueron las epidemias de Ebola (9) y Chingunkunya (10) en
donde se registraron grandes cantidades de proteinas. Este sistema de expresion en células de
insecto depende de obtener un baculovirus recombinante, el cual se logra bajo condiciones basicas
de laboratorio (clonacion de vectores y aislamiento de bacmidos) y puede tomar entre 2 a 4
semanas. Con el baculovirus se llevan a cabo procesos de produccién de proteinas infectando
células de insecto. Estas células no requieren una demanda técnica alta para su mantenimiento,
como si lo requieren las células de mamifero. Siendo sus condiciones para el cultivo: porcentaje

de CO. minimas o nulas, temperaturas de crecimiento entre 25 a 28°C, crecimiento en ausencia
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de suero fetal bovino, crecimiento en suspension celular pudiendo llegar a densidades celulares
entre 3 a 5 millones de células por cada mililitro, tiempo de produccion de proteinas entre el dia
2y 5 posinfeccion, tamizaje de variables de expresion, facilidad de crio preservacién de los stocks
virales, procesos de lisados sencillos sin el empleo de complejos detergentes para el caso de
proteinas intracelulares y o mas importante, que sean inocuos e inofensivos al ser humano (11).
Por estos motivos el sistema de expresion de baculovirus es un sistema idoneo para la produccion
de proteinas recombinantes y en especial de proteinas del parasito Plasmodium spp como lo
vienen realizando otros grupos de forma reciente (12-16).

La proteina P. falciparum reticulocyte-binding (PfRh), también conocida como normocyte-
binding protein, estd localizada en el robtries del merozoito y es liberada para enlazarse a
receptores del globulo rojo para iniciar las interacciones con las proteinas MSP (proteinas de
superficie del merozoito) (17). En P.falciparum existen hasta 6 genes PfRh, de estos PfRh2a y
PfRh2b son idénticos hasta el aminoacido 2,776 luego empieza la region conocida como
independiente o Unica y son secuencias especificas para PfRh2a y PfRh2b (18). La presencia de
anticuerpos contra PfRh2b han demostrado ser protectivos en pacientes infectados con
P.falciparum (19), de la misma forma anticuerpos producidos en ratones han demostrado ser
efectivos en bloquear la invasion in vitro (20) y la proteina es reconocida de igual forma por
individuos infectados con P.falciparum catalogados como sintomaticos y asintomaticos en
regiones de baja transmision como la Amazonia Peruana, utilizando el formato de protein-array
(21). El importante rol de PfRh2b en la invasion, asi como la habilidad de ser reconocido por
anticuerpos especificos para bloguear la invasion y su posible relacion con la proteccion frente a
malaria en individuos expuestos, le otorgan un rol potencial como marcador serol6gico a corto
plazo (21, 22). Son pocos los estudios que han reportado la obtencién de la proteina PfRh2b de
forma recombinante (17, 19, 21, 23) y todos se basan en el sistema bacteriano. Teniendo en cuenta
que esta proteina forma parte de un complejo sistema de interaccion con el glébulo rojo, previa a
la invasién, por lo que no se debe descartar la presencia de modificaciones postraduccionales en
las proteinas, las cuales no serian otorgadas por los sistemas bacterianos de expresion.
Recientemente, Swearingen et al (24) ha demostrado la presencia de glicosilaciones en la
superficie de proteinas de invasion del estadio esporozoito de P.falciparum. Este hallazgo nos
indica la necesidad de un sistema de expresion de proteinas heterélogas diferente al sistema
bacteriano para expresar proteinas de P.falciparum que presenten un potencial uso para vacunas

0 como biomarcadores.
En el presente estudio se utilizd el sistema de expresion de células de insecto —Sf9 para la
produccion de rMSP10 (Proteina recombinante PFIMSP10) empleando una secuencia original del

gen pfmsp10 y una secuencia pfmspl0 previamente codon-optimizada para células de insecto-
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Sf9. De la misma forma dada la importancia de la proteina PfRh2b, en esta tesis también
realizamos la clonacidn, expresién y purificacion de la proteina PfRh2b de P.falciparum en
células de insecto Sf9. Luego se evalud la antigenicidad de ambas proteinas rMSP10 y rRh2b

frente a sueros de pacientes infectados por P.falciparum provenientes de la Amazonia peruana.

3.2-METODOLOGIA

Se siguié el diagrama de flujo presentado en la figura 3.1, en donde se presenta todo el proceso de obtencion
de proteinas recombinantes hasta su evaluacion por ELISA para las proteinas estudiadas.

3.2.1.-rMSP10

3.2.1.1.-Extraccion de ADN a partir de cultivos P.falciparum.

La cepa 3D7 de P.falciparum (obtenida del Centers for Disease Control and Prevention, USA) fue cultivada
siguiendo condiciones reportadas previamente (25). Cuando los cultivos alcanzaron parasitemias mayores
al 5%, se procedio a extraer el ADN genoémico por el método de fenol-cloroformo (26) para iniciar de esta

forma con la construccién de los vectores recombinantes.
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Figura 3.1.- Diagrama de flujo para el proceso de clonacion y expresion de las
proteinas PFMSP10, PfRh2b y PFEBAL175 de P.falciparum empleando el sistema de

baculovirus.
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3.2.1.2.-Suero de pacientes.

Para los ensayos de sero-reactividad se emplearon suero de individuos infectados con
P.falciparum (PEO1F05 y PEO1F19) y sueros de individuos infectados con P.vivax (PV22
y PV23) obtenidos de un estudio previo realizado en la region Amazdnica peruana
(Loreto-Pert) (27). Ademas, se incluyo suero de donadores sanos de una region no —
endémica para Malaria (Lima-Per(). El presente estudio formo parte de un protocolo
previamente aprobado por el comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima, Peru (Cddigo SIDISI: 61540).

3.2.1.3.-Construccion de vector recombinante a partir de ADN parasitario.

Se utilizo el kit Gibson Assembly™ (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) que permite unir
un producto de PCR con un vector digerido. Para lograr esto, los primers deben tener secuencias
especificas al gen de interés, secuencias espaciadoras (linker) y una secuencia complementaria a
la zona del vector previamente digerido con enzimas de restriccion. Para el disefio de los primers
se ingresaron las secuencias del vector pFastBacTM Dual indicando los puntos de restriccion
(Ecorl y HindlIl), la secuencia del gen pfmsp10 (1,440 pb), excluyendo las regiones entre 1-78pb
y 1,519-1,578 bp. Ademas se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones: un minimo de
overlapping de 15 pb y una longitud minima de fragmento de 150 pb en el servidor NEB builder
(http://nebuilder.neb.com/).

Tabla 3.1.- Primers empleados para amplificar el gen pfmspl10 a partir de ADN parasitario.

Primer Secuencia (5" —"3)

pfmspl0 - gtccgaagcgegeggatgeatcaccatcaccatcac
F ATGATGTTTTTTAAGTGTAATCAGG

pfmspl0 - tctagtacttctcgaca TTAAATGAAAAAATTTTGAAAAACTAACAATATTAC
R

En letras minusculas se encuentran las regiones complementarias al vector pFastBacTM Dual; en
mayusculas se encuentra las secuencias especificas para el gen pfmspl0, subrayado esta la

secuencia codante para la cola de 6-histidinas y en negrita el coddn de inicio

Luego se realiz una PCR utilizando el sistema Q5TM High Fidelity 2X Master Mix (1X) (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA); Primers pfmsp10 — F/R (0.5 uM) descritos en la Tabla 3.1,
con 600 ng de ADN (extraido previamente de la cepa 3D7 de P.falciparum) y en un volumen final

de 20 pL. Las condiciones de ciclaje fueron 98°C x 1 min seguido de 40 ciclos a 94°C x 30s;
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53°C x 30s y 72°C x 2 min, con una extension final de 72°C x 7 min. Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5% y tefiidos con una solucion de Sybr Safe 1X
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Luego se purificaron las bandas de aproximadamente 1,500 pb
utilizando el kit de extraccion de Qiaquick (Qiagen, Hilden, Mettmann, Germany) siguiendo las
indicaciones del fabricante, los eluidos finales fueron almacenados a 4°C hasta su posterior uso.
Se tomd 200ng del vector pFastBacTM Dual (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) previamente
digerido con las enzimas de restriccion Ecorl y Hindlll (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA), el cual fue mezclado con 5 pL de las bandas de PCR purificados previamente y se
incubaron con 10 pL de Gibson Assembly master mix (2X) y agua en un volumen final de 20 pL.
Se llevé a incubar a 50°C durante 60 minutos, luego se siguio6 con las instrucciones del fabricante
Gibson Assembly para la obtencion de colonias bacterianas recombinantes utilizando como
medio de seleccion LB-agar con el antibiético ampicilina (100 ug/ml) se incubaron las placas toda
a la noche a 37°C. Se aislaron los vectores de las colonias seleccionadas y se verifico el marco de
lectura mediante reacciones de secuenciamiento (Macrogen, Beotkkot-ro Geumcheon-qu, Seol,
Rep. of Korea). Los vectores recombinantes aislados se utilizaron para iniciar los ensayos de

obtencion de baculovirus recombinante.

-

~ 6,750
Hindl Ecorl
v v
\ SV40 pfmsp10 “Native” (1440 pb) HIS Polh _
/]\ HIS pfmsp10 “Optimized” (1440 pb) /]\
BamHIII Hindlll

Figura 3.2.- Esquema del vector pFastBacTM Dual modificado con las inserciones de los genes
pfmsp10 nativo y codon optimizado. His: Cola de histidina; SV40: terminador SV40 de poli-
adenilizacion. Hindlll,BamHI y Ecorl: Son los sitios de restriccién en donde se insertaron los

genes.

3.2.1.4.-Construccion de vector recombinante a partir del gen pfmspl0 codon -

optimizado.
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El gen pfmspl0 fue codon-optimizado para la expresion en células de insecto utilizando la
secuencia depositada en PlasmoDB (PF3D7_0620400) (7), se excluyeron las secuencias con

potencial dominio trans-menbrana (Figura 3.3).
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Figura 3.3.- Andlisis de la proteina PfMSP10 utilizando TMHMM v. 2.0 server para
identificar las regiones trans-menbrana y péptido sefial en los 525 aa de la proteina. Las
prediccidn estan en lineas rojas: 1 — 26 aa (1 — 78 nt) y 507-525 aa (1,519-1,575bp). El
servidor esta disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/.

Se colocd la cola de histidinas en el lado carboxilo de la proteina (figura 3.2) y se sintetizo el gen
pfmsp10 en el vector pUC57 (OptimunGeneTM, Genscript, Piscataway, NJ, USA). Seguidamente
se clon6 en el vector de expresion pFastBacTM Dual utilizando
(5’ATTGGATCCATTATGCACGTGGATGACATCAAG 37) con sitio BamHI
subrayadas) y R1 (5" TTAAAGCTTTTATTAATGATGATGATGATGATGATGCTTG 3°) con

el sitio de restriccion Hindllll (letras subrayadas); el coddn de inicio y stop se encuentran en

los primers F1

(letras

negritas. Se verificd el marco de lectura con secuenciacion obteniendo la nueva secuencia para
pfmsp10 (Figura 3.4).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
041

CACGTGGATG
AACAAGGAGA
AACGATAACA
AAGTTCCTCT
GATCATATGA
AACGAGAACA
AACAACGAAA
GAGAACAACG
AACAACATCA
CTCATCGAGG

ACATCAAGAA
ACATGAACAA
TTAACAACGA
CAATGAAACA
ACTACTTGAT
TCGAAAACAA
ACATTGAAAA
AGAATAATGA
TTAACTCCAA
CCTTCTTCCC

CACCAGCCAA
CGAAAAGAAC
CAACATCAAC
CTACAAGGAC
CAGGAAAAGA
CGAGAACGTC
CATCGAGAAC
GAATAATGAG
CGAACACAAC
ATTCATTTTG
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AAGAAAATTA
GACAACAAAG
AACGACAACA
TCCCTCTCTA
AAGGACAACA
GAAAACAACG
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AACTCCAGCA
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AAAAAGCTGG

CTTACGACAA
ATAACAAGGA
TTAACAACGA
ACAAGTTGAA
CCCAGGGCAG
AGAACATTGA
ATGAGAACAA
TCATGAACTC
TCAAGAAAAA
ACAACGAAAG

GTACAACAAA
CAACATCTAC
GGACGAATAC
CAACGAGAAC
TCAACACTTC
AAACAACGAG
CGAGAACATC
TGAGTCATAC
GGAGGAAGAC
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http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
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AGGAAGAACC
AACTCACAGG
CTGGTGAACT
ATTCGCCGTA
GAGACAGTCT
AGAAACTTCG
TCTCGTTGCT
GTGGACATGA
AACAACGGTG
CAGTGTTCCC
CATCATCATC

ACGACGATTA
ATCATAACCT
ACGACGTCAG
ACATCCAAGA
AGAAAGCTCC
TTGCGAGTCC
CCGGCGACCA
CACTCTTGAA
ACAAGTTCGA
TCATCTTCAA
ACATCGTTGA
GCGTCAACTA
GCTGCGACGT
ACCTGTACTT
ATCATCATCA

CTACAACCTG
GCTCGGATAC
TCAGAAAAAG
AATTTTGTCC
TCCCGGAGAG
CAAGGGAGAG
GCTCCAACAT
GGAGTCCCGC
ACAACTGATC
GGTTAACTAC
GAAAGATAAG
CTTCAAGTGC
GAACGCTGAG
CGGAGACGGT
TCAC

CCTAACGATC
AAGCTGGGTA
ACTGACGATA
ACAGACAGCA
CATAAGCCTG
GACGAGAAGA
CCCAAGGAAA
GACATCAAAA
ATGAAAGGAA
ATTTGCGAGT
GAACAGTGCC
ATTCCGATGA
TGTACGATCG
GTCTTCTGTG

ACAACGACAC
ACAACCTCAA
TTAACGAGTC
ACACGTCTCA
AAGTCAAAAA
AGTCCCAGCC
TCGATGAGAA
ACACCACTGC
GGTACTACGC
ACAGCAAGTG
GCTGTCGTCC
AAGATATGAA
TTGAAGGCGC
TCAAAAACTC

CCATAAGGAG
ATCATACTTG
GGCTAGTTCG
CCTGAAAGAA
CGCATTGCTG
ACAACACCCG
CGCAGAAAAG
CATCATTGAT
TACGGCCGTG
TGGTCCAAAC
AAACTACATC
CTGTTCTAAG
CGTGAAGTGC
TCAAACCAAG

Figura 3.4.- Gen pfmsp10 coddn optimizado (79 — 1518 nucledtidos). Letras subrayadas
representan los nucleétidos que codificaran la cola de histidinas.

3.2.1.5.-Obtencion del baculovirus recombinante.

Se descongelaron los viales conteniendo células competentes de bacterias MAX
EfficiencyTMDH10Bac™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conservadas a -80 C y los
vectores recombinantes en hielo por 10 min. Para cada transformacién se mezcl6
suavemente y se transfirieron 100uL de las células DH10Bac ™ en un vial de 2 mL de
base redonda previamente enfriado. Se afiadié 200 ng del vector y se mezcld suavemente.
Se incub6 la mezcla en hielo por 30 minutos. Se realizé un “shock térmico” a la mezcla
durante 45 segundos a 42°C. Se dejo reposar la mezcla en hielo por 2 min. Se afiadio
900uL de medio SOC temperado (SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA). Se incub0 a
37°C, 250 rpm durante 4 horas. Luego se centrifugé a 3000 rpm por 10min, se retird
800uL de sobrenadante y se resuspendié suavemente el pellet bacteriano con el
sobrenadante. Se sembré en placas temperadas de agar LB conteniendo kanamicina
(50ug/ml), gentamicina (7ug/ml), tetraciclina (10pg/ml), Bluo-gal 100 pg/ml e IPTG (40
pg/ml) (SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA) y se incub6 a 37°C por 48 horas. Una vez
obtenidas las colonias con los bacmidos recombinantes (colonias blancas), se realizo un
segundo paso de aislamiento de las colonias por sembrado en estrias y se incubd bajo las
mismas condiciones. Para su amplificacion se picaron colonias blancas y se cultivaron en
matraces con 100mL de medio liquido LB conteniendo kanamicina (50ug/ml),

gentamicina (7pg/ml), tetraciclina (10pg/ml) y se incubo a 37°C, 250 rpm por 24 horas.
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Luego se realiz6 la extraccion bacmidos recombinantes con el QIAprep spin Midiprep
Kit (Qiagen, Hilden, Mettmann, Germany), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
definio el rendimiento e integridad del bacmido mediante la cuantificacion en Qubit V1.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y electroforesis en gel de agarosa 1% preparadas con
Sybr safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Los bacmidos se conservaron a -20°C hasta
su uso en la transfeccion.

Una vez obtenidos los ba&cmidos recombinantes se procedid a construir los baculovirus
recombinantes transfectando células de la linea celular de Spodoptera frugiperda (Sf9)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El ensayo se ejecuto en placas de 6 pozos (6-well). Un
dia antes de la transfeccion se prepararon las placas conteniendo 108 células (con una
viabilidad mayor al 90%) por cada pozo e incubando a 27°C. Para cada muestra a
transfectar se prepard el complejo Cellfectin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) — ADN
siguiendo las indicaciones del fabricante con la variacion en el tiempo de incubacion a
27°C que se realizo durante 7 dias. Luego se cosecharon las células a 3000 rpm a 20°C
por 10 min y se transfirio el sobrenadante a tubos de color caramelo de 2mL de volumen
y se almaceno a 4°C hasta su uso, a esta generacion de virus se le nombroé PO. Se amplificd
la cosecha inicial de baculovirus recombinantes mediante 3 pasajes sucesivos, los dos
primeros en flasks de 75cm? y el Gltimo en flasks de 225cm? a una multiplicidad de
infeccion de (MOI) entre 0.1 y 5. Los sobrenadantes fueron llamados “P1 y P2” se
procedié a realizar una extraccion de ADN, utilizando el kit DNAeasy (Qiagen, Hilden,
Mettmann, Germany) para luego realizar una PCR para la deteccién del gen pfmspl0
utilizando los primers:

Ext-pfmspl0F (5 ATGATGTTTTTTAAGTGTAATCAGG '3)

Ext-pfmspl0R (5 TTAAATGAAAAAATTTTGAAAAACTAAC3)

Las condiciones de amplificacion fueron Q5 High Fidelity 2X Master Mix (1X) (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA); Primers pfmsp10 — F/R (0.5 uM) con 100 ng de
ADN extraido y en un volumen final de 20 pL. Las condiciones de ciclaje fueron 98°C x
1 min seguido de 40 ciclos a 94°C x 30s; 60°C x 30s y 72°C x 2 min, con una extension

final de 72°C x 7 min.

3.2.1.6.-Expresion de la proteina pfMSP10 (rMSP10).
Utilizando la P2 se procedio a evaluar el MOI y TOI de los baculovirus recombinantes.
Para esto se prepararon matraces de 250 mL y se sembraron 0.8 x 10° células de insecto
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en un volumen de 100 mL, se dejo en agitacion (300 rpm / 27°C) durante toda la noche.
Al dia siguiente se realizé la infeccion de los matraces con MOI (relacion de baculovirus
infectantes con respeto a las células por infectar) de 0.1; 0.5 1; 5; 20. Se agregd una
cantidad en mL de baculovirus para cada MOI. Para los ensayos de TOI (tiempo de
infeccion) cada dia se fue retirando 1 mL (10° células aprox.) de cada matraz durante 6
dias.

Las células cosechadas de los diferentes dias fueron lisadas con un tampdn de lisis conteniendo
Tris —-HCL 50 nM; EDTA 5 nM; NaCL 300 nM; Dimetil sulfoxido 10%V/V SigmaAldrich, St,
Louis, MO, USA); CHAPS 0.6% P/V SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA). Se tom0 en cuenta la
relacion de 1 mL de buffer por cada 20 x 10° células. Luego se dejo en rotacion a 4°C durante
toda una noche. Al dia siguiente se tomaron los tubos y centrifugaron a 10,000 g durante 10
minutos a 4°C y se retir6 el sobrenadante para los ensayos de deteccion de las proteinas. Para la
deteccidn de las proteinas utilizando sus colas de histidina, los lisados fueron evaluados mediante
el His Tag ELISA Detection Kit (Genscript, Piscataway, NJ, USA). Se llev6 a cabo siguiendo los
pasos recomendados por el fabricante del kit. Para esto se utilizaron 50 pL del lisado celular; las
absorbancias (OD) fueron medidas a la longitud de 450 nm en un lector de e microplacas (Biotek,
Winooski, VT, USA). Con el resto del lisado se procedié a realizar ensayos de SDS-PAGE vy
Western blot para esto se adicion6 una tercera parte del buffer de corrida 4X (Glycerol 40%;
Tris/HCI a pH (6.8) 240 mM; SDS 8%; azul de bromophenol 0.04%; beta-mercaptoethanol 5%).
La muestra se coloc6 en bafio maria a 100°C por 5 min, se centrifugé a 10 000g por 5min y se
cargd 10 pL del sobrenadante por carril. Las muestras se corrieron durante 120 min a razon de
0.01 amperio por gel. Luego de eso se realizd la transferencia de las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa mediante el sistema e- blot (Genscript, Piscataway, NJ, USA) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Con la membrana ya preparada se procedi6 a realizar el ensayo de
western blot. Para esto se sumergieron las membranas en buffer de bloqueo TTBS — BSA (Tris
50mM; NaCl 150 mM; Tween 20 al 0.05%; pH 7.6; con 1% de BSA P/V) durante una hora en
agitacion. Luego se coloco la membrana en el sistema SNAP i.d 2.0 protein detection system
(EMD Millipore, Billerica, MA, USA), las condiciones a utilizarse fueron de anticuerpo anti - his
(0.001 mg/mL) (Genscript, Piscataway, NJ, USA) y utilizando TTBS como buffer de lavado, y
se siguid las indicaciones del fabricante hasta obtener las membranas listas para revelar. Luego
se revelaron las membranas utilizando las pastillas SIGMAFAST™ DAB with Metal Enhancer
(SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA) se diluyeron las pastillas en 10 mL de buffer TTBS y se
agreg6 5 mL a cada gel, se agitaron durante 15 minutos hasta el revelado de las bandas y se detuvo

la reaccion agregando agua destilada.
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3.2.1.7.-Purificacién de rMSP10.

Para ensayos de expresion en 100 mL, se sembraran matraces con las condiciones de crecimiento
ya descritas y se infectaran al MOI identificado y se cosecharon a un TOI establecido
previamente. Las proteinas fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados (iIMAC). Para esto se lisaron 20 millones de células infectadas por cada 1 ml de
buffer de lisis (DMS0 10%, Tris — HCL 100 mM y NaCl 250mM) maés la presencia de inhibidor
de proteasas (PMSF) (SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA) y fueron incubadas en agitacion
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se centrifug6 a 10,000 g durante 30 minutos a 4°C
para luego retirar el sobrenadante (10mL) y filtrarlo a través de una membrana de 0.22 pm, los
cuales fueron cargados en la columna de afinidad iMAC (BioRad, Hercules, CA, USA) utilizando
el sistema colector de fracciones LP system collection (BioRad, Hercules, CA, USA) siguiendo
las condiciones estandares de purificacion de proteinas solubles utilizando una gradiente de
imidazol (0 — 500 mM) y en fracciones de 4 ml cada uno. Luego se procedié a concentrar las
fracciones utilizando membranas para ultrafiltracién de 100 MWCo (EMD Millipore, Billerica,
MA, USA).

3.2.1.8.-Cuantificacion de proteinas recombinantes.

Las fracciones concentradas fueron cuantificadas por el método de Bradford (BioRad, Hercules,
CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. De la misma forma se colectaron proteinas
totales en cada paso de purificacion para la estimacion de la pureza de la proteina. La pureza fue

calculada utilizando las ecuaciones previamente reportadas (28).

3.2.1.9.-Ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos humanos (igG total).

Un total de 100 pl de proteina a una concentracion de 0.5 o 5 ug/mL en solucién pH 7.4,
fueron fijados en una placa de ELISA-High Binding plates (CostarTM, BioRad, Hercules,
CA, USA), luego las placas fueron incubadas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las
placas fueron lavadas una vez con PBS-T (NaH2POas (bibasico) 0.15 M; Na:HPO.
(monobasico) 0.15 M; NaCl 0.5 M; Tween 20 al 0.05%) y se agregd la solucién de
bloqueo (PBS + 0.1% BSA). Las placas fueron incubadas durante 1 hora y luego lavadas
tres veces con PBS-T. Un total de 100 pl de suero diluido 1:100 en PBS-T + 1.5% de
leche descremada, fue agregado al pocillo, las placas fueron incubadas por 1 hora y
lavadas 4 veces con PBS-T. Seguidamente, anti-IgG human antibody (HRP-anti-IgG)
(Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA) diluido 1:2,000 en PBS-T fue

54



afiadido en la placa y esta fue incubada por una hora para luego ser lavada 3 veces con
PBS-T. Se agregd 100 ul de una solucion reveladora de 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine
(TMB) y se permitié que reaccionara durante 7 minutos, luego la reaccion fue detenida
agregando 50 pl de HCI 0.25 M. Finalmente la placa fue lavada con PBS-T y leida en un
lector de ELISA iMARK TM microplate-reader (BioRad, Hercules, CA, USA) a 450nm
para obtener los valores de OD (unidades de densidades dpticas). Un control negativo se
elaboré con sueros de donantes sanos. Los resultados fueron expresados como una razén
entre los OD de la muestra y el OD del pool de donantes. Los sueros de individuos con
una razon mayor a 2 y que excedia la sefial del pool de donantes fueron catalogados como

sero-reactivos (29).

3.2.2.-rRH2b.

3.2.2.1.-Clonacion de la region independiente de Rh2b (rRH2b).

El gen PfRh2b consiste de 9762 pares de bases (pb) que codifican 3255 aminoacidos
(RH2B), del cual se excluyd la secuencia comun con su gen homologo PfRh2a (Metl-
Glu2700) y la region transmembrana (Asp3190-Fen3254). Luego fue amplificado por
PCR a partir de ADN gendmico (200ng) de la cepa F32 (P.falciparum aislado de paciente
de la amazonia peruana y adaptado a cultivo), utilizando los siguientes primers: Rh2bF
(5 gtccgaagegegeggAT GeatcaccatcaccatcacGAAAAACAAGAGAAAGAAAGACTG
3) y Rh2bR (5'tctagtacttctcgacaTTAGAAATCATCCATTTTGTTATGGT 3). En

minusculas estan las secuencias complementarias al vector pFastBacdualTM (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA), en negritas secuencias que codifican coddn de inicio (ATG) y codon
Stop, en letras subrayadas esta la cola 6-His y en mayusculas la secuencia del gen pfhr2b.
Luego los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit Qiaquick (Qiagen,
Hilden, Mettmann, Germany) y utilizados para realizar la reaccion de fusion con el vector
pFastBacdualTM previamente digerido con las enzimas Ecorl y Hindlll (New England
BioLabs, Beverly, MA) utilizando el Gibson Assembly CloningTM Kit (New England
BioLabs, Beverly, MA) siguiendo las condiciones del fabricante.
3.2.2.2.-Secuenciamiento de rRh2b.

Ensayos de secuenciamiento (Macrogen, Beotkkot-ro Geumcheon-qu, Seol, Rep. of
Korea) se realizaron en los vectores recombinantes obtenidos para verificar el marco de

lectura. Las secuencias para verificar el correcto marco de lectura se analizaron utilizando
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los programas SnapgeneViewver v1.1.3 (GSL Biotech LLC, Chicago, IL, USA) y
Sequencher v5.4.5 (Gene codes corporation, Pittsfield, M1, USA).

3.2.2.3.-Expresion de rRh2b.

Se realizaron segun lo descrito para rMSP10.

3.2.2.4.-Ensayos de citometria de flujo.

Para estos ensayos, 10 mL de cultivos Sf9 previamente infectados con rRh2b fueron
centrifugados a 1,000 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el
pellet fue lavado con 10 mL de PBS para luego ser centrifugado a 1,000g durante 10
minutos. El pellet celular fue fijado con 10 mL de formaldehido al 2% (Sigma-Aldrich,
St, Louis, MO, USA) preparado en PBS durante 20 minutos, para luego ser lavado tres
veces con PBS. Las células fueron permeabilizadas durante 15 minutos con deoxicolato
de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en PBS con 2% de Suero fetal bovino
(SFB) (SigmaAldrich, St, Louis, MO, USA), y lavadas con PBS dos veces. Para la
inmuno-deteccion de His-tag, 1 mL de pellet celular fue resuspendido en 1 mL de PBS
(0.2%SFB) con un anticuerpo anti-6X His tagTM antibody (FITC) (Abcam, Cambridge,
MA, USA), diluido 1:200 durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, las
células fueron lavadas dos veces con PBS y resupendidas en 1 mL de solucién buferada
salina (PBS). El andlisis se realizd en un citometro de flujo (GalliusTM, Beckman
Coulter, Brea, Ca, USA). Las células expresando la cola - his fueron identificadas por
fluorescencia de GFP (Siglas en ingles de Proteina verde fluorescente) (A excitation: 488

nm, A emission: 510, FL1 channel). Se analizaron 10,000 eventos.

3.2.2.5.-Verificacion de la secuencia de rRh2b en los baculovirus recombinantes.

Se extrajo el ADN viral a partir de la P1 utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood
(Qiagen, Hilden, Mettmann, Germany). Luego se utilizaron los primers Rh2bF1
((5°"GAAAAACAAGAGAAAGAAAGACTG™) y Rh2bR1
(5 GAAATCATCCATTTTGTTATGGT 3) para amplificar la secuencia de rRh2b. Los
productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa al 2% y tefiidos con Sybr Safe™
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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3.2.2.6.-Purificacion de rRh2b.

Luego de establecido el MOl y TOI, se infectaron 100 mL de células Sf9 a 1millon/ml con P1.
Luego se cosecharon las células por centrifugacion a 1,000g durante 15 minutos y se resuspendid
el pellet celular en buffer de lisis (10%v/v DMSO, 100 mM Tris—HCI y 250 mM NaCl en
presencia de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Sigma, USA), se incubo en agitacion
durante 1 hora a 4°C. Al dia siguiente los lisados fueron sonicados en el equipo Q700 Sonicator
(Qsonica LLC, Newtown, CT, USA) a una amplitud de 40 u con un time -on de 10s y un time —
off de 10 s (en hielo) durante 3 minutos. Luego el lisado fue centrifugado a 10,0009 por 30
minutos a 4°C, el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 0.22 pum para luego ser
cargada en el equipo colector de fracciones (BioRad, Hercules, CA, USA) y ser purificada en
columnas IMAC (BioRad, Hercules, CA, USA). Se utiliz6 una gradiente de Imidazol (0-500mM)
y las fracciones fueron colectadas en volimenes de 4 ml. Las fracciones colectadas fueron
corridas en SDS-PAGE para verificar su pureza y utilizadas en ensayos de western blot (anti-his)

para verificar la reactividad.

3.2.2.7.-Ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos en sueros de pacientes
infectados: Ensayos de ELISA fueron similares a los descritos para rMSP10.
3.3.-RESULTADOS

3.3.1.-rMSP10

3.3.1.1.-Vectores recombinantes.

El gen pfmsp10 de la cepa 3D7 de P.falciparum fue clonado en el vector pFastBacTM Dual entre
los sitios de restriccion Ecorl y Hindlll (Figura 3.2), de igual forma el gen pfmsp10 fue codén
optimizado y clonado en pFastBacTM Dual en los sitios BamHI y Hindllll; ambos vectores
fueron verificados mediante ensayos de restriccion (Figura 3.5), verificando la liberacion del

inserto de unos 1,440pb aproximadamente.
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Figura 3.5.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr SafeTM se observa la liberacion del inserto
de ~1,440 pb (flechas azules). En el carril 1: vector pFastBacTMDual con el gen nativo pfmsp10
sin digerir y el carril 2: el mismo vector digerido con Ecorl y Hindlll. Carril 3: vector
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pFastBacTMDual con el gen optimizado pfmspl10 sin digerir y en el carril 4: el mismo vector
digerido con BamHI y HindlIl. Carril 5: marcador DNA fago lambda/HindlI1 (pb).

Ambos vectores fueron utilizados para obtener baculovirus recombinante, mediante su
transposicion en bacterias DH10Bac (contienen el bacmido con el genoma de baculovirus) y la
transfeccion de la linea celular de insectos (Spodoptera frugiperda-Sf9). El sobrenadante de las
transfecciones con los baculovirus recombinantes fueron utilizados para realizar ensayos de PCR
para detectar el gen pfmsp10 en el genoma de los baculovirus recombinantes, ambos baculovirus

presentaron una banda especifica para pfmsp10 indicando la correcta insercién (Figura 3.6).
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Figura 3.6.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr SafeTM se observa los productos de PCR
utilizando primers para pfmspl0 y el ADN extraido de los sobrenadantes de cultivos Sf9
(baculovirus recombinantes). Carril 1: Control negativo PCR; carril 2: ADN gendmico
Plasmodium falciparum; carril 3 y 4: baculovirus obtenido con el vector que contiene el gen
nativo de pfmspl0; carril 5y 6: baculovirus obtenido con el vector que contiene el gen nativo de
pfmsp10 optimizado. Marcador de 1Kb.

3.3.1.2.-Expresidn de rMSP10 detectada en el baculovirus con el gen codon - optimizado

La expresion de rMSP10 fue evaluada a MOI de 5 (valor arbitrario) en placas de 6 pozos a 1x10°
células por pozo. Los ensayos de Western blot utilizando anticuerpos anti cola de histidina,
revelaron la presencia de una banda de proteina de 56 kDa que correspondia al peso molecular
calculado para PFIMSP10 en las infecciones realizadas con los baculovirus obtenidos con el gen
pfmsp10 codon optimizado (Figura 3.7). Sin embargo, no se pudo detectar una banda reactiva con
el anticuerpo anti cola de histidina en el producto del baculovirus que se originé a partir del gen
pfmsp10 clonado directamente del genoma de la cepa 3D7. A partir de este resultado para los
siguientes ensayos solo se decidio trabajar con el baculovirus con el gen pfmspl0 coddn

optimizado.
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Figura 3.7.- Membrana de nitrocelulosa de WB utilizando anti-6his. Carril 1: Lisado celular Sf9 a partir
de baculovirus con el gen pfmsp10 optimizado; carril 2: Lisado celular Sf9 con el gen pfmsp10 nativo; carril
3: Marcador de peso molecular para proteinas (kDa). La flecha negra indica rMSP10 (~56kDa).

3.3.1.3.-Optimizacion de la expresién de rMSP10.

La optimizacion de la expresion de rMSP10 a partir del baculovirus con el gen pfmsp10
codon optimizado, se realizé utilizando los parametros de MOI y TOIl. Para esto se
infectaron matraces conteniendo 100 mL de medio con células Sf9 y se infectaron a
diferentes MOI 1; 5; 20. Se utilizaron los lisados en ensayos de ELISA, lo que permitio
detectar las proteinas con colas histidina, en este caso la rMSP10. Segln la tabla 3.2, la
mayor cantidad de proteina en ng/10° células se obtuvo con parametros de MOI 20 y un
TOI de 48 horas posinfeccion con 276 ng totales detectados por cada 108 células Sf9. De
la misma forma se puede observar que la produccion de rMSP10 tiende a decrecer con el

tiempo luego de obtener un pico proporcional al MOI utilizada.

59



Tabla 3.2.- Cuantificacion de rMSP10 utilizando un kit de ELISA para la deteccién de
proteinas marcadas con histidinas.
rMSP10 — 6-HIS (ng/10° Sf9 células)

Horas MOI
posinfeccion
1 5 20

48 0 50,3 276,6
72 50,7 120,6 220,5
96 190,4 104,4 60,0
120 1428 40,4 20,6
144 100,2 60,6 0

3.3.1.4.-Purificacion de rMSP10.

La purificacion de rMSP10 se realiz6 a partir de 100mL de cultivo. Las fracciones colectadas
fueron cargadas en geles de SDS-PAGE Yy reveladas por western blot utilizando anticuerpos anti
cola de histidina. Una banda reactiva entre los 50 y 75kDa del marcador nos indica la presencia
de rMSP10 sugiriendo la correcta union de la proteina a la columna (figura 3.8).

Figura 3.8.- Membrana de nitrocelulosa de WB utilizando anti-6his. Eluidos obtenidos del
proceso de purificacién con Imidazol: Carril 1: 50 mM; carril 2: 150 mM; carril 3: 200 mM; carril
4: 250 mM; carril 5: Lisado células Sf9 sin infectar, carril 6: Lisado celular Sf9 a partir de
baculovirus con el gen pfmsp10 optimizado; carril 7-9: Lavados de la columna. La flecha negra

indica la banda reactiva esperada para cada eluido (~56kDa).

La purezay eficiencia de recuperacion de la rMSP10 fue de 80% y 39,2% respectivamente como

se muestran en la tabla 3.3 y corroborado por SDS —PAGE (Figura 3.9).
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Figura 3.9.- SDS-PAGE de las colecciones obtenidas de la purificacion empleando columnas de IMAC. Carril M:
marcador de proteinas; carril 1: Flow trought; carril 2 — 6: eluidos; carril 7: lavado; carril 8: lisado original; carril 9:

lisado de celulas sanas Sf9. La flecha negra indica la altura de la banda esperada para cada eluido (~56kDa).
Tabla 3.3.- Purificacion de rMSP10 utilizando la columna de IMAC.

Paso de Volumen  Proteina rMSP10 Pureza Eficienciade Factor de

purificacion Total Total (mg) (%) recuperacion  purificacion
(mL) (mg) (%)

Carga 10 4,50 0,84 18,6 100

inicial

Flujo no 10 3,80 0,15 3,94 17,8

retenido

Lavado 20 0,90 0,10 11,1 11,9

Eluido 4 0,40 0,33 80,0 39,2 4,30

3.3.1.5.-Antigenicidad de rMSP10

Para evaluar la antigenicidad se realizaron ensayos de ELISA, los resultados muestran reactividad
de la proteina rMSP10 purificada con anticuerpos presentes en sueros de individuos infectados
con P.falciparum, los cuales fueron mas altos que los donantes sanos negativos y los sueros de
individuos infectados con P.vivax. En la tabla 3.4 se presenta que un valor menor a 2
(OD/ODpool-) se obtiene en sueros de pacientes con P.vivax al utilizar una menor concentracion
de antigeno (0.25 ug/mL) en la placa de ELISA, lo que nos indicaria una mejor sero-reactividad
en sueros de pacientes infectados con P.falciparum. Este resultado indica que la proteina rMSP10
reacciona con sueros de pacientes naturalmente infectados presentando valores por encima de 2
(OD/OD pool -).
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Tabla 3.4- Se presenta los resultados de ELISA a diferentes concentraciones de rMSP10 utilizado como antigeno frente a sueros de pacientes con malaria y

donantes sanos.

MUESTRA PROM I,;/Ilzplcc)(s) OD / OD pool - MUESTRA PROM Menos blanco OD / OD pool -
PEO1FO05 2,322 2,277 17,18 PEO1F05 1,574 1,533 19,52
PEO1F19 1,806 1,760 13,28 PEO1F19 0,693 0,652 8,30

E PV22 0,166 0,120 0,91 % PV22 0,090 0,049 0,62
§ PV23 0,424 0,379 2,86 § PV23 0,131 0,090 1,14
o Pool (-) 0,178 0,133 1,00 o Pool () 0,120 0,079 1,00
BLANK 0,046 0,046 BLANK 0,042 0,042
PEO1F05 2,199 2,157 20,54 PE01F05 1,021 0,980 11,46
PEO1F19 1,399 1,358 12,93 PEO1F19 0,428 0,387 4,52
% PV22 0,118 0,076 0,72 % PV22 0,093 0,052 0,60
o | Pvas 0,249 0,208 1,98 a PV23 0,148 0,106 1,24
S| Pol() 0147 0,105 1,00 S| Pool() 0,127 0,086 1,00
BLANK 0,042 0,042 BLANK 0,042 0,042
PE01F05 2,021 1,979 22,62 PE01F05 0,754 0,706 6,53
PEO1F19 1,079 1,037 11,85 PEO1F19 0,347 0,298 2,76
% PV22 0,099 0,057 0,65 % PV22 0,084 0,035 0,32
3 PV23 0,187 0,145 1,65 > PV23 0,148 0,099 0,92
;’ Pool (-) 0,130 0,088 1,00 8 Pool () 0,157 0,108 1,00
BLANK 0,042 0,042 BLANK 0,049 0,049

PEO01F05, PEO1F19: Sueros de pacientes positivos a P.falciparum; PV22, PV23: suero de pacientes positivos a P.vivax. Pool (-): Suero de donantes sanos; BLANK: blanco de placa
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3.3.1.6.-Codon usage entre P.falciparum y Spododtera frugiperda (Sf9)

Un andlisis de codon usage se realizd para determinar la causa de la falta de expresion del vector
con el gen pfmspl0 nativo. Para esto se tomd la informacion disponible de los codones de
P.falciparum y S.frugiperda disponibles en la base de datos de codones

http://www.kazusa.or.jp/codon/. Se encontraron los 10 codones mas raros de

P.falciparum en relacion a S.frugiperda. Tras la determinacion de la composicion de aminoécidos
de la proteina PfMSP10 utilizando la herramienta ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/protpar-ref.html) se identificd que un

17,7% (93/525) de la proteina estaba conformado por el aminoacido Asparagina, que es
codificada por el coddén més raro de P.falciparum (AAT) en Sf9, de forma similar para otros
aminoacidos (Tabla 3.5). Un 66% (349/525 aa) de los aminoacidos de PfMSP10 son codificados
por codones raros para Sf9 y esto explicaria, de forma parcial, la falta de expresion del vector
pFastBacTM Dual con el gen pfmsp10 clonado directamente de la cepa 3D7 en nuestro estudio.

Tabla 3.5.- Codon usage en donde se presentan los diez codones de P.falciparum mas raros

relativos a Sf9.

Codon Aminoécido Frecuencia de uso cada 1000 % en MSP10
codones (n/525 aa)
P.falciparum Sf9 Ratio
AAT Asparagina 93,9 13,4 7,0 17,7 (93)
TAA Stop 50,5 1,7 6,6 -
ATA Isoleucina 40,3 8,3 4,9 7,4 (39)
TAT Tirosina 38,9 10 3,9 4,6 (24)
AAA Lisina 86,4 26,8 3,2 9,7 (51)
TTT Fenilalanina 31,6 10,1 3,1 3,8 (20)
GAA Glutamina 73,2 27,6 2,7 9,9 (52)
AGT Serina 21,9 8,4 2,6 6,5 (34)
GAT Acido 55,0 219 25  6,9(36)
aspartico
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3.3.2.-rRh2b

3.3.2.1.-Clonamiento de rRh2b

Se logré clonar la region independiente de PfRh2b (Glu2701-Fenil3188) en el vector
pFastBacdualTM y se verifico su insercion en el vector mediante un analisis con enzimas
de restriccion BamHI y Mefl (Figura 3.10). Se obtuvo un producto de 1,400 pb

aproximadamente tras la digestion del vector.
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Figura 3.10.- Liberacion del inserto rRh2b del vector pFastBacdual. Digestion realizada
con las enzimas BamHI y Mefl. Carril M: Marcador de peso molecular lamdba/Hindlll;
carril 1: vector digerido (indicado por la flecha azul) y que presenta el inserto liberado de
~1,400 pb (flecha roja); carril 2: vector recombinante sin digerir.

Se verifico el correcto marco de lectura de PfRh2b en la secuencia del vector (Figura
3.11), se constato la ubicacion después del promotor de polihedrina, seguido del codén
de inicio (ATG), luego la cola de histidina y el inicio de la secuencia de rRh2b (Glu2701).

Con estos resultados se procedio a producir el baculovirus recombinante.

3.3.2.2.-Secuencia genética de rRh2b en los baculovirus recombinantes.

Para verificar la presencia de la secuencia rRh2b en los baculovirus obtenidos, se procedio
a tomar el sobrenadante de los cultivos de células infectadas denominadas PO y P1 para
extraer el ADN vy realizar una PCR. Se logr6 obtener un amplificado esperado de 1400
pb aproximadamente, tanto para PO y P1 (Figura 3.12), indicando la presencia de rRh2b

en los baculovirus.
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Figura 3.11.- A. Cromatogramas obtenidos de la reaccion de secuenciamiento del vector
pFastBacdual que contiene rRh2b. Los marcos negros indican la secuencia del promotor
de polihedrina del vector de expresion pFastBacdual; marcos rojos indican la secuencia
correspondiente a la cola 6-his; marcos azules indican el inicio de la secuencia del gen
rh2b (Glu2701), las secuencias en fondo negro indican ATG o coddn de inicio (vistas del
programa Sequencher). B. Secuencias colocadas en el programa Snapgene para verificar
el marco de lectura después del codon de inicio ATG.
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Figura 3.12.- Ensayo de PCR realizado a PO y P1 obtenidos tras la transfeccion de células
Sf9 con el vector conteniendo rRh2b. Carril 1: PCR con ADN gendmico extraido de PO;
carril 2: PCR con ADN genomico extraido de P1; carril 3: pFastBacdualTM con el gen
pfrh2b. M: Marcador de peso molecular lambda/Hindlll. La flecha indica el peso
molecular de 1,400 pb aproximadamente.

3.3.2.3.-Expresion de rRh2b

Se realizd ensayos de western blot a los lisados de insecto infectados con P1 de
baculovirus con la secuencia de rRh2b y se detecté una banda de ~53kDa utilizando

anticuerpos anti cola - his (figura 3.13).
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Figura 3.13.- Membrana de western blot utilizando anti-histidinas. M: marcador de peso
molecular. Carril 1: Control proteina histidinas; carril 2: Células Sf9 sin infeccion; carril
3: Células Sf9 infectadas con baculovirus recombinante rRh2b. La flecha negra indica la
banda de proteina reactiva con anticuerpos anti-histidina (~53kDa)
3.3.2.4.-Determinacion de la expresion rRh2b

Para esto se cultivaron células Sf9 infectadas con baculovirus recombinante a MOI de 1,
5y 20 durante 144 horas (6 dias). Con el objetivo de determinar la cantidad de virus
(MOI) y dias necesario de infeccion (TOI) para producir rRh2b. Luego se tomd 1x106
células Sf9 y se procedio a lisarlas para obtener la cantidad de proteina rRh2b producida,
a través de la cuantificacion de la cola de histidina. La tabla 3.6 muestra un pico maximo
de expresion a las 96 horas posinfeccidén con una cantidad de 206,9ng de proteina His

(MOI 5; TOI: 96 horas) expresada por cada 10° células sf9.
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Tabla 3.6.- Cuantificacion de rRh2b recombinante.
rRh2b—6-HIS (ng/10° Sf9 cells)

Horas pos MOI
infeccion
1 5 20

48 60,4 121,3 124,9
72 110,1 129,4 105,3
96 120,4 206,9 114,4
120 100,4 60,4 67,3
144 21,6 10,8 10,7

3.3.2.5.-Analisis de citometria de flujo para rRh2b.

Para verificar la expresion de la proteina en base al MOI y TOI identificados, se utiliz6
un anticuerpo anti-his —FITC para identificar proteinas intracelulares en Sf9 que
presenten colas de histidina. Para validar este ensayo se utilizaron como control células
Sf9 sanas. Segun la figura 3.14, se identificé que cerca del 98.26% de células viables
(43.67% total células infectadas con rRh2b) expresaban la proteina rRh2b evidenciando
un pico en los paneles de los datos del citometro de flujo; mientras que un 0.15% de las
células sanas presentd reaccién cruzada al anticuerpo. Esto nos indica que las células Sf9
en suspension al MOI de 5y al tercer dia de infeccion; presentan cerca del 90.72% en su

interior la proteina rRh2b.
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Figura 3.14.- Panel de anélisis de la expresion de rRh2b mediante anti-his — FITC. A.-
Identificacion de células viables en un cultivo Sf9 sin infeccion viral; B.- Poblacion de
células Sf9 marcadas con anti-histidina — FITC en células sin infeccion viral; C:
Identificacion de células viables en un cultivo Sf9 infectadas con baculovirus rRh2b; D:
Poblacién de células sf9 marcadas con anti-histidina — FITC en células infectadas con
baculovirus rRh2b. El recuadro con lineas punteadas en rojo muestra la poblacion de
células sf9 marcadas.

3.3.2.6.-Purificacion de rRh2b.

Se realiz6 la purificacion de rRh2b a partir de 100 ml de cultivos de células de insecto
Sf9, para obtener valores de pureza y eficiencia de recuperacién utilizando una columna
de cromatografia (IMAC) y una gradiente de imidazol (Figura 3.15). Se logro purificar la
proteina rRh2b a una pureza de 64.28% y con una eficiencia de recuperacién de 56.84%

con un factor de purificacion de 4.63 (Tabla 3.6).
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Figura 3.15.- A. Cromatograma de elucion de purificacion de rRh2b. Data obtenida de
LP biological Systems. La flecha negra india la concentracion de imidazol (45-60%) a la
cual se dio la elucion de rRh2b. El eje “y” indica la absorbancia a 280nm (trazos azules)
y el eje x indica tiempo en minutos. B. SDS-PAGE de los eluidos obtenidos de la
purificacion empleando columnas de IMAC. Carril M: marcador de proteinas. Carril I-6:
eluidos; carril 7: lavado; carril 8: lisado original. La flecha negra indica el nivel de la

banda de proteina esperada (~53kDa).

Tabla 3.7.- Purificacion de rRh2b empleando columnas IMAC.

Paso de Volumen Proteina rMSP10 Pureza Eficiencia Factor de
purificacion Total Total (mg) (mQ) (%) de purificacion
(mL) recuperacion
(%)
Carga inicial 10 6.85 0.95 13.86 100.00
Flujo no 10 3.58 0.13 3.63 13.68
retenido
Lavado 20 0.15 0.01 6.66 1.05
Eluido 4 0.84 0.54 64.28 56.84 4.63

3.3.2.7.-Antigenicidad de rRh2b.

Para evaluar la antigenicidad de rRh2b se realizaron ensayos de ELISA indirecto
utilizando rRh2b como antigeno frente a 11 sueros de pacientes infectados con
Plasmodium falciparum (Tabla 3.8). Se determino la sero-reactividad (op / oD pool -) > 2)
para los sueros evaluados y el antigeno recombinante, indicando que el rRh2b esta siendo

reconocido por sueros de pacientes infectados de forma natural.
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Tabla 3.8.- Resultados de la reactividad (Ratio) de los sueros de pacientes infectados con P.falciparum
y rRh2b.

Ratio
Sueros OD (OD/OD pool -)
PEOLFO1 1,69 6,17
PEO1F02 1,66 6,05
PEOLFO3 1,76 6,41
PEO1F04 1,66 6,04
PEOLFO5 207 7,54
PEO1F06 1,83 6,68
PEO1FO8 1,62 5,92
PEO1F09 1,59 5,79
PEOIF13 0,87 3,19
PEO1F15 1,27 4,65
PEO1F16 1,59 5,80
PEO1F18 1,86 6,80
PEO1F19 1,94 7,09
Pool (-) 0,27 1,00

3.4.- DISCUSION

Proteinas enteras de P.falciparum han sido expresados de forma recombinante utilizando el
sistema de células de insecto (Sf9), tales como Proteina del circumsporozito (CSP) (30), Proteina
especifica de membrana del gametocito/gameto (pfs48/45) (31), Antigeno de la membrana apical
(PF83/AMA-1) (32), Cistein proteinasa del trofozoito (13), Sintetasa 1 acido graso —Coenzima
A (33), Subtilasas (34, 35), Proteina relacionada al dominio A del factor de von Willebrand (36),
Antigeno con repeticion de serina (37) y 9 proteinas mas reportadas en un trabajo bastante
complejo (38). De la misma forma que otras proteinas relacionadas con el sistema de invasion al
glébulo rojo, PFMSP1 ha sido expresada utilizando el sistema de células de insecto empezando
por los segmentos relacionados con el péptido sefial y el extremo C- terminal (39) permitiendo

inclusive su cristalizacion (40).

3.4.1.- Obtencion de rMSP10, sus limitaciones y su empleo en los ensayos de sero-

reactiviadad frente a sueros naturalmente infectados con P.falciparum y P.vivax.

En la primera parte de este estudio se elaboraron dos vectores, uno basandose en el gen original

pfmspl10 obtenido a partir de ADN de la cepa 3D7 y el otro vector utilizando un paso previo
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denominado optimizacién de coddn para células de insecto. Solo en el baculovirus obtenido a
partir de la optimizacion de coddn se logré detectar la proteina rMSP10. Tras un breve analisis
de codon usage entre P.falciparum y las células Sf9, se identificd que un 66% de la proteina
MSP10 era codificado por codones raros para Sf9, lo que podria explicar la falta de expresion
utilizando el gen pfmsp10 clonado directamente del ADN de la cepa 3D7. En otros estudios la
expresion del gen total, como el caso de PfMSP1 (4,971 pb), se logrd la expresion tras su
optimizacién de codones para E.coli (41). Esto demostraria que se debe considerar una etapa de
optimizacién previa a los ensayos de expresion de un gen de P.falciparum para evitar los

problemas estructurales por lo menos para el caso de sistemas eucariotas (38).

Pocos son los estudios reportados de expresion de PFMSP10. Black et al (5), logrd expresar la
proteina PFMSP10 en 4 segmentos (A, B, C y D) utilizando el sistema bacteriano (E.coli), los
cuales se ubicaban entre los aminoacidos 216 al 500, lo cual contenia a su vez a los dominios
conservados EGF (Segmento D). Un reciente estudio logré expresar segmentos de la proteina
MSP10 utilizando el sistema Nicotiana benthamiana; estos segmentos fueron: EGF1_MSP10 y
EGF2_MSP10y contenian los dominios conservados EGF, por lo que el segmento total expresado
comprendian desde el aminoécido 414 al 501 de la proteina original (6). En este estudio
presentamos la obtencion de la proteina completa PFMSP10 (27 al 454aa, excluyendo el péptido
sefial y el dominio transmembrana) de P.falciparum de forma recombinante utilizando el sistema

de expresion de baculovirus.

Blackman et al (39) report6 la obtencion de 0.85 mg/5.5 Litros y 1mg/L de células de insecto
expresando el extremo carboxilo terminal de PFMSP1. En otro estudio Mehlin et al (38) reportd
haber obtenido cerca de 0.9 mg /500 ml de cultivo de células de insecto (Sf21). En nuestro estudio
no realizamos el escalamiento hacia sistemas mayores a 1 litro, por lo que no podemos indicar si
se obtendran cantidades similares; sin embargo se puede deducir, tras los resultados obtenidos,
gue se podria llegar hasta4 mg (0.4 mg/100mL) de la proteina recombinante a partir de un litro
de cultivo. Estos valores pueden variar de acuerdo a la linea celular empleada (Sf9 y Sf21), por
ejemplo Sf9, crece en suspension con mejor produccién de biomasa (cantidad de células por litro)
a diferencia de la linea Sf21 que crece en adherencia y su produccién de biomasa es menor (42);
sin embargo, para demostrar la verdadera capacidad de produccién de la proteina rMPS10 en 1

litro de cultivo de Sf9, se requieren realizar nuevos estudios.

En relacién a los ensayos de sero-reactividad, rMSP10 llegé a ser detectada por sueros de

individuos infectados con P.falciparum, a diferencia de los sueros de pacientes con P.vivax. La
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posible reaccion se estaria dando gracias al reconocimiento de la region asociada con los dominios
EGF vy los puentes disulfuro. Black et al (5), logro esclarecer que buena parte de la reaccion de
los sueros de los pacientes infectados con P.falciparum sero-reactivos al segmento D (carboxilo
terminal) de la proteina MSP10 se debid a la presencia de epitopes en cuya conformacion
participarian los puentes di-sulfuro. En otro estudio, segmentos expresados en N.benthamiana de
la proteina MSP10 (segmentos con los dominios EGF) lograron ser reconocidos por sueros de
pacientes naturalmente infectados indicando el correcto plegamiento de la proteina (6). La
principal diferencia de este sistema frente al sistema bacteriano es sin duda la capacidad de
producir proteinas con las modificaciones postraduccionales y la cercana conformacion
secundaria y terciaria como se observa en la proteina nativa. En el caso de antigenos
recombinantes bacterianos, puede provocar incorrectos reconocimientos utilizando sueros de
pacientes ya que el suero contiene anticuerpos frente a los antigenos bacterianos (39). El rol de
la conformacién de la proteina y las modificaciones postraduccionales cambian la
inmunogenicidad de una proteina cuando es expresada entre diferentes sistemas de expresion (14).
En este estudio y tras una optimizacién de la secuencia codante del gen la proteina PfMSP10 se
expreso (rMSP10) y se purifico su forma recombinante a partir de cultivos de células de insecto-
Sf9 (Pureza; 85%).

3.4.2.- Expresion, purificacién y niveles de la seroreactividad de rRh2b frente a sueros

pacientes infectados con P.falciparum y P.vivax.

La region Unica de la proteina PfRh2b ha sido recientemente anotada como un antigeno
que confiere proteccién frente a Malaria clinica (19) y esta involucrada en el proceso de
invasion del merozoito de P.falciparum al glébulo rojo. Sin embargo, pocos son los
estudios que reportan la obtencion de esta proteina y que emplean el sistema bacteriano
o sistemas cell-free E. coli para su obtencién (17, 19, 21, 23, 43). Estos estudios solo se
enfocan a describir los resultados de inmunogenicidad por formatos de ELISA o protein-
array de la proteina en sueros de pacientes y describen de forma resumida su método de
obtencion de la forma recombinante. Dada la escaza informacion sobre la obtencién de
este antigeno de forma recombinante, se presenta el siguiente estudio donde se logré
clonar, expresar y purificar la region independiente de la proteina rRh2b (Glu2701-
Fenil3188) empleando células de insecto Sf9. La region de expresion fue de
aproximadamente de 53kDa y fue clonado a partir de la cepa PF032 (cepa P.falciparum).

Reilling et al (17), logré expresar una region que consistia desde la Glu2792 a Gli3,193
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de 44kDa; Villasis et al (23) una region desde Glu2735- Tir3133 de 45kDa y Richard et
al (19) una region de Glu2792-Met3185 de 43kDa. La seleccion de esta region
corresponde a la ubicacion del aminoacido conocido como “Break Point” de Rh2
(Lis2776) que indica el inicio de la region independiente para Rh2b (18) hasta la region

de inicio del dominio trans-menbrana (Val3189).

Estudios en el campo de la malaria indican que dependiendo del sistema de expresion
utilizado (bacteriano o insecto) (14, 38), estos influyen en los ensayos inmunoldgicos
(ensayos de proliferacion y ELISA) y por lo tanto el sistema de expresion a utilizar debe
ser capaz de realizar las modificaciones postraduccionales y la posibilidad de formacién
de estructuras terciarias y cuaternarias en las proteinas recombinantes. Por lo que las
futuras herramientas serodiagnosticas deben contemplar estos aspectos (14). Para
predecir estas potenciales modificaciones se utilizaron dos predictores: NetOGlyc 4.0
Server (glicosilaciones) (44) y NetPhos 2.0 (fosfosforilaciones) (45); seglin estos
servidores se detectaron hasta 51 modificaciones (46 fosforilaciones y 5 glicosilaciones)
entre Glu2701-Fenil3188 (Figura 3.16), por lo que 10% de los aminoacidos de esta regién
(51/487 aa) presentarian modificaciones los cuales podrian contribuir al correcto

plegamiento de una proteina (46).
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Figura 3.16.- Secuencia de Rh2b presentando las modificaciones pos-traduccionales. Los puntos
indican los aminoacidos. “S” significa una fosforilacion en serina; “T” en treonina; “Y” en
tirosina. “G” indica una modificacion de azucar.

La proteina rRh2b expresada y purificada a partir de Sf9 fue evaluada mediante ensayos

de ELISA para determinar su antigenicidad, permitiéndonos obtener valores de OD que
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iban desde 0.87 — 2.07 en 12 sueros de pacientes infectados con P.falciparum
provenientes de la Amazonia Peruana, siendo todos sero-reactivos a la proteina
expresada. En un estudio realizado en Papua Nueva Guinea que utiliz6 sueros de 175
nifios se realizaron ensayos de ELISA con rRh2b (origen bacteriano) y se obtuvo un
resultado de sero-reactividad en el 85% de nifios, cuya media fue de 0.610 (17). Un
segundo estudio realizado en Per( con sueros de 45 pacientes, entre nifios y adultos, se
realizo el ensayo con rRh2b (bacteriano) obteniendo un 31% de sero-reactivos y una OD
media de 0.360 (23). De ambos estudios; llama la atencion el valor de la media de OD
obtenidos; ya que en nuestro caso se obtiene el valor OD media para nuestros 12 sueros
fue de 1.660 con un 100% de sero-reactividad. Para confirmar esto, se necesitaria
aumentar el niamero de muestras de sueros y poder afirmar que la proteina rRh2b obtenida
por nuestro sistema permite un mejor reconocimiento de los sueros de pacientes
infectados con P.falciparum dado que la proteina nativa requeriria de hasta 51

modificaciones pos-traduccionales.

Aplicaciones de rMSP10 vy rRh2b

Es bien sabido que las proteinas de P.falciparum expresadas en células de insecto

permiten un mayor reconocimiento de los sueros de pacientes a diferencia de la producida
en bacterias (8), por lo que este sistema seria el mas recomendable para su uso. La proteina
rMSP10 present6 reactividad con sueros de pacientes infectados con P.falciparum
excluyendo sueros de pacientes con P.vivax, aunque un numero mayor de sueros se debe
evaluar en estudios posteriores para validar rMPS10 como un potencial marcador para
sero-vigilancia, como se ha descrito en el capitulo 2. De esta manera se logré obtener
rMSP10 para futuros ensayos funcionales, epidemioldgicos y biotecnolégicos como el
desarrollo de pruebas de diagnéstico y vacunas. La obtencion de rRh2b utilizando células
de insecto-Sf9 permitird su uso como un marcador de seroprevalencia en estudios
epidemiolégicos y ademas de ser el primer reporte de expresion de esta region de la
proteina parasitaria.

Esta informacion es relevante ya que permitird determinar si las poblaciones de
individuos expuestos presentan anticuerpos naturales contra estas proteinas de invasion
al glébulo rojo y de forma adicional estudiar la relacion de estos anticuerpos en relacion

con la proteccion frente a las infecciones de P.falciparum en nuestra region.
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CAPITULO 4

Seleccion de péptidos para produccion de
anticuerpos que permitan la identificacion de
proteinas noveles de interés local: Ejemplos de
aplicaciones en agentes infecciosos.
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Resumen

Existen multiples servidores o programas bioinformaticos libres para la prediccion de
péptidos antigenicos para la posterior produccion de anticuerpos. EI mas popular de estos
servidores es el AbDesigner™: sin embargo su utilidad se ve limitada cuando sélo se
dispone de la secuencia FASTA (Fichero informatico basado en texto, utilizado para
representar secuencias bioldgicas) de proteinas y mas adn si son sélo de interés de una
red limitada de laboratorios (proteinas virales, bacterianas y eucariotas de importancia
global). Este servidor brinda todas las regiones antigenicas en la secuencia, por lo que en
estos casos, la decision de seleccidn de la region recae sobre el investigador, quien en
algunos casos cuenta con recursos limitados. Para esto el uso de servidores libres, uso de
software (programas bioinformaticos) de acceso limitado brindado por laboratorios
externos, recopilacion de informacion sobre la proteina de interés y el uso de programas
bioinformaticos - predictores de estructuras y modificaciones pos-traduccionales pueden
contribuir en el proceso de seleccién de péptidos para una correcta produccion de
anticuerpos. En este estudio se contempld el uso de las herramientas mencionadas
anteriormente, mas el uso de parametros practicos de seleccion gue nos permitira obtener
péptidos candidatos para ser utilizados en la inmunizacion para la obtencion de
anticuerpos policlonales. Para esto se presenta el proceso de seleccion de péptidos de las
secuencias de proteinas de interés cuya secuencia de aminoacidos se encuentran en
formato FASTA (Proteina de un virus aviar (Fibra-2 de Fowl aviadenovirus 4) y una
proteina del parasito de la malaria (PfMSP10-Plasmodium falciparum)), para luego
producir anticuerpos policlonales en conejos que fueron evaluados mediante ensayos de
western blot e inmunofluorescencia en la identificacion de proteinas de interés como un

paso inicial a la caracterizacién de estas.
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4.1.- Introduccién

Para realizar ensayos de caracterizacion de proteinas a nivel molecular y celular se
requiere del uso de anticuerpos tanto de origen monoclonales y/o policlonales producidos
en cualquier sistema biolégico que nos permitan identificar las proteinas de interés.

Segun Pisitkun et al (1, 2), en el “Best of All Possible Worlds’ (Mejor de los escenarios
posibles) se debe tener anticuerpos para cada uno de los productos proteicos de todos los
genes de forma “a priori”. Sin embargo; el mercado actual esta limitado a un determinado
grupo de proteinas que son ampliamente estudiadas. Sin embargo, cuando se realizan
ensayos de interés local o de un area relacionada a la clinica humana a nivel regional, el
grupo de anticuerpos disponibles comercialmente se reduce. Para citar un ejemplo de un
anticuerpo ampliamente utilizado se busco el anticuerpo “p53 humano” entre tres
compafiias de ventas de anticuerpos que presentaron desde 99 hasta 797 anticuerpos
disponibles (Biosource (797 anticuerpos) (http://www.mybiosource.com), Lsbio (499

anticuerpos) (https://www.lsbio.com) y abcam (99 anticuerpos)

(http://www.abcam.com).

La disponibilidad de bases de datos primarias ha facilitado el disefio de anticuerpos
basandose en el uso de las secuencias FASTA disponible de la proteina de interés. Como
evidencia de ello tenemos disponibles distintas webs gratuitas de disefio de péptidos para
anticuerpos (NHLBI AbDesigner (https://hpcwebapps.cit.nih.gov/AbDesigner/), EpiC
(http://bioware.ucd.ie/epic/) y IEDB
(https://tools.immuneepitope.org/tools/beell/iedb_input) y servicios en laboratorios
internacionales que incluyen desde el uso de software especializados (OptimunAntigen™
(Antigeno 6ptimo)), pasando por la seleccion (a cargo del solicitante), inmunizacion,
purificacion y control de calidad (Genscript laboratorios, EE.UU con méas de 13 000
anticuerpos producidos desde el 2004 y cerca de 626 publicaciones que citan los servicios

de produccion de anticuerpos segun su web (www.genscript.com, (3)). Un servidor

altamente utilizado es NHLBI AbDesigner que aparecié el afio 2012 con una gran
experiencia (25 publicaciones previas del grupo de Pisitkun et al 2012 utilizando este
algoritmo), el afio 2014 (1) valida y se compara frente a servidores libres mediante el
disefio de péptidos para 3 anticuerpos y recientemente presenta publicaciones de su
aplicacion (4-6); lo que hace de este servidor un buen predictor de péptidos antigenicos y

unicos. Este servidor presenta sus resultados como un valor de score de antigenicidad,
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especificidad, conservacion, potenciales modificaciones traduccionales, dominios,
variacion de secuencias y otras caracteristicas relevantes que se encuentren disponibles
en la base de datos Swiss-Prot. Sin embargo, su limitante esta en solo utilizar cualquiera
de los 7 organismos (Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis
thaliana) para aprovechar las opciones de conservacion y especificidad que son
determinantes para tomar decisiones en la seleccion de péptidos para la inmunizacion.
Tras el uso de software libres o especializados se contempla una lista de péptidos que no
es solo un péptido, sino mas de 3 péptidos, pero en este caso se puede considerar que un
servicio de obtencion de anticuerpos policlonales a partir de un péptido equivale alrededor
de 500 dolares por péptido, esto sin contar los gastos de importacidn que en algunos casos
puede exceder incluso el costo del péptido. En algunos laboratorios, con facilidades de
bioterio, se puede contemplar el uso de animales pero los cuidados de estos implican
nuevos gastos. Por lo que el proceso de seleccidn es crucial en laboratorios locales ya que
involucran decisiones logisticas importantes.

Teniendo en cuenta la falta de anticuerpos en el mercado internacional para intereses
especificos, se justifica el uso de servidores libres y de software de relativo acceso; sin
embargo, debido a los recursos limitados de algunos laboratorios la toma de decision para
disefiar los péptidos ideales, tienen un fuerte impacto en el curso de las investigaciones
realizadas, ya sea en virus u organismos no tan conocidos; sin embargo esto se complica
cuando no se cuenta con informacion completa de las proteinas de interés particular. Para
el caso de proteinas de virus u organismos diferentes a los 7 organismos de NHLBI
AbDesignerTM, este servidor reporta una lista de potenciales péptidos sin criterios de
conservacion y especificidad frente a otros organismos y es el investigador el que debe
tomar la decision en base a criterios empiricos u reportes previos realizados. Como parte
de los criterios tenemos: cual es la zona de interés de la proteina? en caso se requiera
caracterizar una proteina de interés local, la seleccién de péptidos en funcion a su
ubicacion es importante dependiendo si esta en la zona -NH2, medio 0 -COOH; tanto la
zona—-NH2 0 —COOH son zonas con probabilidad de exposicion a los solventes (7), evitar
las dominios transmenbrana y péptidos sefiales (8), ubicar los péptidos fuera de regiones
conservadas cuando se busca especificidad, zonas de baja complejidad, zonas de
modificaciones postraduccionales (fosforilacion y glicosilaciones) (1) y su presencia en

zonas ordenadas (Hélices y strand) y desordenadas (loop y coil) de la proteina (7, 9).
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El objetivo de este trabajo fue presentar parametros de seleccion generales que nos
permitan disefiar péptidos para inmunizacién y obtencidn de anticuerpos policlonales que
logren reconocer proteinas de interés local. Para validar estos pardmetros se realizo el
disefio de péptidos en proteinas de agentes infecciosos del campo humano y veterinario.
Un virus aviar (Fibra-2 de Avian adenovirus C) y de un parasito intracelular humano
(PFMSP10 - Plamodium falciparum); para esto se evalué un servidor de obtencion de
péptidos candidatos (AbDesignerTM), un software de acceso limitado
(OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo)) y se utilizaron herramientas bioinformaticas:
TMHMM v. 2.0 (10) , NetOGlyc 4.0 (11), The GPI Prediction (12) , CFSSP Server (13),
Globplot 2 (14), NetPhos 2.0 (15) y PepDraw(16). Todas estas herramientas nos
permitirdn seleccionar los péptidos que puedan ser empleados en los procesos de
inmunizacion de conejo y posterior identificacion de las proteinas de interés local. Cabe
indicar que a nuestro conocimiento no se tiene de forma comercial anticuerpos para estas
dos proteinas, una de interés clinico-humano (PFMSP10) y el otro de interés veterinario
(Fibra-2).

4.2.- Materiales y Métodos

4.2.1.- Seleccion de proteinas de interés

Para la produccion de anticuerpos policlonales se seleccionaron proteinas de un virus
aviar y un parasito intracelular que afecta humanos. Para el caso del virus se trabajo con
la proteina Fibra -2 del Aviadenovirus C de la familia adenoviridae, esta seleccion se baso
en la disponibilidad del material viral y proteina recombinante rFib2 donado por el Dr.
Vikram Vakaria (University of Maryland, Baltimore, USA). Para el paréasito la proteina
PfPFMSP10 (merozoite surface protein 10) de Plasmodium falciparum se eligi6é dado que
se conté con material biolégico como cultivos de P.falciparum, proteina recombinante
(rMSP10) y anticuerpos policlonales contra esta proteina brindada por el Dr. Joseph
Vinetz (University of California, San Diego, USA). Las secuencias de amino&cidos
fueron descargadas del NCBI en formato FASTA, para Fibra-2 (AlS19803.1) y
PFMSP10 (XP_966190) respectivamente. Para determinar el peso molecular teérico de
las proteinas, se utilizo el servidor Compute pl/Mw tool de Expasy
(http://web.expasy.org/compute pi/), segun este servidor para Fibra - 2 se obtuvo un
peso teorico de 49,92kDa y para PFMSP10 se obtuvo 61,38 kDa.
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4.2.2.- Obtencion de péptidos candidatosPfPFMSP10
4.2.2.1.- AbDesignerTM
Las  secuencias FASTA  fueron llevadas al  servidor  AbDesigner

(https://hpcwebapps.cit. _nih.gov/AbDesigner/) y ajustados a los siguientes

pardmetros: Peptide Length = 14 y Epitope Length= 5. Los resultados de ig-Score Rank
fueron analizados en formatos de Excel para establecer el ranking de epitopes potenciales.
Este servidor nos permitio identificar los péptidos con sus respectivos ig-score, este valor
obedece a un valor de antigenicidad que sus algoritmos predicen en funcion a la
naturaleza de aminoéacidos (2). Se brind6 caracteres cualitativos a los resultados de ig-
score considerados como Bajo, Moderado y Alto, esto en funcion a la apreciacion de
Pisitkun et al 2014(1) el cual nombro al ig-score de sus anticuerpos de Podocina humana

con un “Moderado” ig-score: 6,53 y Nephrin human con un “Alto” ig —score: 11,1.

4.2.2.2.- OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo).

Se enviaron las secuencias FASTA de las proteinas de interés a Genscript laboratorios
(NY, EE.UU); quienes remitieron un reporte de antigenicidad tras el uso de su software
OptimunAntigen™ (Antigeno dptimo). Este reporte contenia un ranking de péptidos que
son seleccionados en base a un cut-off de su indice de antigenicidad. Para Fibra-2 se
obtuvieron 12 péptidos de forma original y se tuvo un cut-off de 0,76 que redujo el grupo
a9 péptidos y para PfPFMSP10 se obtuvieron 18 péptidos que se redujeron a 10 péptidos
en base a un cut-off de 1,54. La lista de péptidos final se presenta en la tabla 4.2. La
estrategia para la seleccidn de epitopes con este software involucrdé longitud de secuencia,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, superficie, flexibilidad, presencia de epitopes lineales,
estructuras segundarias, evitando motivos conservados de proteinas (tripeptide Arg-Gly-
Asp motif (RGD), secuencia helix-loop-helix, GTP binding site, dominios SH2) y una
combinacién de diferentes paquetes de software MacVectorTM, DNAStarTM y PC-
GeneTM (Genscript Laboratorios, (3)).

4.2.3.- Seleccion de péptidos candidatos
4.2.3.1.- Identificacién de regiones
Para la identificacion de regiones de las proteinas las cuales no cuentan con un cristal

disponible, se procedio a revisar la literatura cientifica (Fuentes NCBI — Pubmed)
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disponible para identificar regiones mas relevantes de las proteinas. Estas regiones
pueden ser: regiones repetitivas, dominios transmenbrana, péptidos sefiales, dominios
conservados y motivos de aminoacidos.Se buscaron proteinas similares cuyas regiones
ya habian sido identificadas y se procedio a realizar un andlisis por Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

4.2.3.2.- Estructurales
Se predijo la estructura secundaria con el servidor CFSSP  Server
(http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/), dominios trasnmenbrana con TMHMM

Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y regiones desordenadas

de las proteinas utilizando el servidor Globplot 2 (http://globplot.embl.de/)

respectivamente.

4.2.3.3.- Especificidad

Con las secuencias de los péptidos se procedid a realizar una busqueda en la base de
proteinas del NCBI mediante la herramienta BLASTp. En la herramienta BLASTp y en
la seccidn “choose search data set” en la opcion “organism” se seleccion6 el organismo a
comparar. Para la busqueda de antigenos homélogos dentro del mismo organismo se
eligid “Adenoviridae (taxid:10508)” para Fibra-2 y “Plasmodium falciparum (isolate
3D7) (taxid:36329)” para PEMSP10.

Al ser un virus (adenoviridae) que afecta aves, también se buscaron antigenos
conservados dentro del organismo hospedero y se eligio “Gallus gallus (taxid:903)” y
para el caso de PFMSP10 dentro de “Homo sapiens (taxid:9606)”, por ser un parasito que
afecta humanos. También se identifico su conservacion frente a organismos como “Mus
musculus (taxid:10090)” y “Oryctolagus cuniculus (taxid:9986)” para ambas proteinas.
En la opcion “database” se eligio la “non-redundant protein sequences (nr)” y las demas
secciones del BLASTp se dejaron con sus valores por defecto. Los resultados de los
alineamientos fueron elegidos segun si existia un alineamiento continuo igual o en méas
de 5 aminoacidos de forma independiente de la cobertura, esto bajo un criterio minimo
de longitud de epitopes lineales para células B (17, 18), para los resultados se tom6 como
minimo 5 amino&cidos alineados de forma continua para ser considerado como

alineamiento parcial y 14 amino&cidos como alineamiento total. Las secuencias que
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presentaron al inicio de sus nombres “PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN” fueron

excluidas del andlisis.

4.2.3.4.- Modificaciones postraduccionales (MPT)

Para la prediccion de las modificaciones como glicosilaciones, incorporacion de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) y fosforilaciones se utilizaron los siguientes servidores:
NetOGlyc 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), The GPI

Prediction Server(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi server.html) y NetPhos 2.0

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) respectivamente, mediante el uso

de las secuencia FASTA de las proteinas.

4.2.3.5.- Factibilidad Técnica

Con los péptidos se procedié a evaluar sus valores como carga neta (evitando la carga
nula), hidrofobicidad (segun escala Wimley-White evitando valores menores o por
debajo de 0 Kcl*mol-1) y punto isoeléctrico (evitando valores cercanos a 7) mediante el
servidor PepDraw (http://www.tulane.edu/~biochem/WW /PepDraw/).

4.2.4.- Ensayos de inmunizacion

Los péptidos seleccionados fueron sintetizados y conjugados a KLH (“Keyhole limpet
hemocyanine” o Hemocianina extraida de 'lapa californiana’) para su inmunizacion en
conejos (Oryctolagus cuniculus), lo cual fue realizado por los laboratorios Genscript
(GenScript, NJ, USA). Los anticuerpos purificados fueron derivados a nuestros

laboratorios para los ensayos respectivos.

4.2.5.- Ensayos de Western blot para Fibra-2

Para determinar la afinidad de los anticuerpos policlonales obtenidos, se realiz6 un ensayo
de western blot, en el cual el FAdV-4 fue separado por SDS-PAGE vy transferido a una
membrana de nitrocelulosa de acuerdo a las condiciones descritas por Sambrook &
Russell, 2001. Brevemente, para la separacion de proteinas por SDS-PAGE, se utiliz6 un
gel discontinuo de 5-10% empleando el sistema de electroforesis. Las proteinas fueron
luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa y utilizadas para la inmunodeteccién

con los anticuerpos especificos a una concentracion de 0.2 pg/ml. Se utilizé un anticuerpo
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de cabra anti-IgG de conejo marcado con HRP (GenScript, NJ, USA), como anticuerpo

secundario.

4.2.6.- Ensayos de Western Blot e Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para
PFMSP10
Las condiciones técnicas de los ensayos de western blot e IFI para los anticuerpos

PFMSP10 son descritos por Villasis Elizabeth 2016 (Tesis para optar el grado de

Magister en Microbiologia en Universidad Peruana Cayetano Heredia - Per(l). Para el

western blot, se realizd el ensayo frente a lisados de parasitos obtenidos de cultivos
parasitarios de P.falciparum, cepa 3D7. Mientras que para los ensayos de IFI, se
realizaron a partir de smears (extendidos de muestras en laminas portaobjetos) obtenidos
de los cultivos sincronizados en el estadio esquizonte. Los permisos éticos para el trabajo
con gldbulos rojos fueron previamente aprobados por el comité de ética de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru (SIDISI: 61540)

El flujo del presente trabajo y la integracion de los ensayos se encuentran descritos en la
figura 4.1.
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Figura 4.1.- Esquema de seleccion de péptidos seguido en el presente estudio.
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4.3.-Resultados

4.3.1.- Anédlisis AbDesignerTM

La Fibra-2 de FAdV-4 presenta 478 aa (anexos, 4S1), de los cuales segln este software
presentaria 466 péptidos candidatos con ig-score desde 2,54 hasta 8,14. El lado NH2-
terminal (1-159 aa) presento entre los aminoacidos 1 y 21 la region con mayor ig-score
(8,14). La proteina PFMSP10 de P.falciparum presenta 525 aa (anexos, 4S1) y presentd
512 posibles péptidos. Los rangos del ig-score fueron desde 1,18 hasta 9,96. El lado NH2-
terminal (1-175aa) ubico el mayor score con 9,96. Segln la tabla 4.1 el péptido para fibra-
2 debera ser elegido en la region NH2 debido a sus altos scores; para el caso de PFMSP10
los péptidos deben ser de la region NH2 y media de la proteina. Los péptidos que
presentaron valores altos (>8) de ig-score para fibra-2 fue de 0.2% (1/466) y para
PFMSP10 un 14.4% (74/512).

Tabla 4.1.- Valores ig-score para las zonas NH2, COOH vy region media de las
proteinas fibra-2 y PFMSP10.

Regién Ig-Score  Péptidos N°
Posicion de aa Totales péptidos
Min-Max >4.5 >6.5 >8
(Bajo) (Moderado) (Alto)
fibra-2
-NH2 (1-159) 3,16 - 8,14 147 86 12 1
Media (160-318) 2,54 - 6,38 166 105 0 0
-COOH (319-478) 300 - 7,13 153 88 5 0
466 279 17 1
PFMSP10
-NH2 (1-175) 1,90 - 9,96 173 155 130 56
Media (176-350) 271-9,36 179 162 82 19
-COOH (351-525) 1,18 - 7,34 160 86 10 0
512 403 222 75

4.3.2.- Andlisis Optimum Antigen™

Este analisis se realizd para filtrar los resultados de AbDesigner, un reporte de
antigenicidad fue emitido por los laboratorios Genscript. Este reporte contempla valores
de antigenicidad, superficie, hidrofilicidad y un score de desorden los cuales en conjunto
generan un ranking. Se identificaron 9 péptidos para la fibra -2 y 10 péptidos para
PFMSP10 los cuales se muestran en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2.- Resultados de analisis Optimum Antigen™ y AbDesigner™ para Fibra-2 y

PFMSP10

Optimum AntigenTM Region | AbDesignerTM

\o Antigenic Determinant Antlgeg;gg?/]/iﬁgirgice/Hy Dlsgcrgfered Ig-Score
Fibra-2
Rank (Score) | Caracter
1 KRRHSENGKPETEA 3,40/1,00/1,23 0,3236 -NH2 7(7,44) Moderado
2 DSATMGNRPGDLNS 2,16/0,79/0,31 NONE -COOH 14 (6,94) Moderado
3 | VDPSGGLDSTAGGL 1,98/0,71/0,11 NONE -NH2 114 (5,31) Bajo
4 |PEGALDITPDGLDV 1,97/0,50/0,39 NONE -NH2 185 (4,88) Bajo
5 LKAQGGIQADSSGV 1,93/0,71/0,08 NONE Medio 191 (4,85) Bajo
6 |VSVDDTLLVDQGEL 1,40/0,50/0,13 NONE -NH2 379 (3,96) | Sin caracter
7 | QQGPITADSSGIDL 1,39/0,71/0,07 NONE Medio 115 (5,31) Bajo
8 |VDGVTVMVNDDWEL 0,81/0,29/0,04 NONE -NH2 356 (4,09) | Sin carécter
9 | SPAPIKRAKRMVRA 0,78/0,64/,.61 0,0956 -NH2 209 (4,75) Bajo
PFMSP10
Rank (Score) | Caracter

1 NMNNEKNDNKDNKD 3,27/1,00/1,46 0,1597 -NH2 1(9,96) Alto
2 ERKNQKAPPGEHKP 3,16/0,93/1,14 0,1376 Medio 74 (8,01) Alto
3 INNDNINNDNINNE 2,85/0,86/0,52 0,1126 -NH2 81 (7,88) Moderado
4 | VASPKGEDEKKSQP 2,75/0,93/1,26 0,0930 Medio 180 (6,98) Moderado
5 IRKRKDNTQGSQHF 2,38/0,86/0,78 NONE -NH2 184 (6,64) Moderado
6 |SGDQLQHPKEIDEN 2,00/0,79/0,74 0,1314 -COOH 177 (7,01) Moderado
7 NNLKSYLIEENDVS 1,84/0,71/0,38 NONE Medio 326 (5,61) Bajo
8 IINSNEHNEEQIKK 1,65/0,79/0,85 NONE Medio 278 (5,99) Bajo
9 | SLSNKLNNENDHMN 1,65/0,79/0,43 NONE -NH2 125 (7,33) Moderado
10 |RRTLLKESRDIKNT 1,55/0,79/0,92 0,1538 -COOH 284 (5,90) Moderado

De los posibles candidatos para la region NH2- (86/147 péptidos detectados para esta
region, tabla 4.1), region media (105/166 péptidos detectados para esta region) y COOH-
(88/153 péptidos detectados para esta region, tabla 1) presentados por AbDesigner™ para
Fibra-2, el uso de OptimunAntigen™ permiti6 seleccionar 1 péptido
(KRRHSENGKPETEA) en la region NH2- que presento caracter de “Moderado”, en la
region media de Fibra-2 se identificaron 2 péptidos con caracter ‘Bajo”
(LKAQGGIQADSSGV - QQGPITADSSGIDL) y un Unico péptido en la region COOH-
con caracter “Moderado” (DSATMGNRPGDLNS). Para PFMSP10 el nimero de
candidatos por AbDesigner™ para la region —NH2 (155/173), para la regién media
(162/179) y para —COOH (86/160) presenté una mayor cantidad de candidatos a
comparacion de fibra-2, tras el uso de OptimunAntigen™, esto permiti6 identificar un
péptido con caracter “Alto” en cada una de las regiones NH2- (NMNNEKNDNKDNKD)
y media (ERKNQKAPPGEHKP); mientras para la region COOH- se identifico 2
péptidos con caracter “Moderado” (SGDQLQHPKEIDEN — RRTLLKESRDIKNT).

4.3.3.- Seleccion de péptidos candidatos:

Para afinar el proceso de seleccion de péptidos se procedid a: identificar las regiones
propias de la proteina, dominios transmenbrana, estructuras secundarias, grado de
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desorden y modificaciones postraduccionales; también a analizar la especificidad y las
caracteristicas quimicas de los péptidos (Figura 4.1).

4.3.3.1. Identificacion de regiones:

Con las secuencias de aminoacidos se logro identificar regiones de la proteina segin
reportes previos. 1) Las regiones estructurales de la proteina; 2) Dominios conservados
en las proteinas; ya que si nuestros péptidos pudieron haber sido ubicados en algunas de
estas regiones se puede comprometer la especificidad del anticuerpo disefiado, de la
misma forma ocurre con las repeticiones en tandem, las cuales pueden ser variables entre
cepas de una misma especie de virus o parasito.

4.3.3.1.1.- Fibra-2

Para determinar las regiones de la proteina fibra-2 se procedio a realizar un alineamiento
de aminoacidos de esta secuencia con la fibra-1 de Fowl aviadenovirus 8 y 11, los cuales
presentan un registro previo de sus regiones (19), en este caso la identificacion de las
regiones de la cabeza, tallo y cola de la proteina fibra-1 sirvieron como referencia para el
alineamiento de la fibra-2 (Figura 4.2).

CLUSTAL 0O(1.2.1) multiple sequence alignment

COLA

[ >

4[Fowl  —————————-— MLRAPKRRHSENGKPETEAGPSPAP--IKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVA
8 [Fowl MATSTPHAFSFGQIGSRKRPAGGDGERDASKVPKMQTPAPSATANGNDELDLVYPFWLON
11 [Fowl MAKSTPFAFSMGQHSSRKRPADSENTQONASKVAKTQTSATRAGVDGNDDLNLVYPFWLON

: LR .. HEN R halata il
1 8§

4 [Fowl DPVGG-———-——-r————— LNPPFLGGSGPLVDQGGQLTLNVTDPIIIKNRSVDLAHDP-SLD
8 [Fowl GSTGGGGGGGSGGNPSLNPPFLDPNGPLAVONSLLKVNTAAPITVINKALTLAYEPESLE
11 [Fowl STSGGGGGG-SGGNPSLNPPFIDPNGPLYVONSLLYVKTTAPIEVENKSLALAYDS-SLD
* % *****: .*** * . * [ * % N *::: **:: **:

4 [Fowl VNAQGQLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVDGVTVMVND-DWELAVKVDPSGGLDSTAGGLG
8 [Fowl LTNQQQLAVKIDPEGPLKATTEGIQLSVDPTTLEVDDVDWELTVKLDPDGPLDSSAAGIT
11 [Fowl VDAQONQLQVKVDAEGPIRISPDGLDIAVDPSTLEVDD-EWELTVKLDPAGPISSSSAGIN

. * kKx ok :* * % . . :*::: * % *: *:* :***:**:** * :_*::_*:
4 [Fowl VSVDDTLLVDQ-——-—--—— GELGVHLNQOGPITADSSGIDLEINPNMFTVNTS-TGSGVLEL
8 [Fowl VRVDETLLIEDAGSGQGKELGVNLNPTGPITADEQGLDLEIDNQTLKVNSV-TGGGVLAV
11 [Fowl IRVDDTLLIEDDDTAQVKELGVHLNPNGPITADQDGLDLEVDPQTLTVTTSGATGGVLGV
**:***::: ****.** ******'.*:***:: . :.*.: N .***
4 [Fowl NLKAQGGIQADSSGVGVSVDESLE———————————————mmmm e
8 [Fowl QLKSQGGLTVQTDGIQVNTQNSI TV === === === === ——m o — o oo
11 [Fowl LLKPSGGLQTSIQGIGVAVADTLTISSNTGTVEVKTDPNGSIGSSSNGIAVVTDPAGPLT
Eol T I SR SR

4[Fowl = ————————————————— VNNTLEVKPDPSGPLTVSANGLGLKYDTNTLAVTAGALTVVG
8[Fowl =  —————mmemmmmm————— TNGALDVKVAANGPLESTDTGLTLNYDPGDFTVNAGTLSIIR
11 [Fowl TSSNGLSLKLTPNGSIQSSSTGLSVQTDPAGPITSGANGLSLSYDTSDFTVSQGMLSIIR

K k. Kk . **x k kx . ok K ke e .
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@7 CABEZA

4[Fowl GGSVSTPIATFVSGSPSLNTYNATTVNSSANAFSCAYYLOQWNIQGLLVTSLYLKLDSAT
8 [Fowl DPAL-VANAYLTSGASTLQQFTAKSENSSQFSFPCAYYLQOWLSDGLIFSSLYLKLDRHS
11[Fowl NPSA-YPDAYLESGTNLLNNYTAYAENSSNYKFNCAYFLQSWYSNGLVTSSLYLKINRDN
. *x . Kk * . s X s KKk *okkokeokk % skkx e epkkokkokle .
4 [Fowl MGNRPGDLNSANAKWETEFWVSAYLQQCNPSGIQAGTVSPSTAT---LTDFEPMANRSVTS
8 [Fowl SRTYQRVKIIRT-————————————————————— PSTLPSGLERALHLIFLPLPNPLLHP
11[Fowl LTSLPSGQLSENAKYFTFWVPTYESMNL-SNVATPTITPSSVPW---GAFLPAQNCTSNP
* % * % *
4[Fowl PWA----YSANGYYEPSIGEFQVFSPVVTGAWNPG--—-— NIGIRVLPVPVT-ASGDRYT
8[Fowl  ——————m——————— TPHNGMHSHLL-LIT---——-=——-=——— QVLLPSST----- TRLP
11[Fowl AFKYYLTQPPSIYFEPESGSVQTFQPVLTGDWDTNTYNPGTVQVCILPQTVVGGQSTFVN
* * . .ok .k Kk

4[Fowl LLCYSLQCTNSSIFNPA-NSGTMIVGPVLYSCPAASLP--

8[Fowl = ——--—mmmmmmm e

11[Fowl MTCYNFRCONPGIFKVAASSGTFTIGPIFYSCPTNKLTQP

Figura 4.2.- Alineamiento de secuencias de Fibra -1 de 2 especies de fowl adenovirus aviar (8 y 11) y la
Fibra -2 de FAdV-4. Flecha con relleno punteado presenta el motivo “VYPY” involucrado en la interaccion
con la proteina penton viral de los adenovirus. Flecha con lineas verticales indican la region “linker” (Gs)
entre la cola y el tallo de la proteina fibra. Flecha con cuadricula indica el motivo de inicio del tallo de la
proteina. Flecha con lineas horizontales indican el final del tallo. Las letras en cursiva y subrayadas son los
péptidos seleccionados.

Luego de identificar las regiones de Fibra -2 se procedi6 a determinar la ubicacion de los
péptidos predichos en la zona NH2- (Cola), medio (Tallo) y COOH- (Cola) (Figura 4.2).

4.3.3.1.2.- PFMSP10
Segun los reportes de Black et al 2003 y Pacheco et al 2012 (20, 21) se esquematizé la secuencia

de PFMSP10 y se ubicaron los péptidos (Figura 4.3). El péptido NMNNEKNDNKDNKD se
encuentra a una distancia de 23 aa downstream del péptido sefial y 40 aa upstream de la secuencia
repetitiva. Mientras que los péptidos de la region COOH- se encuentran alejados a 54 aa y 36 aa
upstream de los dominios conservados Epidermal growth factor-like domain (EGF-like). El
péptido ERKNQKAPPGEHKP se encuentra en la zona de potencial clivaje predicha por Black et
al 2003 (20), sin embargo a la fecha no se ha identificado especificamente que region es

reconocido por las proteasas.
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Péptido Sefial (1-26aa)

MMFFKCNQVFTLVFLLLLYFNNIVYTHVDDIKNTSQKKITYDKYNKNKENMNNEKNDNKDNKDNIYNDNI

Tandem Repetas

&
A g

NNDNINNDNINNEDEYKEFLSMKHYKDSLSNKLNNENDHMNYLIRKRKDNTQGSQHENENIENNENVENNE

o

NIENNENNENIENIENNENNENNENIENNENNENNENSSIMNSESYNNIINSNEHNEEQIKKKEEDLIEA
FFPFILKKLDNESLSLDNKYDDYYNLPNDHNDTHKENS SDHNLLGYKLGNNLKSYLIEENDVSQKKTDDI

NESASSDSENIQEILSTDSNTSHLKERKNQKAPPGEHKPEVKNALLNSQVASPKGEDEKKSQPQHPLVNS

GDQLQHPKEIDENAEKIRRTLLKESRDIKNTTAIIDETVYKFEQLIMKGRYYATAVRNEVIFKVNYICEY

EGF-Like Domain 1 EGF-Like Domain 2

SKCGPNSRCYIVEKDKEQCRCRPNYIVDMSVNYFKCIPMKDMNCSKNNGGCDVNAECTIVEGAVKCQCSH

GPI

LYFGDGVFCVKNSQTKQTLYILFIVILLVEFQNFET

Figura 4.3.- Se muestra las regiones de las secuencias de PFMSP10 en base a la informacion tomada de
Black et al 2003 y Pacheco et al 2012. En los recuadros se encuentran el péptido sefial, la secuencia
repetitiva, dominios EGF —like y GPI. En letras subrayadas y cursivas se encuentran los péptidos
seleccionados. En negrita, la zona predicha por Black et al 2003 para la clivacion de la proteina
PfPFMSP10.

4.3.3.2.- Prediccion de dominios Transmenbrana

Se realizo la prediccién de dominios transmenbrana, ya que estas regiones son poco
accesibles a los anticuerpos debido a su topologia. Mediante el servidor TMHMM v. 2.0
(Figura 4.4) se obtuvieron las siguientes predicciones: 1) para Fibra -2 no se identificd
una potencial regidn transmenbrana; mientras que 2) para PFMSP10 se identificaron dos
zonas: la primera zona que va desde el aminoacido 1 al 28 que corresponderia al péptido
sefial y la segunda zona que va desde el 507 al 525 aa que se relacionaria con el dominio
GPI de la proteina. Ninguno de los péptidos del lado —-NH2 u —COOH se ubicaron dentro
de estas zonas predichas.

probability
>

asta - - 0 . . . " J
e ¥ J 40 0 0 100 200 300 400 500

e rekie nee transmembrane —— inside outside ——

Figura 4.4.- Resultados de servidor TMHMM v. 2.0. Izquierda: Fibra -2; Derecha:
PFMSP10.
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4.3.3.3.- Estructura secundaria

Las estructuras que permitan un acceso a solvente (giros beta, loops y coil) son candidatos
idéneas para el disefio de péptidos (1). Para esto se va a predecir la estructura secundaria
de mediante el servidor CFSSP para las proteinas de interés e identificar en que
estructuras se ubican nuestros péptidos.

Fibra-2
- Helix
 AAEH AR Il O 1A
- Turn
0 i 100 150 200 250 300 390 40 450 479
Query 1 MLRAPKRRHSENGKPETEAGPSPAPIKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVADPVGGLNPPFLGGSGPLVDQGG 70
Helix 1 HHHHHH HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH 70
Sheet 1 EEEEEEEEEEEEEEE EEEEE EEEEEE 70
Turns 1 TT T T TT T T T T T T 70
Struc 1 HHHHHHTCCCTCCHHCCCCCTTCHHHHHHHHHHHHHHEEEEEEEEEHHTCCCCEETEECCTCTCEEETEE 70

Query 71 QLTLNVTDPIIIKNRSVDLAHDPSLDVNAQGQLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVDGVTVMVNDDWELAVK 140
Helix 71 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE 140
Sheet 71 EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEE EEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 140
Turns 71 T TT T T TT TT T 140
Struc 71 EEEEEEEEEEEEHTTHHHHHHCTCEHEHHEHEHEEHHHTHHHEEEHTTHHEEHEEEEEEHHHTHHHHEEH 140

Query 141 VDPSGGLDSTAGGLGVSVDDTLLVDQGELGVHLNQQGPITADSSGIDLEINPNMFTVNTSTGSGVLELNL 210

Helix 141 H HHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHH HHHHHH 210
Sheet 141 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 210
Turns 141 TT T T T TT TT TT T T 210

Struc 141 HCTCTCCCTCCTCEEEEEHEEEEEHHTHEEEEEETE lh.h.CCHTTHHHHHEETEEEEEEEEEEEEHHHHHE 210

Query 211 KAQGGIQADSSGVGVSVDESLEIVNNTLEVKPDPSGPLTVSANGLGLKYDTNTLAVTAGALTVVGGGSVS 280
Helix 211 HHHHHHHH HHHHHHH HH HHHHHHHHHH 280
Sheet 211 EEEEE EEEE EEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EE 280
Turns 211 T TT T T T T T TT 280
Struc 211 HHETEHHHCTTCEEEEHHHHEEEEETEHHCCTCCCTCEEEEEEEEEEEEEEEEEHEHHEEEEECCTTCEE 280

Query 281 TPIATFVSGSPSLNTYNATTVNSSANAFSCAYYLQQWNIQGLLVTSLYLKLDSATMGNRPGDLNSANAKW 350

Helix 281 HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHH 350
Sheet 281 EEEEEE EEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE E 350
Turns 281 T TT T T T T T 350

Struc 281 EEEEEECCTCTCEEEEEEEEECTCCCCEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHHHHHHCCCTCCTCCCCHHHHE 350

Query 351 FTFWVSAYLQQCNPSGIQAGTVSPSTATLTDFEPMANRSVTSPWAYSANGYYEPSIGEFQVESPVVTGAW 420

Helix 351 HHHHHHHHHH HH HHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH 420
Sheet 351 EEEEEEEEEEE EEEEE EEEEEEEEE EEEEEE E EEEEEEEEEEEEEE 420
Turns 351 TT T T T T T T 420

Struc 351 EEEEEEEEEEECCTTCEHEEECETEEEEEHHHHHHCCTEEETEECCCCTCECCTCHHHEEEEEEEEETHC 420

Query 421 NPGNIGIRVLPVPVTASGDRYTLLCYSLQCTNSSIFNPANSGTMIVGPVLYSCPAASLP 479

Helix 421 HHHHHHHHHH HHHHHH 479
Sheet 421 EEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEE 479
Turns 421 TT TT T T T 479

Struc 421 CTTCEEEEEEEEEECCCTTCEEEEEEEEEEEEEEECCTCCTCEEEEEEEEEECCCCCCC 479
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PFMSP10

- Helix
O i O -
0 100 200 300 00 T 525

Query 1 MMFFKCNQVFTLVFLLLLYFNNIVYTHVDDIKNTSQKKITYDKYNKNKE NMNNEKNDNKDNKDNIYNDNI 70
Helix 1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHH 70
Sheet 1 FEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEE 70
Turns 1 T TT T T T T T 70
Struc 1 HHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHEHHHHTHHHEEEEECCCCHHHTHHHTHCCCCCCCCTCCCCTCC 70

Query 71 NNDNINNDNINNEDEYKFLSMKHYKDSLSNKLNNENDHMNYLIRKRKDNTQGSQHFNENIENNENVENNE 140

Helix 71 HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHH HHHHHHH 140
Sheet 71 EEE EEEEE 140
Turns 71 TT TT T T T T T T T T TTT T T T T T 140

Struc 71 CTTCCCTTCCCTHHHEHHHHHHHHHTCCCTCCCTCTCCEEEEEHTHCTCCCTTTHHHHHHHTCTCCCTCT 140

Query 141 NIENNENNENIENIENNENNENNENIENNENNENNENSSIMNSESYNNIINSNEHNEEQIKKKEEDLIEA 210

Helix 141 HHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH 210
Sheet 141 EEEE 210
Turns 141 T T T T T T TT TT TT T T 210

Struc 141 CCCTCCCCHHHHHHHTCCCCCCCTCCCTCCCCCCCCCTCCCCTTCCCCCCCTTHHHHHHHHHHHHHHHHHE 210

Query 211 FFPFILKKLDNESLSLDNKYDDYYNLPNDHNDTHKENSSDHNLLGYKLGNNLKSYLIEENDVSQKKTDDI 280

Helix 211 HHHHHHHHHHHHHH HHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHH 280
Sheet 211 EEEEEE EEEE EEEE 280
Turns 211 TT T T T T T TT T T 280

Struc 211 EEEEHHHHHHTHHHCCCTCCCCCCCCCTCCCCCCCTCCTCCHEEEEHCCTCEEEEHHHTTHHHHTHHTHH 280

Query 281 NESASSDSENIQEILSTDSNTSHLKERKNQKAPPGEHKPEVKNALLNSQVASPKGEDEKKSQPQHPLVNS 350

Helix 281 HHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 350
Sheet 281 EEEE EEEEE 350
Turns 281 T T T T T T TT T T T T T T 350

Struc 281 HHHHHTHHHHHHHEHCCCTCCCHHHHHHHHHCCTTHHHHHHHHHEEEEEHHHTHHHHHHHHHTCCCCCCT 350

Query 351 GDQLOHPKEIDENAEKIRRTLLKESRDIKNTTAIIDETVYKFEQLIMKGRYYATAVRNEVIFKVNYICEY 420

Helix 351 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH 420
Sheet 351 EEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 420
Turns 351 T T T T T T T T T 420

Struc 351 HHHHHHHHHHHHHHHHEEEEHHHTHHHHHTEEHHHHEEEHHHHEHHHETEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 420

Query 421 SKCGPNSRCYIVEKDKEQCRCRPNYIVDMSVNYFKCIPMKDMNCSKNNGGCDVNAECTIVEGAVKCQCSH 490

Helix 421 HHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH 490
Sheet 421 EEE EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEE 490
Turns 421 TT T T T T T T 490

Struc 421 CCCCTCTCEEHHHHHHHHCCCCTCEEHHEEEEEEEEHHHHHCCCCTCCTCCCCCHHEEEHHHEEEEEEEE 490

Query 491 LYFGDGVFCVKNSQTKQTLYILFIVILLVFQONFFI 525

Helix 491 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 525
Sheet 491 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 525
Turns 491 T TT T 525

Struc 491 EEEEEEEEEEHTTHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHC 525

Figura 4.5- Prediccion de estructuras secundarias para la Fibra-2 (Arriba) y para la
proteina MSP10 (Abajo). Ambas secuencias fueron analizadas en el servidor CFSSP, en
donde se muestra la potencial estructura secundaria.

94



Tabla 4.3.- Porcentajes de residuos en estructuras hélix, strand, turn y coil segun el
servidor CFSSP. Ademas se presenta los aminoacidos en zonas de desorden segun el
servidor GlobPlot 2. Los valores son relaciones entre el nimero de aminoécidos con la
caracteristica entre la cantidad de aminoacidos de cada péptido (14).

Helix Strand Turn Caoil Disorder
Fibra-2
KRRHSENGKPETEA 3(0,21) 0 (0) 2(0,14) 9 (0,65) 11 (0,78)
LKAQGGIQADSSGV 6(0,42)  3(0,21) 3(0,21) 2(0,14) 5(0,35)
QQGPITADSSGIDL 5(0,35) 3(0,21) 4 (0,28) 2(0,14) 12 (0,85)
DSATMGNRPGDLNS 3(0,21) 0 (0) 2(0,14) 9 (0,65) 12 (0,85)
PFMSP10
NMNNEKNDNKDNKD 4 (0,28) 0 (0) 2 (0,14) 8 (0,58) 14 (1,0)
ERKNQKAPPGEHKP 10 0 (0) 2 (0,14) 2 (0,14) 14 (1,0)
(0,71)
SGDQLQHPKEIDEN 13 0 (0) 1 (0.08) 0 (0) 4 (0,28)
(0,92)
RRTLLKESRDIKNT 8 (0,58) 4 (0,28) 2(0,14) 0 (0) 0 (0)

En la figura 4.5 y la tabla 4.3 se muestran que los péptidos seleccionados presentan para
fibra 2 un porcentaje de amino&cidos en estructura turn + coil de 79% para los péptidos
de la region -NH2 y COOH; mientras que para la zona media presentd para
LKAQGGIQADSSGV y QQGPITADSSGID un 35% y 42% respectivamente. PFMSP10
presento para NMNNEKNDNKDNKD un 72% (entre turn + coil), para
ERKNQKAPPGEHKP un 28%, SGDQLQHPKEIDEN un 8% y para
RRTLLKESRDIKNT un 14%, este Gltimo ademas tiene menos residuos estructurales con
un 86% (Helix + Strand) frente a 92% del péptido SGDQLQHPKEIDEN.

4.3.3.4.- Grado de desorden

Las estructuras desordenadas son un buen blanco para la eleccion de péptidos ya que al
no tener una estructura definida estas pueden ser reconocidas por los anticuerpos, ya sea
que la proteina se encuentre en su forma nativa o desnaturalizada. Para esto se utilizo el
servidor GlobPlot 2 para identificar si nuestros péptidos se encuentran en estas regiones.
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Figura 4.6.- Resultados de grado de desorden de Fibra-2.
Abajo: Secuencias de fibra-2 y en negrita son las regiones que presentaron desorden.
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Subrayadas se encuentran los péptidos seleccionados.
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Arriba: Mapa de analisis.
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Figura 4.7.- Resultados de grado de desorden de PFMSP10. Arriba: Mapa de analisis.
Abajo: Secuencias de PFMSP10 y en negrita son las regiones que presentaron desorden.
Subrayadas se encuentran los péptidos seleccionados.

96



Los resultados nos indican para fibra-2 un alto porcentaje de aminoacidos (mas 75%) en
los péptidos que se encuentran en zonas de desorden de la proteina
(KRRHSENGKPETEA, QQGPITADSSGIDL, DSATMGNRPGDLNS) (Figura 4.6).
Para PFMSP10 dos de ellos (NMNNEKNDNKDNKD, ERKNQKAPPGEHKP)
presentaron 100% de sus amino&cidos en zonas desordenadas y un péptido no presento
aminoacidos en zonas desordenadas (RRTLLKESRDIKNT) (Figura 4.7).

4.3.3.5.- Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones que puedan sufrir las secuencias de aminoéacidos por adicién de azlcares,
fosfatos o unidades de fosfatidil inositol glicosilados (GPI) son un factor a considerar, ya que Si
se eligen péptidos que sean potenciales puntos de modificacion, estas pueden impedir el
reconocimiento del anticuerpo disefiado hacia la proteina nativa. Para identificar las adiciones de
azucares se utilizd el servidor NetOGlyc 4.0 Server, para las fosforilaciones NetPhos 2.0 y para
la prediccion de GPI el servidor The GPI Prediction Server.

Fibra-2 presentd en su secuencia 19 puntos de potenciales fosforilaciones (Serinas: 11; Treoninas:
4 y Tirosinas: 4); 14 puntos de adicion de azucares y ningun punto de adicion de GPI. El péptido
KRRHSENGKPETEA present6 2 modificaciones (serina y azlcar en un mismo aminoacido),
QQGPITADSSGIDL una modificacion de serina, LKAQGGIQADSSGV dos modificaciones de
serina, mientras que DSATMGNRPGDLNS no presenté modificaciones en su secuencia (Figura
4.8).

MLRAPKRRHSENGKPETEAGPSPAPIKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVADPVGGLNPPFLGGSGPLVDQGGQLTLNVTDPI 80
IIKNRSVDLAHDPSLDVNAQGQLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVDGVTVMVNDDWELAVKVDPSGGLDSTAGGLGVSVDD 160
TLLVDQGELGVHLNQQGPITADSSGIDLEINPNMFTVNTSTGSGVLELNLKAQGGIQADSSGVGVSVDESLEIVNNTLEV 240
KPDPSGPLTVSANGLGLKYDTNTLAVTAGALTVVGGGSVSTPIATEFVSGSPSLNTYNATTVNSSANAFSCAYYLQQWNIQ 320
GLLVTSLYLKLDSATMGNRPGDLNSANAKWETFWVSAYLQQCNPSGIQAGTVSPSTATLTDFEPMANRSVTSPWAYSANG 400
YYEPSIGEFQVEFSPVVTGAWNPGNIGIRVLPVPVTASGDRYTLLCYSLOQCTNSSIFNPANSGTMIVGPVLYSCPAASLP 480

80
160
240
320
400
480

Figura 4.8.- Secuencia de fibra-2 presentando las modificaciones. Los puntos indican los
aminoacidos. “S” significa una fosforilacion en serina; “T” en treonina; “Y” en tirosina y “G”
indica un modificacion de azUcar.

PFMSP10 presentd 48 potenciales puntos de modificaciones postraduccionales, de las
cuales 16 fueron fosforilaciones en serinas, 2 en treonina, 2 en tirosina, se identifico 17
puntos para azucares y 1 punto para GPI. Los péptidos NMNNEKNDNKDNKD vy
ERKNQKAPPGEHKP no presentaron aminoacidos con modificaciones, mientras que los
péptidos SGDQLQHPKEIDEN y RRTLLKESRDIKNT presentaron modificaciones de
azucares una respectivamente (Figura 4.9).
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Figura 4.9.- Secuencia de PFMSP10 presentando las modificaciones. Los puntos indican los
aminoacidos. “S” significa una fosforilacion en serina; “T” en treonina; “Y” en tirosina; “G”
indica un modificacion de azucar y | indica el sitio de modificacion para GPI.

4.3.3.6.- Especificidad

Con las secuencias de péptidos se procedio a realizar la busqueda de posibles secuencias
gue compartan en comun hasta en una serie de 5 aminoacidos continuos, que puedan
reaccionar de forma cruzada con los anticuerpos disefiados.

4.3.3.6.1.- Ensayos de BlastP para fibra-2: Identificacion de secuencias conservadas
Los resultados de alineamientos se presentan en la tabla 4.4. Para el péptido
KRRHSENGKPETEA, esta se alineo a la “fibra-2 de FAdV-4” y aviadenovirus A,
parcialmente (8/14 amino&cidos) con Fowl adenovirus 10. Su presencia en su hospedero
Gallus gallus, las secuencias formadas entre de 5-6 aminoacidos se encuentran presentes
en 9 proteinas del hospedero natural del virus. Su presencia en el organismo productor de
anticuerpos (OPA) (O.cuniculus), 16 proteinas presentaron similar secuencia de
aminoacidos, esto es importante ya gque mientras un antigeno sea mas extrafio al
organismo, mejor es el antigeno para evocar una respuesta inmune, favoreciendo la
produccion de anticuerpos. De este grupo la secuencia KRRHS estaba presente en una
proteina de funcidn inmune (tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B).
Al comparar los resultados del hospedero y el organismo se puede observar 3 proteinas
que comparten secuencias de péptidos en comun (ATP-dependent RNA helicase, B-
cadherin y spectrin beta chain, non-erythrocytic) indicando que estas secuencias
“KRRHS”, “HSENG” y “KPETEA” puedan estar conservadas entre especies.

Para el péptido DSATMGNRPGDLNS se alineo a la “fiber-2 short fiber de fowl
adenovirus 4” y Fowl adenovirus A; mientras que parcialmente 11/14 aminoacidos con
“short fiber de fowl adenovirus 10”. Con respecto al alineamiento con el hospedero 17
proteinas fueron identificadas. El alineamiento con O. cuniculus identificd 20 proteinas,
de las cuales 11 de ellas presentaban “RPGDL” como secuencia comun y la secuencia
“RPGDL” estd asociado con proteinas de respuesta inmune (T-cell activation Rho
GTPase-activating protein). Al comparar ambos resultados de Gallus gallus con
Oryctalagus cuniculus, se identificaron 3 nombres de proteinas (AT-rich interactive
domain-containing protein 1A, Fumarylacetoacetase y zinc finger E-box-binding
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homeobox 1), las cuales tienen en comun secuencias como “MGNRP”, “RPGDL” y
“PGDLN".

El péptido LKAQGGIQADSSGYV se alineo con la fibra 2 de “fowl adenovirus C”, la
proteina “fibra de fowl adenovirus 47, la “short fiber de fowl adenovirus A”, un
alineamiento parcial (11/14) con “short fiber protein de Fowl adenovirus 10” y con “fiber-
1 de Fowl aviadenovirus A” (5/14). Al momento de alinear con el hospedero natural 16
proteinas fueron identificadas. El alineamiento con O.cuniculus mostré 14 proteinas con
al menos 5 aminoacidos en comun con nuestro péptido de interés. Entre las cuales una
secuencia de aminoacidos “ADSSG” esta presente en proteinas de funcion inmune (IgG
heavy chain VDJ region). Los nombres de las proteinas en comun para el hospedero y el
organismo fueron 2 (semaphorin-5A (“GGIQA” y fermitin family homolog 2
(“GIQAD™)).

El péptido QQGPITADSSGIDL se alineo con “fiber-2 protein de Fowl aviadenovirus
C”, “fiber protein 2 de Fowl adenovirus 4”, “short fiber de Fowl aviadenovirus A”, “short
fiber protein de Fowl adenovirus 10”; parcialmente con “fiber de Turkey aviadenovirus
47, “fiber-2 de Pigeon adenovirus 17, “fiber protein de Fowl adenovirus 8”, “Fowl
aviadenovirus D y E”. El alineamiento con Gallus gallus present6 8 proteinas y para
O.cuniculus presentd 17 de las cuales 5 estaban implicadas en la respuesta inmune
(interleukin enhancer-binding factor 3 (“QQGPI”), IgG heavy chain VDJ region
(“ADSSG”) ademas de antibody variable domain, immunoglobulin heavy chain variable
region, IgM heavy chain VDJ region todas presentando la secuencia “SGIDL”).

4.3.3.6.2.- Ensayos de BlastP para PFMSP10: Identificacion de secuencias conservadas
Los resultados de alineamiento entre los péptidos de PFMSP10 (Tabla 4.5) y las proteinas
de Plasmodium falciparum 3D7 fueron para el péptido NMNNEKNDNKDNKD con
“Merozoite surface protein 10” y otras 10 proteinas alineadas parcialmente entre 5 — 7
aminoéacidos en comudn. Cuando se alineo a las proteinas del hospedero (Homo sapiens)
se identificaron 9 proteinas de las cuales 7 compartian en comun la secuencia
“NNEKND?”. Para el alineamiento con O.cuniculus so6lo se identifico 1 proteina (lanC-
like protein 1) alineada parcialmente. No se identificaron proteinas en comun entre el
hospedero y el OPA a diferencia de fibra-2. El péptido ERKNQKAPPGEHKP se alineo
con “Merozoite surface protein 10” y de forma parcial con otras 9 proteinas con
Plasmodium falcipaurm 3D7. La seccién “ERKNQK” se alineo con 7 proteinas de las 9.
En el alineamiento con Homo sapiens se identificaron 4 proteinas alineadas parcialmente,
con O.cuniculus 13 proteinas (5-6 aminoacidos) y ninguna proteina en comun con las
halladas con el hospedero. El péptido SGDQLQHPKEIDEN se alineo con “Merozoite
surface protein 10” y parcialmente con otras 22 proteinas en Plasmodium falcipaurm
3D7, de las cuales 20 tenian la secuencia “KEIDEN” en comun. Cuando se alineo con el
hospedero se obtuvieron 6 proteinas y con O.cuniculus 16 proteinas. Una proteina en
comun (chloride intracellular channel protein 4) la cual tenia la secuencia “EIDEN”
alineada al péptido SGDQLQHPKEIDEN. EI alineamiento del péptido
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RRTLLKESRDIKNT con Plasmodium falcipaurm 3D7 nos permitio identificar a
“Merozoite surface protein 10” y otras 13 proteinas alienadas parcialmente (5-7
aminoéacidos). Con el hospedero se detectaron 7 proteinas y 12 con O.cuniculus. La
proteina E3 ubiquitin-protein ligase ARIH2 fue comun entre los dos grupos de proteinas
y la secuencia que presento fue “RRTLLK”.

4.3.3.7.- Caracteristicas de los péptidos

Para el célculo de estas caracteristicas se considero una cisteina en el extremo amino o
carboxilo del péptido y se utilizo el servidor PepDraw. Los resultados se encuentran en
la tabla 4.6. El péptido CLKAQGGIQADSSGV de fibra -2 presenta carga neta 0 y esto
podria comprometer la solubilidad en agua del péptido. Mientras que los otros péptidos
para fibra-2 y PFMSP10 presentaron carga y puntos isoeléctricos alejados del pH del agua
lo que facilitaria su uso en solucion acuosa

Tabla 4.6.- Caracteristicas quimicas de los péptidos seleccionados.

Hidrofobicidad Carga neta Punto
(Kcal /mol) isoeléctrico

Fibra-2
KRRHSENGKPETEAC +33,67 +1 0.19
CLKAQGGIQADSSGV +18,40 0 6.08
CQQGPITADSSGIDL +17,32 -2 2.75
CDSATMGNRPGDLNS +20,86 -1 3,91
PFMSP10
NMNNEKNDNKDNKDC +35,26 -1 4,43
CERKNQKAPPGEHKP +31,37 +2 10,10
CSGDQLQHPKEIDEN +29.39 -3 3,99
CRRTLLKESRDIKNT +24,37 +3 10,55

4.4.- Andlisis de los pasos de seleccion

4.4.1.- Fibra -2

El analisis con AbDesigner™ nos permiti6 identificar 466 péptidos potenciales, de los
cuales 279 se encontraban dentro de los criterios bajo, medio y alto (ig —score > 4.5); con
Optimun Antigen™ se identificaron 9 péptidos y cuando se cruzo la informacion de
ambos analisis se identificaron 7 péptidos. De estos péptidos, 4 se ubicaron en la regién
—NH2, 2 en la region media y 1 en la region —COOH. En la region —NH2 se eligi6 el
péptido que presentd un caracter moderado (KRRHSENGKPETEA), para la region
media se tomaron los dos péptidos con caracter “bajo” (QQGPITADSSGIDL vy
LKAQGGIQADSSGV) al no haber ninguno con caracter “moderado” o “alto” y para —
COOH se tomo el tnico candidato con caracter “moderado” (DSATMGNRPGDLNS),
de esta forma se redujo a 4 los peptidos candidatos.

Los péptidos fueron ubicados en un mapa de la proteina elaborado en base a reportes
publicados previamente (Figura 4.2), de esta forma KRRHSENGKPETEA se ubico en la
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cola citoplasmatica de la proteina, QQGPITADSSGIDL y LKAQGGIQADSSGYV en el
tallo de la proteina y DSATMGNRPGDLNS en la cabeza extracelular (knob) de la
proteina. Fibra-2 no posee una zona trans-menbrana ni péptidos sefiales que puedan
clivarse.

La estructura secundaria nos presenta el grado de desorden de los aminoacidos, es decir
mientras menos estructuras posean mas posibilidades hay que el anticuerpo detecte la
proteina en cualquier estado (7). KRRHSENGKPETEA, QQGPITADSSGIDL vy
DSATMGNRPGDLNS presentan aminoacidos que participan en estados de desorden y
que participan a su vez en formar giros o coils. Tanto QQGPITADSSGIDL y
LKAQGGIQADSSGV poseen mas estructuras (Helix + Strand) al ubicarse en la zona del
tallo de la proteina.

Las modificaciones postraduccionales pueden evitar que la proteina sea reconocida por
anticuerpos basados en péptidos (7). KRRHSENGKPETEA, QQGPITADSSGIDL y
LKAQGGIQADSSGV presentaron al menos una modificacion ya sea del tipo
glicosilaciéon o fosforilacién, mientras que DSATMGNRPGDLNS no presento
modificaciones.

Para determinar la conservacion de regiones de los péptidos se realizaron andlisis por
Blastp en donde se compar0 las secuencias con las proteinas anotadas del hospedero
natural (Gallus gallus) y el organismo en donde se produciran los anticuerpos (OPA),
luego se identificaron los nombres de las proteinas comunes en cada resultado para
verificar la conservacion del péptido o parte de este. Se identificaron para
KRRHSENGKPETEA unas 3 proteinas, para QQGPITADSSGIDL 2 proteinas, para
LKAQGGIQADSSGYV unas 2 proteinas y DSATMGNRPGDLNS unas 3 proteinas. Sin
embargo; llamo la atencion para QQGPITADSSGIDL que 5 de las proteinas alineadas
con O.cuniculus estuvieran relacionadas con dominios variables de anticuerpos, el mismo
péptido presento alineamientos parciales con adenovirus aviares tipo B, D y E ademas de
los alineamientos totales esperados frente a los tipos Ay C.

Nuestro criterio de seleccion fue la especificidad para los tipos aviares A , C y la ausencia
de secuencias conservadas con proteinas inmunes como las inmunoglobulinas en
O.cuniculus el cual puede comprometer la antigenicidad del péptido y por ende la
obtencién de anticuerpos.

Con respecto al caracter técnico solo el péptido LKAQGGIQADSSGV no presentd carga
(0) esto pudo traer un problema de solubilidad. A pesar de esto se tomaron como péptidos
elegidos para sintesis KRRHSENGKPETEA (-NH2 o Cola), LKAQGGIQADSSGV
(Media o tallo) y DSATMGNRPGDLNS (-COOH o Cabeza) (Figura 4.2).

4.4.2.- PFMSP10

AbDesignerTM identifico 512 péptidos para PFMSP10 de estos 403 tenian valores ig-
score por encima de 4,5. OptimunAntigen™ identifico 9 péptidos; al cruzar ambos
resultados se obtuvo para la zona —-NH2 unos 3 péptidos con caracteres (01) alto y (02)
moderados, para la zona media 4 péptidos con caracteres (01) alto, (01) moderado y (02)
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bajo; mientras que para la zona -COOH se obtuvo (02) con caracter moderado. Se
seleccionaron los péptidos con caracter “Alto”: para las regiones —NH2
(NMNNEKNDNKDNKD) y region media (ERKNQKAPPGEHKP); mientras que para
la region —COOH se seleccionaron los dos Uunicos péptidos identificados
(SGDQLQHPKEIDEN y RRTLLKESRDIKNT); seleccionando 4 péptidos para los
siguientes analisis.

Los péptidos se ubicaron en mapas elaborados para la proteina PFMSP10 (Figura 4.3).
NMNNEKNDNKDNKD se ubicé entre el peptido sefial de la proteina y la zona repetitiva
de la proteina; mientras que el péptido ERKNQKAPPGEHKP se ubica en una regién no
caracterizada de la proteina; los péptidos GDQLQHPKEIDEN y RRTLLKESRDIKNT
se ubican proximos a los dominios EGF y GPI. Ningun péptido se ubico en el péptido
sefial u dominio transmenbrana.

Los péptidos que presentaron  regiones mas  desordenadas  fueron
NMNNEKNDNKDNKD y ERKNQKAPPGEHKP; mientras que en la region -COOH
presentaron valores entre 86 y 92% correspondiente al porcentaje de sus residuos que
participan en estructuras Helix o strand.

En las modificaciones postraduccionales los péptidos de las regiones —NH2 y region
media no presentaron modificaciones, mientras que los péptidos de la region -COOH
presentaron modificaciones de azucares.

Los resultados de Blastp para NMNNEKNDNKDNKD muestran un alineamiento con la
proteina PFMSP10 y 10 proteinas de Plasmodium falciparum 3D7 que alineaban entre 5
— 7 aminoacidos. Para ERKNQKAPPGEHKEP se identificd una region conservada de 6
aminoacidos de PFMSP10 con otras 7 proteinas. Para el caso de SGDQLQHPKEIDEN
se identificaron 20 proteinas que tenian en comdn la secuencia “KEIDEN” y de forma
conservada dentro del repertorio de proteinas de P.falcipaurm 3D7. Finalmente con
RRTLLKESRDIKNT se identificaron 13 proteinas de P.falciparum pero no se observd
secuencias conservadas. Todos los péptidos seleccionados presentaron carga neta y un
punto isoeléctrico adecuado (carga positiva 0 negativamente y un punto isoeléctrico
diferente a 7). El criterio que determiné la seleccion fue la conservacion de “KEIDEN”
presente en el péptido SGDQLQHPKEIDEN Yy otras 20 proteinas del parasito. De esta
forma solo se eligieron para la sintesis los péptidos NMNNEKNDNKDNKD (NH2-),
ERKNQKAPPGEHKP (Media) y RRTLLKESRDIKNT (COOH-) (Figura 4.3).

4.5.- Ensayos de western blot para fibra-2

La proteina recombinante de Fibra -2 fue utilizada como un control de reaccién en los
ensayos de western blot, de la misma forma se utilizé el FAdV-4 purificado para
determinar su correcta reactividad, también se evaluo un lisado de una linea celular de
carcinoma hepato-celular de pollo (LMH) e IgG de conejo para evaluar su reactividad.
Frente a la proteina recombinante los anticuerpos disefiados presentaron reactividad en
una banda de aproximadamente ~60kDa. EI anticuerpo contra el péptido
LKAQGGIQADSSGYV (Fib2-3) fue el que reaccion6 con mayor intensidad, como puede
ser apreciado en la figura 4.10
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Figura 4.10.- Ensayos de western blot. l1zquierda:

Reactividad de los anticuerpos (Fib2-1; Fib2-2 y Fib2-3 preparados 1:600) frente a la proteina recombinante
de fibra 2 (donada por el Dr. Vikram Vakaria); carril 1: Proteina recombinante; 2: igG de conejo; carril 3
células LMH de pollo. L: Marcador molecular de proteinas. Derecha: Reactividad de los anticuerpos frente
a virus de hepatitis purificado. Carril A: Anticuerpos 1: 50; carril B: Anticuerpos 1: 500; carril C anticuerpos
1: 5000.

4.6.- Ensayos de western blot e IFI para PFMSP10

La proteina recombinante rMSP10, lisado parasitario proveniente de cultivos y glébulos
rojos de donante sano, fueron utilizados para evaluar la reactividad de los anticuerpos
obtenidos. Los 3 anticuerpos reaccionaron tanto a la proteina como al lisado de parasitos
en el estadio esquizonte (estadio en donde se reporta una mayor expresion de la proteina)
(22). La proteina identificada tuvo un peso molecular de ~68kDa (Figura 4.11). Los
ensayos de IFI (Inmunofluorescencia indirecta) muestran reactividad de los anticuerpos
frente al estadio esquizonte (Figura 4.12).

MSP10-3
MSP10-2
MSP10-1

NEG
POS

ke j ___68kDa
i P MSP10

Figura 4.11.- Se muestra la reactividad de los anticuerpos producidos contra PFMSP10, utilizando los
péptidos seleccionados. Se lisaron glébulos rojos infectados con P.falciparum (cepa 3D7) en el estadio
conocido como esquizonte. PFMSP10-1 (NMNNEKNDNKDNKD); PFMSP10-2
(ERKNQKAPPGEHKP) y PFMSP10 — 3 (RRTLLKESRDIKNT). NEG: Lisado de glébulos rojos de
donante. POS: Suero policlonal de conejo contra proteina recombinante para PFMSP10 (Brindada por Dr.
Joseph Vinetz).
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Control
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Figura 4.12.- Ensayos de IFI utilizando smears de cultivos de P.falciparum 3D7 en estadio
esquizonte. A. Suero Policlonal anti-PfMSP10 (Donado por el Dr. Joseph Vinetz); B. PFMSP10-
1 (NMNNEKNDNKDNKD); C. PFMSP10-2 (ERKNQKAPPGEHKP) y D. PFMSP10 — 3
(RRTLLKESRDIKNT). Control Negativo: Glébulos rojos humanos de donante. DAPI: Marcador
de nucleo.

4.7 .- Discusion

La disponibilidad de anticuerpos en el mercado puede limitar los estudios de proteinas de
interés local como el caso de la fibra-2 y PFMSP10, los cuales no tienen formas
comerciales disponibles a la fecha por lo menos en 3 compafiias que fueron consultadas
(Biosource (0), Abcam (0) y Ishio (0), lo que nos lleva a la produccién propia de los
anticuerpos.

La seleccion de péptidos es una etapa importante, previa a la inmunizacion, para la
posterior obtencidn de anticuerpos, ya sea del tipo monoclonal o policlonal. También se
debe resaltar que los anticuerpos policlonales de epitopes lineales tienen ventajas frente
a los policlonales clasicos (brindando mayor especificidad) y también frente a los
monoclonales (velocidad de produccion y costos), por lo que son una alternativa
intermedia.
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Como un apoyo a esta etapa de seleccion tenemos desde plataformas libres en la Internet
(AbDesigner, EpiC), asi como softwares especializados en la prediccion de epitopes en
3D (23). Pisitkin et al 2014 (1), menciona la necesidad de seleccionar los péptidos en
funcion a su identidad como un fuerte criterio para este proceso. Segun sus reportes con
un alineamiento parcial de 8 aminoécidos no existio reaccion cruzada con proteinas del
mismo organismo (Human nephrin); mientras que en un alineamiento parcial de 9
aminoacidos, si existid una reaccion cruzada a nivel de especies (Homo sapiens, Mus
musculus y Rattus novergicus) para un anticuerpo de Human podocin. AbDesigner™ es
un software ampliamente utilizado por los grupos de investigacion y ha tenido éxito en la
identificacion de péptidos para 7 organismos Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus
musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae
y Arabidopsis thaliana; basado en la identidad Unica del péptido elegido; sin embargo si
el interés es diferente al de estos organismos el criterio de seleccion recaeria sobre el
investigador. Ante esto se buscd establecer una metodologia basada en criterios como
resultados de dos programas predictores, mapas elaborados de las proteinas, andlisis de
modificaciones postraduccionales y alineamientos de los péptidos en base de proteinas de
todos los organismos implicados en la obtencion de anticuerpos.

En el presente estudio se brinda ejemplos de seleccion de péptidos en proteinas de un
virus aviar y un parasito intracelular humano cuya informacién de alineamientos,
dominios conservados, epitopes inmunogénicos, entre otros, no se encuentran disponibles
en un solo lugar que esté conectado a su vez a las webs con software de prediccion de
epitopes de acceso libre. Los criterios descritos se basan en el anlisis previo de
inmunogenicidad realizada por un software libre (AbDesigner™) y uno comercial
(OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo)), este Gltimo disponible a través de los
laboratorios Genscript (3). Una lista previa de péptidos obtenidos a partir de la secuencia
FASTA de las proteinas de interés, son luego seleccionadas segln su ubicacion en mapas
de proteinas que fueron armadas en base a alineamientos en publicaciones previas,
modificaciones postraduccionales evidenciada mediante predictores, alineamientos con
proteinas virales y eucariotas utilizando la herramienta Blastp y caracteristicas técnicas
de los péptidos a sintetizarse. Luego los péptidos seleccionados son utilizados para
inmunizar conejos y obtener anticuerpos que fueron purificados y utilizados en ensayos
de western blot e inmunofluorescencia.

4.7.1.- Ejemplos de aplicaciones en fibra -2 de FAdV-4 y PFMSP10 de Plasmodium
falciparum.

4.7.1.1.-Reconocimiento de Fibra-2 (FAdV-4)

La seleccion de péptidos para fibra-2 identificé con el software AbDesigner™ unos 466
péptidos y sélo 279 péptidos cumplieron con un criterio de ig-score > 4.5 (valor
establecido en este estudio). Luego de cruzar los candidatos con los péptidos
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seleccionados por OptimunAntigen™ se establecieron 7 péptidos, que por su ubicacion
(-NH2, Medio y —COOH) y caréacter (alto, moderado y bajo) se redujeron a 4 inicamente,
por un criterio de seleccion de péptidos dptimos segun los parametros de los programas
utilizados.

Para el caso de la fibra -2 de FAvD-4, el péptido elegido se ubicé en la posicién 7 (Figura
4.13) y no entre las posiciones 1 o 6. Para definir esto, se alineo el péptido
KRRHSENGKPETEA con los péptidos con una mejor posicién y se observd que el
péptido elegido contiene entre un 71% (10/14) y un 93% (14/15) de los aminoacidos
considerados como rankeados, estos péptidos posen caracteristicas técnicas similares
(datos no mostrados). En este tipo de definiciones se considero el uso de un segundo
programa que nos permitio delimitar mejor los péptidos candidatos.

Rank Secuencia

1 P KRIRH|S[EN|G|KP|E|T|E

2 RIAP|KR|IRH|SE|N|G|K|P E

3 AP KRRH|SIEIN|GK|P[E|T

4 SIEIN|GIKIP|ETIE/A|G|P|S|P
5 RHI|S[IEN/GIKIPIE[TEE|A|G|P

6 KIRRHIS[ EIN|GKP|E|TE|A|G

7 KIRIRH|SI[EN|G|K[P |[E|TE|A

RIAIP KIRIRH|ISIEIN|GIK|IP|E|TIE|JA|G|P|S|P

Figura 4.13.- Alineamiento del peptido KRRHSENGKPETEA con los otros péptidos
considerados como mejor rankeados (1-6) segun el programa AbDesigner. Cuadros amarillos
representan los aminoécidos alineados; cuadros plomos representan los aminoacidos diferentes.
Cuadros blancos indican los aminoacidos implicados en este alineamiento.

El mapa de proteinas permitié ubicar los péptidos en zonas previamente identificadas
(Knob, tallo o cola de la proteina), identificar las regiones con mayor desorden y las
modificaciones postraduccionales. Los alineamientos por BLASTp nos permitieron
identificar la identidad Unica de los péptidos tanto entre los miembros del grupo
aviadenovirus, el hospedero natural (Gallus gallus) y el OPA en busca de proteinas
conservadas (3). Para el caso de Fibra — 2 la identidad Unica de los péptidos para
discriminar entre las serovariedades de aviadenovirus fue el criterio méas relevante. Para
la fibra-2 se obtuvieron 3 péptidos y s6lo dos de sus anticuerpos reconocieron de forma
optima la proteina, la falta de reaccion del anticuerpo frente al péptido
KRRHSENGKPETEA estaria asociado a la modificacion postraduccional que fue
predicha (fosforilacion de serina y/o glicosilacion), explicacion que escaparia al objetivo
de este estudio. Por lo que podemos establecer el éxito en 2 de 3 péptidos predichos por
los programas bioinformaéticas. De esta forma se logré obtener con éxito dos anticuerpos
policlonales (Fibra-2-1 y Fibra -2-3) que reconocieron con una correcta intensidad la
proteina fibra-2 en FAdV-4 mediante ensayos de wester blot.
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4.7.1.2.-Reconocimiento de PfMSP10 en P.falciparum

Para PFMSP10, de 512 peptidos obtenidos por AbDesginer estos se redujeron a 8
péptidos tras realizar la comparacion con el software OptimunAntigen™ (Antigeno
Optimo) y luego sélo 4 péptidos cuyos caracteres fueron entre alto y moderado, de la
misma forma que Fibra-2 se ubicaron los péptidos en el mapa de la proteina y se
identificaron las modificaciones postraduccionales y a los alineamientos por BLASTp
que identificd un péptido que presentd una secuencia de 5 aminoacidos conservados con
otras 20 proteinas de P.falciparum lo que permitié descartar este péptido por falta de
identidad. Finalmente el proceso de seleccion se centra en los alineamientos parciales
utilizando la herramienta BLASTp que nos indica los péptidos unicos dentro del
organismo a evaluar, respaldando lo mencionado por Pisitkun et al 2014 (1) en relacién
a la identidad unica de los péptidos. Segun este autor los anticuerpos producidos teniendo
en cuenta este sobrelapamiento (de hasta 8 aminoacidos) no presentaron reaccion cruzada
entre tejidos (ejemplo: human nephrin), nuestros ensayos de alineamientos fueron
basadas en ese criterio y seguin nuestros resultados se obtuvé un alineamiento parcial de
hasta 7 aminoacidos con NMNNEKNDNKDNKD (seleccionada) para la proteina
PFMSP10 con 2 proteinas de P.falciparum; mientras para el péptido
SGDQLQHPKEIDEN (fue excluida) se obtuvo un alineamiento parcial de 5-6
aminoéacidos en 20 proteinas de P.falciparum que pueden contener epitopes sobrelapantes
que puede evocar una reaccion cruzada (17), ante esto se decidio elegir en base a su
ubicacion en el mapa, identidad dentro del proteoma de P. falciparum y al ig-score
obtenido para cada péptido. De esta forma se logré obtener con éxito 3 anticuerpos
policlonales (Msp10-1, Msp10-2 y Msp10-3) que reconocieron la proteina en ensayos de
wester blot e IFI.

La seleccion de péptidos para proteinas pobremente caracterizadas como el caso de
patdgenos de interés veterinario o proteinas noveles de parasitos humanos puede llevarse
a cabo cuando se combinan herramientas disponibles de forma gratuita en la web
(AbDesignerTM) o de fécil solicitud de acceso (OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo)),
que sumado a las herramientas bioinformaticas disponibles en la web ayudan a la
seleccion de péptidos y posterior produccién de anticuerpos. El presente trabajo pretende
brindar lineamientos basicos para ser seguidos en el desarrollo de anticuerpos o péptidos
medante el uso de estas herramientas disponibles para otras proteinas interés en un
modelo viral no infeccioso para humanos (FAdV-4) y otro parasitario (P.falciparum)
(Figura 4.14). A la luz de nuestros resultados se pueden obtener anticuerpos que puedan
contribuir a realizar estudios de caracterizacion de proteinas de interés local (como las
evaluadas en el presente trabajo) que contribuyendo a los estudios de ciencia basica que
se vienen realizando en laboratorios locales y regionales.

Figura 4.14.- Seleccion de péptidos de las proteinas Fibra -2 y PFPFMSP10 para la produccion de
anticuerpos policlonales en conejo.
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Tabla 4.4.- Resultados de alineamientos de los péptidos de Fibra-2 y proteinas de la
familia adenoviridae, de Gallus gallus y Oryctolagus cuniculus.

Adenoviridae

Nombre Acceso
fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C] gb|JAHW98792.1|
fiber protein 2 [Fowl adenovirus 4] gh|ANG08832.1|
short fiber [Fowl adenovirus 4] gh|AAQ17079.1|
short fiber [Fowl aviadenovirus A] emb|CCF55050.
1
fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C] gh|AI1S19803.1|
short fiber protein [Fowl adenovirus 10] gh|AAB88670.1|
hexon capsid protein, partial [Human adenovirus 49] emb|CAH25395.
4
hexon [Human mastadenovirus D] gh|AHV83729.1|
Gallus gallus
PREDICTED: probable ATP-dependent RNA helicase DHX37 [Gallus gallus] ref{XP_415104.3|
PREDICTED: calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit gamma isoform | ref|XP_0151438
X12 [Gallus gallus] 03.1
PREDICTED: serine/threonine kinase-like domain-containing protein STKLD1 isoform X6 | ref{XP_0151352
[Gallus gallus] 64.1|
neuroligin 3, partial [Gallus gallus] gh|ADB12632.1]
PREDICTED: protein Shroom2 [Gallus gallus] ref{XP_0049384
67.2|
B-cadherin, partial [Gallus gallus] emb|CAA41408.
1]
PREDICTED: succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial [Gallus gallus] ref{XP_418909.3|
PREDICTED: spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 isoform X3 [Gallus gallus] ref{XP_0151388
39.1|
PREDICTED: vacuolar protein sorting-associated protein 13C isoform X3 [Gallus gallus] ref{XP_0151344
97.1
Oryctolagus cuniculus
PREDICTED: serine/arginine-rich splicing factor 11 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] ref{XP_0082632
95.1|
osteoprotegerin [Oryctolagus cuniculus] gh|ADM64618.1|
PREDICTED: tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B [Oryctolagus ref{XP_0027106
cuniculus] 49.1
PREDICTED: chromodomain Y-like protein isoform X3 [Oryctolagus cuniculus] ref{XP_0082724
88.1
PREDICTED: contactin-associated protein-like 3 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]
ref|XP_0082591
97.1|
PREDICTED: cadherin-9 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] ref[ XP_0082603
11.1)
PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 23 isoform X3 ref|XP_0082572
[Oryctolagus cuniculus] 63.1|
PREDICTED: motile sperm domain-containing protein 2 isoform X7 [Oryctolagus ref|XP_0082705
cuniculus] 84.1|
PREDICTED: zinc finger protein 516 [Oryctolagus cuniculus] ref{XP_0082510
52.1
PREDICTED: beta-2-microglobulin [Oryctolagus cuniculus] ref{XP_0082673
00.1|
annexin A13 [Oryctolagus cuniculus] ref|[NP_0010755
88.1
PREDICTED: SAM domain-containing protein SAMSN-1 [Oryctolagus cuniculus] ref|XP_0082653
56.1|
PREDICTED: testican-2 [Oryctolagus cuniculus] ref|XP_0082682
10.1|
PREDICTED: spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 [Oryctolagus cuniculus] ref|XP_0082526
21.1]
PREDICTED: probable ATP-dependent RNA helicase DDX59 isoform X2 [Oryctolagus ref|XP_0082669
cuniculus] 00.1
PREDICTED: collagen alpha-3(V) chain [Oryctolagus cuniculus] ref[XP_0027228
90.1
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Adenoviridae

Q|A|D|S|S|G|V|Nombre Acceso
fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C] gb|AHW98792.1|
fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C] gb|AIS19803.1]

Adenoviridae

Nombre Acceso
fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C] gh|AI1S19803.
1
short fiber [Fowl adenovirus 4] gh|AAQ1707
9.1
fiber protein [Fowl adenovirus 4] gh|ACR5409
41]
short fiber [Fowl aviadenovirus A] emb|CCF550
50.1]
fiber protein 2 [Fowl adenovirus 4] gb|ANG0883
2.1
short fiber protein [Fowl adenovirus 10] gb|AAB8867
0.1]
Gallus gallus
PREDICTED: phospholipase A2 inhibitor and Ly6/PLAUR domain-containing | ref[XP_42449
protein [Gallus gallus] 9.3
PREDICTED: ras GTPase-activating protein nGAP isoform X13 [Gallus gallus] | ref[XP_01514
6006.1
PREDICTED: complement decay-accelerating factor isoform X1 [Gallus gallus] | ref[XP_41798
1.4
PREDICTED: von Willebrand factor A domain-containing protein 5A-like ref|XP_01515
isoform X1 [Gallus gallus] 3799.1
poly [ADP-ribose] polymerase 4 [Gallus gallus] ref|[NP_00116
4635.1|
fructose-bisphosphate aldolase B [Gallus gallus] ref|[NP_00100
7978.1
PREDICTED: AT-rich interactive domain-containing protein 1A isoform X3 ref[XP_41769
[Gallus gallus] 3.5]
PREDICTED: adhesion G-protein coupled receptor D1 [Gallus gallus] ref[XP_41509
44|
transcription factor CP2 [Gallus gallus] refNP_98971
5.1
cation-independent mannose-6-phosphate receptor precursor [Gallus gallus] ref|[NP_99030
1.1
PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 4E type 2 isoform X1 ref|XP_00494
[Gallus gallus] 3440.1]
fumarylacetoacetase [Gallus gallus] ref|[NP_00126
4402.1|
PREDICTED: dnaJ homolog subfamily A member 1-like [Gallus gallus] ref[XP_01515
3907.1]
PREDICTED: maestro heat-like repeat-containing protein family member 2B ref[XP_01515
[Gallus gallus] 6248.1]
PREDICTED: motile sperm domain-containing protein 2 isoform X2 [Gallus ref[XP_01512
gallus] 8728.1
PREDICTED: zinc finger E-box-binding homeobox 1 isoform X2 [Gallus ref|XP_01513
gallus] 6791.1
PREDICTED: gamma-butyrobetaine dioxygenase isoform X1 [Gallus gallus] ref|XP_00494
1389.1|
Oryctolagus cuniculus
PREDICTED: prostaglandin D2 receptor [Oryctolagus cuniculus] ref[XP_00271
8292.1
PREDICTED: RING finger and SPRY domain-containing protein 1
[Oryctolagus cuniculus] ref[XP_00271
1584.1|
fructose-bisphosphate aldolase B [Oryctolagus cuniculus] refNP_00116
4585.1]
PREDICTED: AT-rich interactive domain-containing protein 1A [Oryctolagus ref|XP_00826
cuniculus] 4121.1
cGMP-dependent 3',5'-cyclic phosphodiesterase [Oryctolagus cuniculus] ref|XP_00826
2601.1|
PREDICTED: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus] ref[XP_00826
4106.1]
PREDICTED: pre-mRNA 3' end processing protein WDR33 isoform X6 ref|XP_00825
[Oryctolagus cuniculus] 6661.1|
PREDICTED: uncharacterized protein LOC103346168 isoform X2 ref|XP_00825
[Oryctolagus cuniculus 0050.1]
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PREDICTED: protein DENND6B [Oryctolagus cuniculus]

reflXP_00272
3277.2]

PREDICTED
cuniculus]

: T-cell activation Rho GTPase-activating protein [Oryctolagus

ref[XP_00826
1960.1]

PREDICTED: dolichyldiphosphatase 1 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
0951.1]

PREDICTED
cuniculus]

: Ca(2+)-independent N-acyltransferase isoform X2 [Oryctolagus

ref[XP_00272
1083.1]

PREDICTED: fumarylacetoacetase [Oryctolagus cuniculus]

refiXP_00824
9212.1]

PREDICTED: pantothenate kinase 1 isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00271
8546.1]

PREDICTED: beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 3 isoform X5
[Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
8076.1]

PREDICTED: diffuse panbronchiolitis critical region protein 1 [Oryctolagus
cuniculus]

ref[XP_00826
0921.1]

PREDICTED: collagen alpha-1(V1) chain [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
0068.1]

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin
subfamily D member 2 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00271
9524.1]

PREDICTED: SH3 domain-containing Y SC84-like protein 1 [Oryctolagus
cuniculus]

reflXP_00824
9605.1]

PREDICTED: zinc finger E-box-binding homeobox 1 isoform X5 [Oryctolagus
cuniculus]

ref[XP_00826
6236.1]

fiber protein [Fowl adenovirus 4] gb|ACR54094.1|
short fiber [Fowl adenovirus 4] gb|JAAQ17079.1|
short fiber [Fowl aviadenovirus A] emb|CCF55050.1|

short fiber protein [Fowl adenovirus 10]

gb|AAB88670.1|

fiber protein [Fowl aviadenovirus A]

ref[NP_043891.1]

long fiber protein, partial [Fowl aviadenovirus A]

emb|CBH20107.1]

fiber-1 [Fowl aviadenovirus A]

refjAP_000426.1]

RecName: Full=Early E1A 18 kDa protein [Tree shrew adenovirus 1]

sp|P06439.1[E118
_ADET1

Gallus gallus

PREDICTED: separin isoform X2 [Gallus gallus]

ref]XP_015128534
4

PREDICTED: bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2A
[Gallus gallus]

ref]XP_015155880
1

succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,
mitochondrial [Gallus gallus]

ref[NP_001264327
1

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101747455 [Gallus gallus]

ref[XP_004946165
1

DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2 [Gallus gallus]

ref[NP_001006497
4

PREDICTED: junction-mediating and -regulatory protein-like [Gallus
gallus]

ref[XP_015129650
4

fascin-2 [Gallus gallus]

ref[NP_001171209
]

PREDICTED: semaphorin-5A isoform X2 [Gallus gallus]

ref|XP_015137755
1

tubulin alpha-3 chain [Gallus gallus]

ref[NP_001264280
1

PREDICTED: fermitin family homolog 2 isoform X4 [Gallus gallus]

ref[XP_015132264
1

PREDICTED: solute carrier organic anion transporter family member
5A1 [Gallus gallus]

refiXP_015138390
4

PREDICTED: syndetin-like [Gallus gallus]

ref[XP_015156544
4

pleckstrin homology domain-containing family A member 2 [Gallus
gallus]

ref[NP_990029.1]

PREDICTED: uncharacterized protein ACD isoform X4 [Gallus gallus]

ref|XP_015134671
1

PREDICTED: sperm-specific antigen 2 [Gallus gallus]

ref[XP_015145038
1

PREDICTED: protein PRRC2C isoform X6 [Gallus gallus]

ref[XP_015145918
1

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: microfibril-associated glycoprotein 3 [Oryctolagus
cuniculus]

reflXP_008253514
4

succinate dehydrogenase complex subunit A [Oryctolagus cuniculus]

gbJABD77313 1]

PREDICTED: protein DBF4 homolog A [Oryctolagus cuniculus

ref[XP_008260016
1]
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PREDICTED: catenin delta-2 [Oryctolagus cuniculus]

ref|XP_008260294
1

PREDICTED: semaphorin-5A [Oryctolagus cuniculus]

ref|XP_008260544
1

PREDICTED: tubulin alpha-8 chain [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008248372
1

PREDICTED: fermitin family homolog 2 [Oryctolagus cuniculus]

ref]XP_008267885
1

PREDICTED: dnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial
isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_002722307
1

PREDICTED: uncharacterized protein C4orf26 homolog [Oryctolagus
cuniculus]

ref[XP_008266104
1

caspase 7 [Oryctolagus cuniculus]

gb|ABQ23960.1]

PREDICTED: alanine--tRNA ligase, cytoplasmic [Oryctolagus
cuniculus]

ref[XP_008255830
1

PREDICTED: centrosomal protein of 290 kDa [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008255090
1

PREDICTED: protein disulfide-isomerase A5 [Oryctolagus cuniculus]

ref|XP_008265057
1

1gG heavy chain VVDJ region [Oryctolagus cuniculus]

dbjlBAQ55244 1|

Adenoviridae

Acceso

fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C]

gb|AIS19803.1
|

fiber protein 2 [Fowl adenovirus 4] gb|ANG08832
|

short fiber [Fowl aviadenovirus A] emb|CCF5505
0.1

short fiber protein [Fowl adenovirus 10] gb|AAB88670.
4

fiber [Turkey aviadenovirus 4]

reflYP_00871
9835.1|

fiber-2 [Pigeon adenovirus 1]

ref[YP_00904
7111.1]

fiber protein [Fowl adenovirus 8]

gb|AFD32288.
4

fiber protein [Fowl aviadenovirus D]

ref[NP_05029
3.4

fiber protein [Fowl adenovirus 8b]

gb|ANA50324
4

fiber protein [Fowl aviadenovirus E]

reflYP_00419
1828.1]

Gallus gallus

PREDICTED: uromodulin-like 1 [Gallus gallus]

refXP_01515
6518.1|

WD repeat-containing protein 36 [Gallus gallus]

ref[NP_00103
8099.1]

immunoglobulin lambda chain, partial [Gallus gallus]

dbjlBAB47336
1

PREDICTED: absent in melanoma 1 protein isoform X3 [Gallus gallus]

ref[XP_01514
0028.1]

PREDICTED: neurobeachin isoform X7 [Gallus gallus]

ref|XP_01513
3042.1

rab proteins geranylgeranyltransferase component A 1 [Gallus gallus]

ref[NP_00102
6290.1|

PREDICTED: protein WWC2 [Gallus gallus]

ref{XP_01513
2030.1|

PREDICTED: TOM1-like protein 2 isoform X3 [Gallus gallus]

refIXP_01514
9668.1]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: calcipressin-2 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00826
1494.1]

cuniculus]

PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase TRIM9 isoform X3 [Oryctolagus

ref[XP_00826
7870.1]

cuniculus]

PREDICTED: interleukin enhancer-binding factor 3 isoform X5 [Oryctolagus

ref[XP_00824
9762.1]

PREDICTED: cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 isoform X1
[Oryctolagus cuniculus]

refIXP_00271
2331.1]

PREDICTED: zymogen granule membrane protein 16-like, partial
[Oryctolagus cuniculus]

ref]XP_00271
1927.2]

PREDICTED: neuronal PAS domain-containing protein 4 [Oryctolagus
cuniculus]

ref|XP_00270
9295.1|

PREDICTED: TOM1-like protein 2 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
0864.1]
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solute carrier family 4 sodium bicarbonate cotransporter member 10 variant
NBCn2-A [Oryctolagus cuniculus]

gbJAKR04338.
1

PREDICTED: sodium-driven chloride bicarbonate exchanger isoform X3
[Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
6888.1]

PREDICTED: receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta [Oryctolagus
cuniculus]

refIXP_00271
2127.1]

1gG heavy chain VVDJ region [Oryctolagus cuniculus]

dbj|BAQ5524
4.1]

PREDICTED: probable phospholipid-transporting ATPase IH [Oryctolagus
cuniculus]

ref]XP_00825
1678.1]

PREDICTED: DDBL1- and CUL4-associated factor 6 [Oryctolagus cuniculus]

ref]XP_00826
2340.1]

PREDICTED: delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial
[Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_00825
5386.1]

antibody variable domain [Oryctolagus cuniculus] gb|JAAO06690
J

immunoglobulin heavy chain variable region [Oryctolagus cuniculus] gbJAAT02399.
1

1gM heavy chain VDJ region [Oryctolagus cuniculus] gb|AAF98861.
1

Tabla 4.5.- Resultados de alineamientos de los péptidos de PFMSP10 y proteinas de

Plasmodium falciparum, de Homo sapiens y Oryctolagus cuniculus.
Plasmodium falciparum 3D7

M|N [N |E|K|[N|D|N |K|D |N |K |D| Nombre Acceso
Merozoite surface protein 10, PFMSP10 ref|XP_966
[Plasmodium falciparum 3D7] 190.1]
cysteine repeat modular protein 4, putative ref|XP_001
[Plasmodium falciparum 3D7] 348896.2|
malaria antigen [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_001

350323.1]
EPSP-SK, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref[XP_001
349574.1)
dynein heavy chain, putative [Plasmodium falciparum | ref[XP_001
3D7] 351927.1]
conserved Plasmodium protein, unknown function ref|XP_001
[Plasmodium falciparum 3D7] 348768.1|
GTPase of unknown function, putative [Plasmodium | ref{XP_001
falciparum 3D7] 351420.1|
serine/threonine protein phosphatase, putative ref[XP_001
[Plasmodium falciparum 3D7] 349486.1|
conserved Plasmodium protein, unknown function reflXP_001
[Plasmodium falciparum 3D7] 351671.1)
CCR4 [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_001
351753.1
conserved Plasmodium protein, unknown function ref[XP_966
[Plasmodium falciparum 3D7] 142.1]
Homo sapiens
FAM178A protein, partial [Homo sapiens] gbJAAH47
715.1
protein FAM178A isoform X2 [Homo sapiens] ref|XP_006
717976.1|
PREDICTED: signal peptide peptidase-like 2A ref[XP_011
isoform X4 [Homo sapiens] 520417.1|
chromosome 10 open reading frame 6, isoform gb|EAW49
CRA_c [Homo sapiens 807.1)
ELKS gamma [Homo sapiens] dbj|BAC54
108.1]
KIAA1081 protein [Homo sapiens]
dbj|BAA83
033.2|
PREDICTED: ERC protein 2 isoform X3 [Homo ref|XP_011
sapiens] 531884.1|
fibril-associated collagen, partial [Homo sapiens] gbJAAA5S8
468.1
al(XIX) collagen chain precursor [Homo sapiens] dbj|BAAQ7
368.1
Oryctolagus cuniculus
PREDICTED: lanC-like protein 1 [Oryctolagus ref|XP_002
cuniculus] 712500.1]
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Plasmodium falciparum 3D7

Nombre Acceso
Merozoite surface protein 10, PFMSP10 [Plasmodium ref|XP_9
falciparum 3D7] 66190.1]
conserved Plasmodium protein, unknown function ref|[XP_0
[Plasmodium falciparum 3D7] 0280865
5.1
dynein heavy chain, putative [Plasmodium falciparum 3D7] | ref|XP_0
0135192
7.1
conserved Plasmodium protein [Plasmodium falciparum ref|[XP_0
3D7] 0135060
2.1
conserved Plasmodium protein [Plasmodium falciparum ref|XP_0
3D7] 0135089
3.1
conserved protein, unknown function [Plasmodium ref|[XP_0
falciparum 3D7] 0135140
0.1
DNA helicase, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_9
66036.1]
branched-chain alpha keto-acid dehydrogenase, putative ref|[XP_0
[Plasmodium falciparum 3D7] 0134985
3.1
DNA repair protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7] | ref|XP_0
0135161
3.1
serine/threonine protein kinase, putative [Plasmodium ref|[XP_0
falciparum 3D7] 0134856
6.1
Homo sapiens
MED?25 protein, partial [Homo sapiens] gb|AAH2
4312.2|
Chain A, Pry-Spry Domain Of Human Trim72 pdb|3KB
5|A
DNA-binding protein [Homo sapiens] gb|AAAG
1326.1]
PREDICTED: probable E3 ubiquitin-protein ligase RNF217 | ref|XP_0
isoform X6 [Homo sapiens] 1153380
1.1
Oryctolagus cuniculus
PREDICTED: UBX domain-containing protein 10 ref(XP_0
[Oryctolagus cuniculus] 0271604
8.1
PREDICTED: serine/threonine-protein phosphatase 4 ref(XP_0
regulatory subunit 2 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] 0825915
7.1
PREDICTED: tRNA (guanine(10)-N2)-methyltransferase ref{XP_0
homolog isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] 0826168
8.1
PREDICTED: zinc finger protein 345-like [Oryctolagus ref{XP_0
cuniculus] 0825040
6.1
PREDICTED: SAM and SH3 domain-containing protein 1 ref{XP_0
isoform X3 [Oryctolagus cuniculus] 0826184
9.
PREDICTED: separin isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] ref(XP_0
0825473
2.1
PREDICTED: palmitoyltransferase ZDHHC5 [Oryctolagus | ref|XP_0
cuniculus] 0270921
2.1
PREDICTED: ATPase family AAA domain-containing ref(XP_0
protein 5 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] 0826928
1.1
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PREDICTED: espin-like protein [Oryctolagus cuniculus] ref{XP_0
0826421
7.1
PREDICTED: regulation of nuclear pre-mRNA domain- ref{XP_0
containing protein 2 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus] 0826271
0.1
PREDICTED: dynamin-binding protein isoform X1 ref{XP_0
[Oryctolagus cuniculus] 0271868
5.1
PREDICTED: microtubule-associated protein 2 isoform X14 | ref|XP_0
[Oryctolagus cuniculus] 0825730
0.1
PREDICTED: SKI family transcriptional corepressor 1 ref(XP_0
[Oryctolagus cuniculus] 0826706
6.1
Plasmodium falciparum 3D7
Nombre Acceso
Merozoite surface protein 10, PFMSP10 [Plasmodium falciparum ref|XP_9661
3D7] 90.1
SET domain protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
51351.1
glutamic acid-rich protein (garp) [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
51053.1|
conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium refiXP_9660
falciparum 3D7] 24.1|
protein kinase, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
51187.1|
conserved Plasmodium protein [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
50463.1|
U2 snRNP-associated SURP motif-containing protein, putative emb|CZT99
[Plasmodium falciparum 3D7] 732.1|
DnaJ/SEC63 protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
48428.1
acyl-CoA synthetase, PFACS7 [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
50416.1|
rifin [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
47677.1|
rhoptry protein [Plasmodium falciparum 3D7] ref|XP_0013
50375.1|
SET domain protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7] refXP_0013
49960.1]
CPSF (cleavage and polyadenylation specific factor), subunit A, ref|XP_0013
putative [Plasmodium falciparum 3D7] 51247.1|
DEAD box helicase, putative [Plasmodium falciparum 3D7] ref|Xp_0013
49985.1]
Homo sapiens
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase ARIH2 isoform X7 [Homo | ref|Xp_0115
sapiens] 31578.1]
Chain A, Crystal Structure Of The Tcergl Ff4-6 Tandem Repeat pdbl4FQG|A
Domain
nucleolar protein 7 [Homo sapiens] ref|INP_0572
51.2|
Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 1, isoform CRA_c | gb[EAW876
[Homo sapiens] 47.1|
PREDICTED: ras-specific guanine nucleotide-releasing factor ref|XP_0067
RalGPS2 isoform X3 [Homo sapiens] 11474.1|
spectrin alpha chain, erythrocytic 1 [Homo sapiens] refINP_0031
17.2)
spectrin repeat containing, nuclear envelope 1, isoform CRA_h gblEAW477
[Homo sapiens] 34.1]
Oryctolagus cuniculus
PREDICTED: uncharacterized protein KIAA0556 homolog isoform | ref|XP_0082
X4 [Oryctolagus cuniculus] 56145.1|
PREDICTED: nucleolar pre-ribosomal-associated protein 1 ref{XP_0027
[Oryctolagus cuniculus] 16742.1|
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase ARIH2 isoform X3 ref{XP_0082
[Oryctolagus cuniculus] 58841.1|
PREDICTED: RING finger protein 214 [Oryctolagus cuniculus] reflXP_0082
59049.1]
PREDICTED: protein CASC1 isoform X3 [Oryctolagus cuniculus] ref|XP_0082
57737.1
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PREDICTED: transcription elongation regulator 1 isoform X9

ref|XP_0082

[Oryctolagus cuniculus] 53407.1
PREDICTED: aspartate--tRNA ligase, mitochondrial isoform X4 reflXP_0082
[Oryctolagus cuniculus] 62025.1]
PREDICTED: maestro heat-like repeat-containing protein family ;se()fé);;_ltl)osz

member 2B isoform X3 [Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: protein FAM208B isoform X5 [Oryctolagus cuniculus] | ref|Xp_0082

46830.1
PREDICTED: ETS-related transcription factor Elf-4 isoform X2 refiXP_0082
[Oryctolagus cuniculus] 71404.1|
PREDICTED: ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 29-like ref{XP_0082

47262.1

[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: EF-hand calcium-binding domain-containing protein ref|XP_0082

6-like, partial [Oryctolagus cuniculus]

50349.1]

Plasmodium falciparum 3D7

Nombre

Acceso

Merozoite surface protein 10, PFMSP10 [Plasmodium falciparum 3D7]

Tef[XP_966190.1]

dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase, putative
[Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001352067.1]

erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_002585487.1|

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

Tef[XP_966158.1]

deubiquinating/deneddylating enzyme [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001347848.1|

Plasmodium exported protein (PHISTb) [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001347713.1|

acyl-CoA synthetase, PACS10 [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001351807.1]

chaperonin, cpn60 [Plasmodium falciparum 3D7]

Tef[XP_001350715.2]

DNAJ protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_002585399.1]

SEL-1 like protein [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001351202.1]

serine/threonine protein phosphatase [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001348398.1]

var-like protein [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001350938.1]

kinesin-like protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001349152.1]

DBL containing protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001351063.1]

dynein heavy chain, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_002808782.1|

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001351489.1]

SET domain protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_966279.2|

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

emb|CZT98038.1|

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001349055.1]

serine/threonine protein phosphatase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001352147.1|

cleavage stimulation factor subunit 1-like protein, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

ref[XP_966191.1|

RESA-like protein with PHIST and DnaJ domains [Plasmodium falciparum 3D7]

Tef[XP_001350420.1]

sporozoite asparagine-rich protein [Plasmodium falciparum 3D7]

ref[XP_001348147.1]

Homo sapiens

unnamed protein product [Homo sapiens]

dbj|BAG63410.1]

ZNF462 protein [Homo sapiens] gb|AAH36884.1|
KIAA1803 protein [Homo sapiens] dbj|BAB47432.2|
hypothetical protein [Homo sapiens] emb|CAH18698.1]

PREDICTED: chloride intracellular channel protein 4 isoform X1 [Homo sapiens]

ref[XP_011539504.1]

H1 chloride channel [Homo sapiens]

gb|AAD38446.1|AF097
330_1

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: apoptosis facilitator Bcl-2-like protein 14 isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

ref[XP_008257838.1]
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PREDICTED: SH2 domain-containing protein 4A [Oryctolagus cuniculus]

ref|XP_008265482.1|

PREDICTED: tubulin-specific chaperone E isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

Tef[XP_002717390.1|

PREDICTED: protein EMSY isoform X11 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008262008.1]

PREDICTED: bromodomain-containing protein 1 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008251113.1|

PREDICTED: neurotrophin receptor-interacting factor homolog isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008247229.1|

PREDICTED: pleckstrin homology domain-containing family A member 2
[Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_002720821.1]

PREDICTED: epididymis-specific alpha-mannosidase [Oryctolagus cuniculus]

Tef[XP_008252195.1|

PREDICTED: calmegin isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008265640.1]

breast and ovarian cancer susceptibility 1, partial [Oryctolagus cuniculus]

gbJABC87796.1|

cuniculus]

PREDICTED: receptor expression-enhancing protein 2 isoform X2 [Oryctolagus

ref[XP_008253316.1]

PREDICTED: calpain-1 catalytic subunit [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008250016.1]

tenomodulin [Oryctolagus cuniculus]

ref[NP_001103288.1|

PREDICTED: ankyrin repeat domain-containing protein 42 [Oryctolagus cuniculus]

ref]XP_008261523.1]

PREDICTED: chloride intracellular channel protein 4 [Oryctolagus cuniculus]

Tef|XP_008263881.1|

PREDICTED: retinaldehyde-binding protein 1 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

ref[XP_008273572.1]
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CAPITULO 5

Alta sero-reactividad de la proteina PfMSP10 de
Plasmodium falciparum en sueros de individuos
Infectados con malaria en la amazonia peruana.
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Resumen

La serovigilancia permitira en un futuro, evaluar el impacto de un programa de control de
la malaria en una region determinada. Por lo que la seleccidn del antigeno para esta
vigilancia debe permitirnos identificar regiones “hotspots” (“puntos calientes” de
transmision) y poblaciones expuestas “hotpops” (“poblaciones calientes”). En la
actualidad se estan evaluando distintos antigenos candidatos a nivel mundial, sin embargo
se debe tener en cuenta las caracteristicas epidemiologicas locales y regionales para su
eleccion. Teniendo en cuenta esto, la proteina de superficie del merozoito 10 (PfMSP10)
ha demostrado ser un candidato idoneo para nuestra region. En este estudio evaluamos la
sero-reactiviad a la proteina recombinante y péptidos de PfMSP10 con sueros de
pacientes infectados con P.falciparum y P.vivax. Se realizaron ensayos de ELISA con
proteina recombinante (rMSP10) y 2 péptidos de PfMSP10 con sueros de pacientes
catalogados como sintomaticos (Sym; n=30) y asintomaticos (Asy; n=27), agrupados
P.falciparum (Sym+Asy; n=54) y sueros de pacientes infectados con P.vivax (grupo
P.vivax; n=30). No existieron diferencias entre pacientes sintomaticos y asintomaticos ni
con el antigeno rMSP10 y ni los péptidos. Un péptido ubicado en la posicién Glu306-
Pro319 presento diferencias entre el grupo de P.falciparum y el grupo de P.vivax. Se
evidencio una relacion de alta sero-reactividad de igG total a rMSP10 en el grupo
P.falciparum. 12/26 sueros reactivos del grupo P.vivax presentaron una alta sero-
reactividad a rMSP10, esto se explicaria por la alta identidad reportada entre PfMSP10 y
PvVMSP10 en la region carboxilo terminal en donde se encuentran los 2 dominios
denominados Factor de crecimiento epidermal (EGF por sus siglas en inglés). Este es el
primer reporte de sero-reactividad para PFMSP10 recombinante utilizando un panel de
sueros de pacientes infectados con P.falciparum y P.vivax provenientes de la Amazonia
peruana. Se puede considerar a rMSP10 y los péptidos de PFMSP10 en futuros estudios
de validacion como potenciales marcadores seroldgicos en la deteccion de individuos
sintomaticos y asintomaticos infectados con P.falciparum y para planes de serovigilancia

de la malaria falciparum en regiones endémicas como la Amazonia Peruana.
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5.1.- Introduccion
Monitorear los cambios de la intensidad de trasmision y la prevalencia de la malaria a

través de la vigilancia, permite a los programas nacionales de control de la malaria, tener
informacidn sobre el impacto de las estrategias adoptadas para controlar la enfermedad
(1, 2). Cuando la transmision de la malaria decae o es inestable como el caso de
Plasmodium falciparum en la region Amazonica, la vigilancia ayuda a identificar las areas
focales “hotspots” (puntos calientes) o poblaciones expuestas “hotpops™; asi como
portadores del parasito de la malaria que no desarrollan sintomas, quienes pueden
continuar con la transmision silenciosa a manera de “reservorios humanos” (2, 3). Para
llevar a cabo esta vigilancia se pueden utilizar herramientas serolégicas, las cuales
detectan anticuerpos en suero de individuos expuestos como un bio-marcador para
determinar si existe una transmisién activa o no de la enfermedad. Con la llegada de las
proteinas recombinantes esta “serovigilancia” puede llevarse a cabo a nivel costo —
efectivo para ser incluidos en los programas de control. Los actuales candidatos a nivel
mundial como biomarcadores, son la apical membrane antigen 1 (AMA-1),
circumsporozoite protein (CSP), merozoite surface protein 1 fragmento de 19kDa
(MSP1-19) y merozoite surface protein 3 (MSP3). Estas proteinas, a su vez forman parte
de vacunas en prueba, las cuales serian excluidas de los monitoreos futuros, por lo menos
el antigeno CSP (2, 4, 5). Factores como diversidad genética y reactividad cruzada con
proteinas homologas entre especies de Plasmodium, aun son desconocidos para algunos
de estos candidatos, por lo que la eleccion del antigeno debe tener en cuenta
caracteristicas propias de los paréasitos y la epidemiologia de la region geogréfica donde
se aplicaran estas herramientas (Capitulo 2), para no repetir la experiencia con las pruebas
de diagndstico rapido para deteccion de P.falciparum en nuestra regién (6-8), donde los
parasitos de P. falciparum han perdido el gen que produce la proteina empleada en la
deteccion del parasito.

La proteina merozoite surface protein 10 (PfMSP10) de P.falciparum ha presentado
resultados prometedores dado su alta reactividad en sueros de pacientes infectados con
P.falciparum en la Amazonia peruana, ademas de ser reconocida de igual forma por
individuos sintomaticos y asintomaticos (9) y su bajo nivel de polimorfismo (10). Sin
embargo, el estudio de Torres et al fue realizado en un sistema de protein-array, y ain se

debe tener reportes de evaluacion de esta proteina en formato de facil estandarizacion e
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implementacién como el ELISA, previo a su caracterizacion y validacién como sero-

marcador (2).

Dado la escaza informacion existente sobre respuesta de anticuerpos a PfMSP10 en
individuos naturalmente expuestos a P.falciparum en la region Amazoénica, se decidid
investigar la sero-reactividad de los sueros de un panel de individuos calificados como
sintomaticos y asintomaticos para P.falciparum y sueros de individuos infectados con
P.vivax frente a la forma recombinante de PFMSP10 y sus péptidos derivados. En este
estudio describimos la sero-reactividad y los niveles de IgG total frente a rMSP10
(Proteina recombinante de PfMSP10) y péptidos obtenidos de la secuencia de PfMSP10,

asi como la respuesta cruzada en sueros de individuos infectados con P.vivax.

5.2.- Materiales y Métodos

5.2.1.- Suero de individuos naturalmente infectados con Plasmodium spp.
Los sueros incluidos en este andlisis provienen de un estudio realizado por Torres K et al

2015 (11). En este estudio se catalogaron a los individuos enrolados como sintomaticos,
aquellos que asistian a un centro de salud con sintomas caracteristicos de la malaria y que
presentaron parasitos ya sea de P.falciparum o P.vivax en sangre por técnicas de
microscopia y/o PCR. Mientras que los individuos asintomaticos, fueron aquellos que
eran identificados en busquedas activas en comunidades de la regién de Iquitos (Loreto —
Per() donde se reportaban brotes de malaria, estos individuos no presentaron sintomas
pero si tenian paréasitos en sangre detectados por microscopia y/o PCR. De este estudio
se utilizé el suero de 30 individuos infectados con P.falciparum que fueron caracterizados
como sintomaticos (Syn), 24 sueros de individuos infectados con P.falciparum y
catalogados como asintomaticos (Asy), 30 muestras de sueros de individuos sintomaticos
y con presencia de parasitos P.vivax en sangre y finalmente se incluyeron en este estudio
suero de donadores sanos sin exposicion previa a malaria. EIl protocolo de este estudio
fue aprobado por el comité de ética institucional de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia en Lima, Pert (SIDISI: 61540).

Ademas de los sueros descritos se incluyeron muestras de sueros correspondientes a dos
individuos que viven en una region endémica para malaria y que fueron negativos a la

presencia del parasito por técnicas de microscopia y/o PCR (HDend; n=2); ademas se
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incluyeron sueros de pacientes diagnosticados con Toxoplasmosis (Tx; n=1),
Leishmaniasis (Ls; n=1), Leptospirosis (Lp; n=1), Dengue (Dn; n=3) vy
Neurocysticercocys (Nc; n=1). Los sueros fueron gentilmente donados por los
Laboratorios de Malaria (Dra. Dionicia Gamboa y Dra. Katherine Torres).

5.2.2.- Antigenos

La proteina recombinante PFIMSP10 (rMSP10) obtenida en el capitulo 3 de esta tesis
abarca desde los 27 hasta 506 aa, los péptidos PfMSP10-1: NMNNEKNDNKDNKDC,
PfMSP10-2: CERKNQKAPPGEHKP correspondientes a la region NH2- y regién media
de la proteina PFMSP10 y descritas en el capitulo 4 fueron utilizados. Adicionalmente se
utilizé, para los ensayos de ELISA, la proteina recombinante PvMSP1 de 25kDa

expresada en E.coli purificada y renaturada (MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA).

5.2.3.- Ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos (igG total) en sueros de
pacientes infectados con P.falciparum y P.vivax

Un total de 100 uL de proteina o péptido a una concentracion de 0.5 o0 4ug/mL en solucién
pH 7.4, fueron fijados en una placa de ELISA-High Binding plates (CostarTM, BioRad,
Hercules, CA, USA), luego las placas fueron incubadas toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente las placas fueron lavadas una vez con PBS-T (NaH2PO4 0.15 M; Na;HPO4 0.15
M, NaCl 0.5 M; Tween 20 al 0.05%) y se agreg6 la solucién de bloqueo (PBS + 0.1%
BSA). Las placas fueron incubadas durante una hora y luego lavadas tres veces con PBS-
T. Un total de 100 pL de suero diluido 1:100 en PBS-T + 1.5% de leche descremada fue
agregado al pocillo, las placas fueron incubadas por una hora y lavadas 4 veces con PBS-
T. Seguidamente, anti-IgG human antibody (HRP-anti-IgG) (Jackson Immuno Research,
West Grove, PA, USA) diluido 1:2,000 en PBS-T fue afiadido en la placa y esta fue
incubada por una hora, para luego ser lavada 3 veces con PBS-T. Se agreg6 100 pL de
una solucion reveladora de 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) y se permitié que
reaccionara durante 7 minutos, luego la reaccion fue detenida agregando 50 pL de HCI
0.25 M. Finalmente la placa fue lavada con PBS-T y leida en un lector de ELISA iIMARK
TM microplate-reader (BioRad, Hercules, CA, USA) a 450nm para obtener valore de OD.

5.2.4.- Analisis estadistico
Cada suero de paciente fue leido por triplicado. Los sueros sero-reactivos fueron aquellos

que generaron un OD mayor que el promedio mas 3 desviaciones estandares (DE) de la
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reactividad obtenida en los sueros de donadores sanos, este valor fue denominado cut-off
(punto de corte). Los sero-reactivos fueron divididos en 2 grupos en donde un valor de
OD, 3 veces mayor al cut-off se consideré como “Alta sero-reactividad” 'y el grupo de

“Baja sero-reactividad” con ODs mayores al cut-off pero menores a los de alta
reactividad. La prueba de Mann-Whitney fue utilizada para comparar las diferencias
entre los OD de los grupos. Prueba de Fisher exacta (Tablas de 2 x 2) fue utilizada para
comparar diferencias entre las proporciones de sero-reactividad de los grupos. Un valor
p < 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. El analisis estadistico y el
OD de las diferentes muestras fueron graficadas utilizando el programa (GraphPad Prism,
Version 3.0, San Diego, CA, USA).

5.3.- Resultados

Se evaluo la reactividad de los sueros de individuos infectados con P.falciparumy P.vivax
a 2 péptidos de la proteina PFIMSP10 (PfMSP10-1, -2 y 1+2 (mezcla de péptidos)), una
proteina recombinante total de PFMSP10 (rMSP10) y se utiliz6 la proteina PvMSP1 como
un control de comparacién en los sueros de individuos infectados con P.vivax. El grupo
de individuos infectados con P.falciparum se clasificaron como pacientes sintomaticos

(Sym) y asintomaticos (Asy).

5.3.1.- Sero-reactividad a los antigenos

La proporcidon de sueros reactivos fue similar entre Sym vs Asy para todos los antigenos
evaluados (Tabla 5.1), se obtuvo una escala de reactividad para los antigenos relacionados
con PfMSP10 de P.falciparum: PfIMSP10-1 < 1+2 < PfMSP10-2 < rMSP10. Para el
antigeno de P.vivax (PvMSP1) con los sueros de Sym vs Asy de P.falciparum se
obtuvieron valores entre 83.3 y 95.8% de sueros reactivos respectivamente. Al considerar
al grupo de Sym y Asy como un nuevo grupo (P.falciparum) se comparé a los sueros
reactivos de P.vivax frente a los antigenos, se obtuvo una diferencia de proporcién para
PfMSP10-2 y PIMSP10-1+ PfMSP10-2 (p < 0,0001). La proporcion de sero- reactivos
fue similar en pacientes infectados con P.falciparum y P.vivax y de en baja proporcién
frente a PFMSP10-1 (11.1 y 8.3 % respectivamente). Mientras tanto esta fue en alta
proporcién para rMSP10 con 96.3% para el grupo P.falciparum y 86.7% para el grupo
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P.vivax; y para PvMSP1 fue de 88.8% para P.falciparum y 100% para el grupo de

P.vivax.

5.3.2.- Niveles de 1gG a los antigenos

Tras establecer el nUmero de sero-reactivos, se determinaron los niveles de IgG totales
de los grupos frente a los péptidos (figura 5.1). Para PFIMSP10-1 no se encontraron
diferencias entre los grupos de P.falciparum y P.vivax, mientras que para PfMSP10-2 y
PfMSP10-1+ PfMSP10-2 sus niveles de 1gG (Grupos P.falciparum) fueron mayores al

grupo de sueros de pacientes infectados con P.vivax (P < 0,0001).
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Tabla 5.1.- Sero-reactividad de individuos sintomaticos y asintomaticos infectados con P.falciparum y con P.vivax frente a los

antigenos recombinantes y péptidos obtenidos en este trabajo.

Antigeno
Grupos PfMSP10-1 PfMSP10-2 1+2 rMSP10 PVvMSP1
Sym 4/30 (13.3%) 13/30 (43.3%)  15/30(50.0%) 28/30 (93.3%) 25/30 (83.3%)
Asy 2124 (4.2%) 14/24 (58.3%)  11/24 (45.8%) 24/24 (100%) 23/24 (95.8%)
p(Fisher test) ns ns ns ns ns
P.falciparum (Sym +  6/54 (11.1%) 27/54 (50%)  26/54 (48.1%) 52/54 (96.3%) 48/54 (88.8%)

Asy)

P.vivax

Cut-off
p(Fisher test)

430 (8.3%)

0.60

ns

2/30 (6.7%)

0.53
0.0001*

1/30 (3.3%)

0.40
0.0001*

26/30 (86.7%)  30/30 (100%)
0.23 0.11
ns ns

*se muestran las relaciones significativas.
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Figura 5.1.- Niveles de IgG Total de los grupos Sintomaticos (Pfal Sym) y Asintomaticos
(Pfal Asy) para P.falciparum y el grupo de P.vivax frente a los péptidos PfMSP10-1 (A),
PfMSP10-2 (B) y 1+2 (C). La linea horizontal punteada indica el cut-off calculado. La barra
horizontal al centro de cada grupo indica la mediana del mismo.
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Los niveles de IgG frente a los antigenos se presentan en la figura 5.2, al igual que PfMSP10-
2, se encontraron diferencias entre los titulos de anticuerpos entre los grupos. Niveles
elevados fue presentado para el grupo de P.falciparum frente a rMSP10 (P < 0,0001) vs el
grupo de P.vivax. Utilizando el antigeno PvMSP10 se obtuvo niveles elevados de 1gG (P <

0,0001) con los sueros del grupo de P.vivax frente a los sueros de pacientes infectados con

P.falciparum.
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Figura 5.2.- Niveles de 1gG Total de los grupos Sintomaticos (Pfal Sym) y Asintomaticos (Pfal Asy) para
P.falciparum vy el grupo de P.vivax frente a larMSP10 (A) y PvMSP1 (B). La linea horizontal punteada indica
el cut-off calculado. La barra horizontal al centro de cada grupo indica la mediana del mismo.

5.3.3.-Niveles de sero-reactividad
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Del total de sueros sero-reactivos, estos se clasificaron en funcion a sus niveles de sero-reactividad
como “Bajo” y “Alto” frente a cada antigeno para determinar una asociacion estadistica entre el nivel
de reactividad y el grupo (Tabla 5.2). Luego de realizar esta clasificacion se determind una baja sero-
reactividad para 23 de 27 sueros reactivos frente a PfMSP10-2 en el grupo P.falciparum, sin embargo
esto no fue significativo frente al nimero de sueros sero-reactivos a este antigeno en el grupo P.vivax.
Se identifico una asociacion entre alta sero-reactividad (50/52) y el grupo P.falciparum (p = 0.0001).
No se detectd una asociacion entre los niveles de sero-reactividad de PvMSP1 y el grupo de P.vivax.

Tabla 5.2.- Nimero de sueros positivos a los diferentes antigenos, agrupados segun su
sero-reactividad y su relacion con la infeccion a P.falciparum y P.vivax.

Antigeno Sero- P.falciparu P.vivax p(Fisher test)

reactividad m (Sym +

Asy)

PfMSP10- Alta 0 0
1

Baja 6 4 ns
PfMSP10- Alta 4 0
2

Baja 23 2 ns
142 Alta 11 0

Baja 15 1 ns
rMSP10 Alta 50 12

Baja 2 14 0.0001
PvMSP1 Alta 39 29

Baja 9 1 ns

5.3.4.-Alineamiento de PfMSP10 y PvMSP10

La reactividad de PfMSP10 presentd niveles altos de IgG en individuos infectados con P.falciparum; mientras
que existieron 12 sueros del grupo de P.vivax que reaccionaron con niveles altos a rMSP10. Esto nos indicaria
la existencia de una posible reaccién cruzada, por lo que se decidi6 analizar las secuencias de aminoécidos de
las proteinas PFMSP10 del capitulo 3 y PvMSP10 (Genbank: XP_001616217.1) de P.vivax para determinar

secuencias de aminoacidos en comun (Figura 5.3).
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Figura 5.3.- Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PfMSP10 y PvMSP10. Se muestran las regiones
de las secuencias de PfMSP10 en base a la informacion tomada de Black et al (12) y Pacheco et al (10). En
cuadros se encuentran el péptido sefial, la secuencia repetitiva, dominios EGF —like y GPI. En letras subrayadas
y cursivas se encuentran los péptidos seleccionados. En negrita al zona predicha por Black et al (12) para el
clivaje de la proteina PfMSP10 que da origen a un proteina de 36kDa.
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Luego del alineamiento de las proteinas se identificaron dos regiones de aminoacidos con
una alta identidad entre ambas proteinas. En la region NH2- terminal, el péptido sefial y luego
en la region COOH terminal para PFMSP10, la region desde Ala364 hasta la 1s0525 (161 aa)
y para PvMSP10 desde Ala317 hasta Fen479 (162 aa). Estas regiones abarcan los 2 dominios
EGF y la zona de insercion de GPI. En la Figura 5.3 también se ubicaron la secuencia de los
péptidos de PFMSP10 (PfMSP10-1 y -2) y estos no presentaron identidad con PvMSP10.

5.3.5.- Ensayos de reactividad cruzada frente a sueros de individuos infectados con
otros virus y bacterias.
La reactividad cruzada de rMSP10 frente a sueros de individuos infectados con otros

patdgenos distintos al género Plasmodium spp fue realizada. Ninguna reaccion fue observada
frente a sueros de Toxoplasma, Neurocisticercosis y Dengue (s6lo uno de los tres sueros
presento reaccion); sin embargo, una sefial fue detectada para los sueros de pacientes
infectados con Leishmaniasis y Leptospirosis (Figura 5.4). Cuando se evaluaron los péptidos
s6lo PFMSP10-3 presentd reactividad cruzada a todos los sueros empleados (Figura 5.5).
Ninguna reaccion fue observada cuando se evaluaron rMSP10, PfMSP10-1 y PfMSP10-2

frente a sueros de individuos sanos endémicos y no endémicos (Figuras 5.6).
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Figura 5.4.- Ensayos de reaccion cruzada de rMSP10 frente a sueros de individuos infectados con patégenos no-
Plasmodium spp y suero de individuos endémicos. Niveles totales de IgG de individuos sintomaticos (Pfal Sym) y
asintomaticos (Pfal Asym) infectados con P.falciparum. HDend: Suero de individuo sano endémico para Malaria; Tx:
Toxoplasmosis; Ls: Leishmaniasis; Lp: Leptospirosis; Nc: Neurocisticercocys and Dn: Dengue. La linea horizontal
punteada indica el cut-off. La linea horizontal ubicada en cada grupo representa la mediana.
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Figura 5.5.- Reactividad de los péptidos PfMSP10-1, PFMSP10-2 y PfMSP10-3 frente a sueros de
pacientes infectados con otros patégenos. Tx:Toxoplasmosis; Ls:Leishmaniasis; Lp:Letospirosis; Nc:
Neurocisticercosis and Dn: Dengue. Las lineas punteadas horizontales representan el cut-off del ensayo. Las
lineas horizontales de cada grupo representan la media de los datos.
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Figura 5.6.- Reactividad de los péptidos PfMSP10-1, PFMSP10-2 y PfMSP10-3 frente a sueros de
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representa el cut-off del ensayo. Las lineas horizontales de cada grupo representan la media de los datos.
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5.4.- Discusion

Este estudio presentd la sero-reactividad de 54 sueros de individuos infectados con
P.falciparum (agrupados como sintomaticos (Sym) y asintomaticos (Asy)) hacia péptidos
(PfMSP10-1 y -2) y la proteina recombinante de PfMSP10 (rMSP10). No se observo una
reactividad preferencial entre sueros de individuos Sym vs Asy hacia PfMSP10,
corroborando lo encontrado por Torres et al en sueros de individuos de la misma regién (9).
Dos estudios llevados a cabo en la region Amazonica, reportaron una respuesta diferencial
utilizando la proteina PFMSP1 (una proteina con regiones similares a PFIMSP10) y cuyos
niveles altos de sero-reactividad se asociaba a los individuos asintomaticos (9, 13), esto
indicaria que PfMSP10 estaria jugando un rol diferencial en la inmunidad frente a
P.falciparum, tal y como se ha demostrado para PFIMSP1 (14, 15).

PfMSP10 -1 (Asn57-Asp70) es un péptido que se encuentra ubicado cerca del lado amino
terminal, proximo al péptido sefial y presentd una sero-reactividad similar estadisticamente,
entre los grupos de P.falciparum y P.vivax con valores de 11.1% y de 8.3% respectivamente..
Sin embargo no se encontr6 identidad cuando se alinearon PvMSP10 y PfMSP10. Lyon et al
(16), report6 que anticuerpos aislados de pacientes curados de P.falciparum no reaccionaron
frente a un fragmento de PFMSP1 que abarcaba desde el aminoécido 35 hasta el 141, estas
regiones era una zona intermedia entre el final del péptido sefial y el inicio de las secuencias
repetitivas caracteristicas de PFMSPL1, por lo que la funcién de la zona amino terminal tendria
un tiempo de exposicién corto y tampoco estaria relacionada con la unién al glébulo rojo
(17) . El péptido PFMSP10 -2 (Glu306-Pro319) se ubica dentro de la region central e indicada
como la potencial zona de clivaje de la proteina PFMSP10 y su sero-reactividad fue similar
entre Sym vs Asy (43.3% y 58.3%); sin embargo al compararse el grupo P.falciparum frente
a los sueros de P.vivax se presentd diferencias (50% vs 6.7%), esto se deberia a que es
secuencia Unica y estaria expuesta formando parte de la forma clivada de PfMSP10
(PfMSP10-36kDa), la cual es expuesta y reconocida por sueros de pacientes infectados (12),
de forma similar al fragmento de 19kDa asociado a PfIMSP1 (PfMSP1-19kDa) el cual es
ampliamente utilizado como marcador serologico. De forma adicional PFMSP10-2 se

encuentra en la region central de la proteina PFIMSP10 que fue una de las més reactivas ante
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sueros de pacientes infectados con P.falciparum (12, 17) y estaria implicada en la adherencia
al glébulo rojo (17).

Los niveles de anticuerpos presentados para rMSP10 y PFMSP10-2 fueron elevados en sueros
de individuos infectados con P.falciparum (Sym y Asy) a diferencia de los infectados con
P.vivax. Los valores de medianas obtenidas con rMSP10 para el grupo Sym fueron de 2.49
y para Asym fue de 2.46 a diferencia de los sueros de P.vivax que fueron menores con una
mediana de 0.62. Esto nos indica los altos niveles de reactividad que evocan, por lo menos
para rMSP10, el cual puede deberse a la region con los dominios EGF propios de los PFMSPs
y al posible plegamiento adecuado que esta posee (12), ya que el sistema para la expresion
de rMSP10 fueron las células Sf9, en las cuales se expresé de forma integral la proteina
PfMSP10 (Capitulo 3). Las medianas obtenidas para PfMSP10-2 fueron altas (Sym (0.31);
Asym (0.77)) comparados con la mediana del grupo P.vivax (0.06). Estudios con péptidos de
proteinas de P.falciparum se han reportado previamente y el méas utilizado para determinar
infeccion previa de P.falciparum es el relacionado con la proteina CSP (Proteina del
circumesporozoito), la cual utiliza un péptido (NANP)9 (18), esto nos indica que existen
epitopes lineales que forman parte del repertorio antigénico de P.falciparum.

Se encontr6 una asociacion entre los altos niveles de seroreactividad a rMSP10 y los sueros
de P.falciparum (p= 0.0001, tabla 5.2) sobre los sueros de P.vivax, estos niveles puedes
deberse a una mayor cantidad de anticuerpos en los sueros que reconocen epitopes
conformacionales mas que los lineales (12), estos epitopes conformacionales se darian por la
presencia de los dominios EGF y los enlaces di-sulfuro que forman parte de estos dominios;
asi como también a las modificaciones postraduccionales generadas durante la produccion
en células Sf9.

Existieron 26/30 sueros de individuos infectados con parasitos P.vivax gque reaccionaron a
rMSP10 y de los cuales 12 presentaron alta sero-reactividad. Para verificar esto, se alinearon
las proteinas PfMSP10 de P.falciparum y PvMSP10 de P.vivax, y se encontr6 la region
homologa entre ambas secuencias de proteinas, la region correspondiente a los dominios EGF
y la zona de insercion de GPI, estas presentaron hasta un 58% de identidad. Se sabe los
dominios EGF son conservados entre las especies de Plasmodium (12) y en especial entre

los genes MSP10s de P.falciparum y P.vivax (10). Una aparente reaccién cruzada por parte
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de la proteina rMSP10 a sueros de individuos infectados con P.vivax puede explicarse en
parte por la presencia de anticuerpos circulantes producto de una exposicion a P.falciparum,
esto si tomamos en cuenta el tiempo de permanencia de anticuerpos circulantes en nuestra
region (18 meses) para P.falciparum (22) y de infecciones sub-microscépicas (presentandose
como coinfecciones) (11) que explicaria los 12/26 sueros reactivos de P.vivax tuvieran
reactividad “Alta”; sin embargo, también posibles epitopes de P.vivax puede estar evocando
una proteccion cruzada frente a P.falciparum (23) lo que explicaria que 14/26 sueros P.vivax
tuvieran reactividad “Baja” (Tabla 5.2), ante esto se debe considerar la evaluacion de estas
herramientas serologicas en individuos jovenes, viajeros y pacientes experimentalmente
expuestos (19) con el fin de descartar posibles factores de reactividad relacionados al
contexto natural antes de continuar con su validacion en campo y considerar 0 no su
reactividad cruzada como criterio de inclusion dentro de los monitoreos.

Se daria un reconocimiento tanto de epitopes lineales (PfMSP10-2) y conformacionales
(rMSP10) tal y como seria enunciado para las antigenos basados en MSPs (12, 15, 19), para
los sueros de pacientes infectados con P.falciparum; sin embargo dicho reconocimiento de
epitopes conformacionales permitiria la posibilidad de reconocer proteinas similares como
PVMSP10 en pacientes infectados con P.vivax y mas en una region geografica en donde
ambos parasitos circulan. Hallazgos de reaccion cruzada se han dado en regiones similares a
la Amazonia Peruana con las proteinas MSP1 en China-Myanmar (20) y MSP5 en Indonesia
(21). También esta la posibilidad de que exista una reaccién cruzada entre familias de MSPs
propias de P.falciparum como el caso de PfMSP8 (10), ademas existen estudios en la
Amazonia peruana en donde indican que los titulos contra MSP1-19kDa puede mantenerse
durante 4 meses (22). Esto explicaria la presencia de niveles de 1gG total en el grupo de
P.falciparum (88.8% de seroreactivos) frente al antigeno PvMSP1.

Nagao et al (23), reportd resultados de inhibicion de crecimiento de cultivos de P.falciparum
frente a sueros de pacientes infectados con P.vivax experimentalmente forma experimental,
indicando que esto puede darse en regiones en donde ambas especies coexisten, por lo que
titulos de anticuerpos para proteinas de ambos parasitos podria existir de forma frecuente;

sin embargo, mas estudios son requeridos.
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Nuevos estudios con la proteina PvMSP10 permitird evaluarlos con estos sueros en ensayos
de ELISAs competitivos para determinar si realmente existen anticuerpos de reaccion
cruzada entre ambas proteinas, ademas de ser validados a nivel poblacional, tal como se
propone para los actuales candidatos mundiales a bio-marcadores para serovigilancia de
P.falciparum como PfCSP, PfMSP1-19kDa, PfMSP3 y PFAMA-1; también cabe sefialar que
estas proteinas poseen valores de homologia con proteinas de P.vivax que son de 25%, 45%,
51% y 21% respectivamente.

Llamo la atencion que la mediana de los ODs registrada en nuestros ensayos para rMSP10
fue de 2.5 con diluciones de suero de 1:100; cuando se compararon estos resultados con los
de Black et al este obtiene un OD méaximo de 0.6 con sueros diluidos 1:500. Este puede ser
una simple diferencia técnica; sin embargo se ha reportado que el uso de diferentes fuentes
antigénicas (procariotas u eucariotas) puede tener un impacto en la presentacion de epitopes
conformacionales u modificaciones postraduccionales que influyan en este reconocimiento
en P.falciparum (24-26). Para esta comparacion, es importante recordar que rMSP10 es una
proteina obtenida a partir de una expresion heteréloga en células de insecto —Sf9, mientras
que Black et al expreso la region carboxilo terminal de PFMSP10 en Escherichia coli, esto
puede haber tenido un impacto en los altos niveles de respuesta reportados en este estudio.
Por otro lado, un estudio de comparacién se llevd a cabo para PvMSP1 con sueros de
pacientes de Brasil y la fuente de antigeno (procariota y eucariota); sin encontrar diferencias
entre los OD obtenidos de los sueros frente a los antigenos (27). Es importante también tener
en cuenta la factibilidad de la produccién a gran escala, que ofrecen los sistemas eucariotas
(células de insecto, Pichia pastoris, células mamiferas, Saccharomyses cerevisae, entre
otras).

Nuestros resultados revelaron que la proteina rMSP10 presento reactividad cruzada cuando
fue evaluada frente a sueros de pacientes infectados con Leishmaniasis y Leptospirosis. Estos
hallazgos son inciertos ya que no se encontraron secuencias en comun entre rMSP10 y otras
proteinas del genoma de los patégenos empleando herramientas bioinformaticas como el
BLASTp (Figura 5.7); sin embargo, no se podria descartar la posibilidad de epitopes
conformacionales en comun, por lo que la aplicacion de rMSP10 en el desarrollo de futuras

herramientas de serovigilancia debe considerar la prevalencia de casos de Leishmaniasis y

136



Leptospirosis en la region. Para el caso de los péptidos PFMSP10-1 y -2 demostraron ser
especificos para los sueros de pacientes infectados con P.falciparum.
Leishmania (taxid:5658)
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Figura 5.7. Resultados de andlisis de BLASTp empleando la secuencias de aminoacidos de PfMSP10
contra las secuencias proteicas de Leishmania (taxid:5658) y Leptospira (taxid:37387). Evaluado en Marzo
del afio 2019.

La proteina rMSP10 presentd una alta sero-reactividad con los sueros de individuos infectados con
P.falciparum (sintomaticos y asintomaticos en igual reactividad) provenientes de la Amazonia
peruana; sin embargo se debe tener en cuenta la existencia de una reactividad cruzada entre proteinas
de P.vivax (PvMSP10) o de P.falciparum (PfMSP8), para esto se puede considerar el uso de péptidos
o fragmentos de la proteina comprendidas a partir de la Glutamina en la posiciéon 306 de PfMSP10
para el desarrollo de herramientas sero-epidemiolégicas. Futuros ensayos de reactividad cruzada
deben ser realizados, definir el impacto de los polimorfismos muy poco reportados para PfMSP10,
estudios de seguimiento para determinar la cinética y duracién de estos titulos de anticuerpos frente

a rMSP10 en pacientes naturalmente infectados con P.falciparum en el Perd.
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CAPITULO 6

6.1.- DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En esta tesis se estudiaron 3 proteinas del parasito P.falciparum y sus contribuciones en la bisqueda
de marcadores serolégicos, mediante el disefio de péptidos y expresion heteréloga en células de

insecto.

El presente trabajo empezé por identificar a estas potenciales proteinas, para lo cual se realiz6 una
revision bibliogréfica (capitulo 2) sobre la sero-reactividad de antigenos de P.falciparum ensayados
en sueros de pacientes infectados con P.falciparum en el Per( y se identificd a PFMSP10, PfRh2b y
EBA175 como principales antigenos reactivos. Es importante mencionar que se tuvo en cuenta el
factor de la diversidad genética de estas proteinas, la cual influye en la inmunidad, principal motivo
por el cual hasta ahora no ha funcionado correctamente una vacuna contra la malaria, ya que una
misma poblacion no puede generar respuesta de anticuerpos de forma homogénea ante un antigeno
gue presente variedades genéticas (71). La conservacion genética de PFMSP10 de aproximadamente
60kDa (72) y la baja diversidad de PfRh2b (52), son las principales caracteristicas que se tomaron en
cuenta para seleccionar ambas proteinas. Se tuvo en cuenta que la proteina PfRh2b pasa por un
proceso de maduracion que termina con un segmento de S6kDa denominado “Region unica” el cual
fue considerada para su expresion (52). Las proteinas identificadas deberian ser consideradas para el
desarrollo de potenciales herramientas de diagndstico, como el caso de PfMSP10y PfRh2b ya que al
ser proteinas expuestas de P.falciparum pueden permanecer un tiempo en la sangre del paciente y ser

detectadas de forma oportuna.

En el capitulo 3 se logro expresar la proteina completa de PFMSP10 (excluyendo el péptido sefial y
la region transmembrana y se denomind rMSP10), luego de un paso previo de optimizacién de
codones se logré su expresion en células de insecto Sf9, obteniendo asi rMSP10 la cual Gnicamente
habia sido clonada y expresada por partes en sistemas de expresion bacterianas (73). También se
presenta la clonacion y expresion en células de insecto de la region Unica de PfRh2b, cuya secuencia
genética correspondia a un aislado nativo de P.falciparum y se demostré también su sero-reactividad
en sueros de pacientes infectados el cual Unicamente habia sido clonado y expresado en bacterias

como la Escherichia coli (67). La importancia del correcto plegamiento de las proteinas es discutido
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como una ventaja cuando se emplea el sistema de expresion en células de insecto sobre los sistemas

de expresion bacterianos (24, 71, 74, 75).

La baja reactividad de la forma recombinante de EBAL175 (rEBAL75) ante el panel de sueros de
pacientes puede deberse a regiones de la proteina gue no necesariamente son inmunogénicas en los
pacientes, a pesar de haber logrado su correcta expresion en células Sf9 (Anexos en el capitulo 3).
Otro factor de esta falta de reactividad de rEBAL75 estaria dado por el tiempo de vida corto que
tendrian los anticuerpos frente esta proteina, los cuales podrian estar involucrados probablemente en
los procesos de proteccion frente al parasito, ya que altos titulos de anticuerpos han sido relacionados
a la proteccion ante P.falciparum (67, 70, 76). Son necesarios méas estudios para comprobar esta

relacion en nuestra region.

En el capitulo 4 se presentaron los pardmetros para el disefio de péptidos como una alternativa para
producir anticuerpos costo-efectivos para los estudios de caracterizacion los cuales son una demanda
existente para proteinas nuevas (77). De esta forma, mediante la combinacién del uso de software
libres y de relativo acceso, asi como la estandarizacion de diferentes pardmetros, se tomd la secuencia
de la proteina PFMSP10 y se disefiaron 3 péptidos para producir sueros hiper-inmunes en conejos.
Estos anticuerpos policlonales posteriormente demostraron reactividad ante la proteina recombinante
(rMSP10) y lisados de cultivos parasitarios de P.falciparum. En los experimentos suplementarios del
capitulo 5, de los 9 péptidos (3 por cada proteina PFMSP10, PfRH2B y PfEBAL75) producidos sélo
2 péptidos disefiados (MSP10-1 y MSP10-2) presentaron reactividad frente a sueros de pacientes.
Para el caso de RH2B y EBAL75, los péptidos no reaccionaron debido a riesgos del disefio como
zonas de modificaciones postraduccionales, sin embargo estos péptidos fueron inmunogénicos ya que
produjeron anticuerpos en conejo y esta falta de reactividad a sueros de pacientes podria deberse a la
baja cantidad de anticuerpos presentes en el suero de los individuos infectados con P.falciparum

especificos para estas proteinas (67, 70, 76).

Finalmente, en el capitulo 5 se realizaron ensayos de ELISA con la rMSP10 descrita en el capitulo 3;
y 2 de los péptidos descritos en el capitulo 4. Se demostré una alta sero-reactividad de los sueros de
individuos infectados con P.falciparum (en presencia y ausencia de sintomas), utilizando la proteina
rMSP10, la alta sero-reactividad se deberia a la region conocida como los dominios EGF presentes
en la proteina (72, 73). De forma adicional rMSP10 puede ser utilizado para discriminar sueros de

individuos infectados con P.falciparum sobre los sueros de individuos infectados con P.vivax,
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teniendo en cuenta los niveles de respuesta; sin embargo esto debe ser profundizado mediante ensayos

posteriores

El hospedero humano en la regién Amazonica ha desarrollado una inmunidad clinica y por esto se
observa un gran porcentaje de individuos infectados con Plasmodium spp pero asintomaticos, los
cuales desarrollaron anticuerpos (7, 67) de forma rapida (un periodo corto de tiempo) (68) frente a
proteinas parasitarias, lo cual les ayuda a controlar por si mismos la infeccion y no desarrollar los
sintomas caracteristicos de la malaria. Sin embargo, el problema que se genera con esto, es que estos
individuos asintomaticos no asistirdn a un puesto de salud, por lo tanto no seran tratados y se
convertirdn en reservorios silenciosos de la enfermedad, complicandose en mujeres gestantes
(poblacidn de alto riesgo) tal como reportan algunos estudios (44). Mediante la informacion recabada
de los diferentes estudios realizadas en la region Amazonica, en base a la sero-reactividad de
antigenos parasitarios sumados a criterios de diversidad genética y criterios técnicos de produccion
de proteinas recombinantes, se pudo identificar hasta 3 proteinas candidatas a ser evaluadas como
marcadores seroldgicos. Ya que un seromarcador es aquel antigeno que puede ser utilizado para
monitorear, en base a titulos de anticuerpos, si en una region los programas de control estan
correctamente dirigidos (22) y se obtiene una ventaja si esta es una proteina de superficie parasitaria
como el caso de las proteinas de superficie del merozoito (MSPs) ya que estudios recientes indican
gue pueden ser predictores de la complicacion de la malaria en poblaciones con poca experiencia

inmune (78).

PfMSP10 fue expresada utilizando el sistema de células de insecto—Sf9, el cual presenta amplias
ventajas frente al sistema bacteriano (24, 75). De igual forma se disefiaron péptidos que fueron
utilizados para ensayos de ELISA empleando sueros de individuos infectados los cuales mostraron
alta sero-reactividad, principal caracteristica de un potencial marcador seroldgico (22). Con estos
hallazgos se puede considerar a rMSP10 como una proteina candidata a marcador serol6gico al
presentar altos niveles de reactividad en sueros de individuos clasificados como sintomaticos y
asintomaticos infectados con P.falciparum, estableciéndose los primeros pasos hacia el cumplimiento
de la demanda por herramientas para sero-vigilancia como parte de los programas de control en la
region Amazonica contra la malaria falciparum (3). Segun las evidencias presentadas en este trabajo,
proponemos un modelo tedrico para la bisqueda y evaluacion de potenciales marcadores serol6gicos

a partir de proteinas de los parasitos P.falciparum en la Amazonia Peruana (Figura 6.1).
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Figura 6.1.- Modelo tedrico para la bisqueda y evaluacion de marcadores serolégicos contra las proteinas de los parasitos
P.falciparum en la amazonia peruana. Las lineas continuas unen los conceptos obtenidos en base a las evidencias
presentadas en esta tesis y las lineas discontinuas en base a otros estudios realizados en la region amazdnica. En negrita se
encuentran los conceptos manejados sobre P.falciparum en la amazonia peruana de esta tesis.
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En el presente trabajo de investigacién se logro la sintesis de una proteina (rMSP10) y de un péptido
(MSP10-2) los cuales presentaron caracteristicas de fuerte reactividad en sueros de pacientes
infectados con P.falciparum y baja reactividad a sueros de pacientes infectados con P.vivax. Ademas
cabe resaltar la falta de reactividad del péptido frente a sueros de pacientes infectados con Leishmania,

Leptospira, Dengue, Neurocisticercosis y Toxoplasma.

Esto es importante ya que tendriamos dos antigenos candidatos para el futuro desarrollo de una
prueba de diagndstico rapida para infecciones con P.falciparum, utilizando el sistema de DIGFA (dot
immunogold filtration assay). También se logré obtener un lote de anticuerpos policlonales que
reconocen la proteina MSP10 a partir de una secuencia de péptido de P.falciparum que present6
capacidad de inhibicion de la invasion de P.falciparum en condiciones in vitro, Villasis Elizabeth.,
Tesis para optar el grado de Maestria en Microbiologia UPCH). Esto nos indicaria que anticuerpos
frente a este péptido o region de la proteina MSP10 de P.falciparum podria ser considerado como una

potencial sub-unidad de una futura vacuna contra P.falciparum.

Con la proteina recombinante (rMSP10) se puede considerar estudios de respuesta serolégica como
marcadores de exposicion evaluando: la reciente exposicion a la enfermedad, la edad del paciente e
informacidn de seguimiento (cohorte); similar a un estudio realizado de forma reciente en laamazonia
peruana utilizando rMSP10 para P.vivax que demostr6 ser un buen predictor de la exposicion de la
enfermedad; se describié un ensayo con rMSP10 (expresada en células mamiferos); sin embargo el
namero limitado de muestras para P.falciparum no permitio inferir resultados mas que la asociacion
encontrada entre la exposicion en pacientes menores de 15 afios (81). Sin embargo, vale la pena
indicar que segln nuestros resultados rMSP10 presentaria reactividad cruzada frente a sueros de
pacientes infectados con el parasito Leishmania y la bacteria Leptospira, por lo que se hacen
necesarios mas estudios para considerar su uso en regiones en donde se registren casos con estos dos

patdgenos.

Una respuesta ideal de anticuerpos para monitorear la transmision debe ser aquella que persista por
algunos meses para zonas de baja y moderada transmision. Ya que una variacion hacia el descenso
en estos niveles indicaria un incremento en el riesgo de provocar malaria clinica o una re-emergencia
de la enfermedad, estudios de este tipo pueden ser considerados para la proteina rMSP10. En zonas
de baja transmision de la malaria, como la region Amazénica peruana, se esta presentando la

necesidad de implementar estrategias particulares, como la deteccion de individuos infectados con
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malaria pero asintomaticos, asi como de individuos expuestos a la enfermedad. Para esto se necesita
el desarrollo de nuevas estrategias y herramientas (1), que involucren métodos de deteccién con alta
sensibilidad para la deteccidn de bajas parasitemias (superior al limite de deteccidn de la microscopia
y PDR) y también que permitan identificar focos de exposicién para orientar a los programas de
control. Futuros disefios de pruebas de deteccidn de anticuerpos empleando rMSP10 pueden ser de
gran utilidad para contribuir a la identificacién en la region de estos focos de reciente trasmision de
lamalariay é&reas libres de malaria para vigilar una posible re-introduccién, sobre todo en poblaciones

0 regiones con transmision muy baja que ya estén entrando en etapa de eliminacion.

Herramientas de diagndstico basadas en oligonucleétidos del gen MSP10 se encuentran en desarrollo
para P.vivax y estan siendo evaluadas en nuestra region (82) lo que demuestra el potencial uso
diagnostico de PfMSP10 en el campo de la malaria.

Los productos obtenidos del trabajo seran sometidos a propiedad intelectual: Los plasmidos que
originaron a rMSP10 seran depositados en el repositorio Addgene (Cambridge, MA, USA) (83) para
su acceso y uso por la comunidad cientifica internacional, de la misma forma la proteina rMSP10 y
su aplicacién seroldgica serd sometido a patente tal y como otros grupos alrededor del mundo han
solicitado para rMSP4 y rMSP5 de P.falciparum (Recombinant plasmodium falciparum merozoite
surface proteins 4 and 5 and their use WO 2007060550 A2) (84), en la actualidad sélo se encuentra
disponible de forma comercial la proteina MSP10 expresada en levadura y bacteria (Bioclone
Inc.)(85), lo versatil de la produccion de rMSP10 obtenida en este estudio es su facilidad de obtencién
ya que el ser obtenidas a partir de células Sf9 puede reproducirse en cualquier laboratorio que tenga
condiciones estandares de cultivos. Finalmente los péptidos y anticuerpos como sus aplicaciones
seran sometidos a estudios de materia patentable, teniendo como precedente las patentes de
anticuerpos otorgadas a grupos de investigacion internacionales que realizan investigaciones en
malaria (Novel anti-plasmodium parasite antibodies (EP 2692357 Al)) (86)).
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6.1.1.- Recomendaciones

Esta tesis puede dar origen a distintos estudios dentro del campo de la malaria causada por P.
falciparum. Desde investigacion basica, como ensayos de funcionalidad de las proteinas (proteina
total rMSP10), estudios de diversidad genética focalizados en las zonas de interés (Fernandez, Carlos;
Tesis de maestria en Bioguimica y Biologia Molecular — UPCH) y ensayos de estimulacion in vitro
de PBMCs de individuos infectados con P. falciparum. Ensayos de investigacion aplicados como el
uso de los péptidos identificados para sistemas y/o ensayos automatizados en formato “beads”
empleando la tecnologia LUMINEX, estudios de validacion de los péptidos de msp10 y rMSP10
como marcadores serologicos en estudios tipo cohorte de pacientes en la Region Amazdnica con el
fin de ver cambios en la transmision. Uso de los anticuerpos obtenidos para llevar a cabo ensayos de
blogueo del proceso de invasién de P.falciparum en condiciones in vitro (Villasis, Elizabeth; Tesis
de maestria en Microbiologia - UPCH). Sin dejar de lado la aplicacion de la tecnologia de baculovirus
para la expresion de proteinas de P.vivax (Garro, Katherine; Tesis de maestria en Biogquimica y
Biologia Molecular y Rodriguez, Pamela; Tesis de doctorado en Bioquimica y Biologia Molecular,
ambas tesis se vienen desarrollando también en los laboratorios de Malaria de la UPCH). De la misma
forma realizar los estudios de sero-reactividad de rMSP10 en otras regiones amazénicas de paises
vecinos como (Colombia, Brasil y Ecuador). Considerar el uso de estas proteinas recombinantes
rRh2b y rMSP10 para el desarrollo de pruebas rapidas de deteccion de anticuerpos para su uso como
herramientas de diagndstico en regiones alejadas donde no hay microscopia. Finalmente evaluar la
posibilidad de aplicar el modelo planteado para otras regiones peruanas endémicas a malaria, como
Piura, Tumbes (Costa norte) (79) y Cuzco (Selva central), los dos ultimos que han reportado brotes
de malaria falciparum, situacién que ha llamado la atencion en especial Cuzco ya que no se habia
reportado dese 1945 (79,80), en donde se requerird monitorear con herramientas seroldgicas estos

cambios bruscos en transmision de la malaria.
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6.1.2.- Conclusiones:

Tras el presente trabajo podemos mencionar que las proteinas de P.falciparum expresadas de forma
recombinante o en péptidos y mediante el uso de herramientas complementarias contribuyeron en la

identificacion de potenciales marcadores seroldgicos para la region amazonica peruana.

De esta forma podemos resaltar los principales hallazgos en este trabajo:

6.1.2.1.- Se debe considerar a PFIMSP10 como una proteina candidata a marcador seroldgico al
presentar altos niveles de reactividad en sueros de individuos infectados con P.falciparum,

6.1.2.2.- De la misma forma se puede considerar al péptido (MSP10-2) como otra molécula candidata

a marcador seroldgico.

6.1.2.3.- La proteina recombinante rRh2b present6 reactividad frente a los sueros de pacientes
infectados, sin embargo, se debe continuar evaluando su potencial antigénico ya que lo niveles de

reactividad fueron mas elevados que los obtenidos para rEBA175

6.1.2.4.- La proteina recombinante rEBAL75 expresada en este trabajo no present6 reactividad frente

a los sueros de pacientes evaluados.
6.1.2.5.- El uso de herramientas bioinformaticas contribuyd en acelerar el proceso de seleccion de

péptidos inmunogénicos y por tanto de anticuerpos que ayuden a caracterizar estos marcadores

seroldgicos.
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6.1.3.- Limitaciones:

El presente trabajo (que debe ser considerado como un primer tamizaje de proteinas en la bisqueda
de nuevos marcadores seroldgicos) durante su desarrollo se presentaron diferentes limitaciones de

indole técnico que deben ser consideradas para futuros ensayos similares:

6.1.2.1.- En la seleccion de antigenos: Tener presente estudios de diversidad genética disponibles que
incluyan muestras de diferentes regiones de la amazonia peruana, para las proteinas de interés previo
a los ensayos de produccién de proteina recombinante utilizando aislados de la region geografica de

interés.

6.1.2.2.- En los ensayos de clonacion: No todos los genes pueden expresarse tras un paso de
clonacién, por lo que a veces es necesario un paso de sintesis de genes tras una optimizacion de

codones al sistema de expresion a utilizarse.

6.1.2.3.- En la caracterizacion de proteinas nativas y recombinantes: La falta de disponibilidad de
anticuerpos comerciales para las proteinas de interés, esto es una limitante para estudios de tipo
locales y por tanto se debe adoptar estrategias para el desarrollo de los anticuerpos adaptados a las
necesidades del investigador local. La produccion de anticuerpos policlonales utilizando las proteinas
recombinantes purificadas, debido a limitantes como la falta de facilidades para mantener animales

experimentales para ensayos de inmunizaciones.

6.1.2.4.- En la evaluacion de las proteinas recombinantes utilizando sueros de pacientes: La falta de
sueros estandares, presencia de anticuerpos anti-P.vivax en muestras de sueros de pacientes
P.falciparum, con el fin de mantener la repetitividad de los ensayos seroldgicos, por lo que se deben
optimizar mediante el uso de sueros estandares disponibles en repositorios nacionales o

internacionales.

6.1.2.5.-Considerar la reactividad cruzada que presenta rMSP10 frente a sueros de pacientes
infectados con Leishmaniasis y Leptospirosis, infecciones que pueden presentarse en regiones en
donde los casos de malaria estan presentes; por lo que mas estudios son necesarios para asegurar el

uso de rMSP10 como marcador seroldgico.
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Capitulo 3:
3.1.- Experimentos suplementarios

3.1.1.- Clonacién y expresion de la proteina EB175 de Plasmodium falciparum en el
sistema de baculovirus.

A.- Disefo de experimentos de clonacién:

Cadigo PlasmoDB: PF3D7_0731500
Este gen se ubica en el cromosoma 7 del genoma y va desde el nucle6tido 1358055 hasta el
1362929 que son 4874 pares de bases (pb) (figura 3S1).

PF307_07_w3

1350k 1360k 1370k

Annotated Genes {with UTE=z in gray when available}
FF3D7_0731200 FF307 _0731300CPFG174 ) PF307 _0731500CEBALTE) PF307 _0731600CACSE
— —

g} Ly 4
PF307 _07314000F IKKY .22 PF307 _07 31700
I L

Figura 3S1.- Vista tomada del PlasmoDB y fue accesado el 13/01/14.

Luego se tomo la regidn codificante del gen 4874 pb y su secuencia FASTA se muestra a

continuacion:

ATGAAATGTAATATTAGTATATATTTTTTTGCTTCCTTCTTTGTGTTATATTTTGCAAAA
GCTAGGAATGAATATGATATAAAAGAGAATGAAAAATTTTTAGACGTGTATAAAGAAAAA
TTTAATGAATTAGATAAAAAGAAATATGGAAATGTTCAAAAAACTGATAAGAAAATATTT
ACTTTTATAGAAAATAAATTAGATATTTTAAATAATTCAAAATTTAATAAAAGATGGAAG
AGTTATGGAACTCCAGATAATATAGATAAAAATATGTCTTTAATAAATAAACATAATAAT
GAAGAAATGTTTAACAACAATTATCAATCATTTTTATCGACAAGTTCATTAATAAAGCAA
AATAAATATGTTCCTATTAACGCTGTACGTGTGTCTAGGATATTAAGTTTCCTGGATTCT
AGAATTAATAATGGAAGAAATACTTCATCTAATAACGAAGTTTTAAGTAATTGTAGGGAA
AAAAGGAAAGGAATGAAATGGGATTGTAAAAAGAAAAATGATAGAAGCAACTATGTATGT
ATTCCTGATCGTAGAATCCAATTATGCATTGTTAATCTTAGCATTATTAAAACATATACA
AAAGAGACCATGAAGGATCATTTCATTGAAGCCTCTAAAAAAGAATCTCAACTTTTGCTT
AAAAAAAATGATAACAAATATAATTCTAAATTTTGTAATGATTTGAAGAATAGTTTTTTA
GATTATGGACATCTTGCTATGGGAAATGATATGGATTTTGGAGGTTATTCAACTAAGGCA
GAAAACAAAATTCAAGAAGTTTTTAAAGGGGCTCATGGGGAAATAAGTGAACATAAAATT
AAAAATTTTAGAAAAAAATGGTGGAATGAATTTAGAGAGAAACTTTGGGAAGCTATGTTA
TCTGAGCATAAAAATAATATAAATAATTGTAAAAATATTCCCCAAGAAGAATTACAAATT
ACTCAATGGATAAAAGAATGGCATGGAGAATTTTTGCTTGAAAGAGATAATAGATCAAAA
TTGCCAAAAAGTAAATGTAAAAATAATACATTATATGAAGCATGTGAGAAGGAATGTATT
GATCCATGTATGAAATATAGAGATTGGATTATTAGAAGTAAATTTGAATGGCATACGTTA
TCGAAAGAATATGAAACTCAAAAAGTTCCAAAGGAAAATGCGGAAAATTATTTAATCAAA
ATTTCAGAAAACAAGAATGATGCTAAAGTAAGTTTATTATTGAATAATTGTGATGCTGAA
TATTCAAAATATTGTGATTGTAAACATACTACTACTCTCGTTAAAAGCGTTTTAAATGGT
AACGACAATACAATTAAGGAAAAGCGTGAACATATTGATTTAGATGATTTTTCTAAATTT
GGATGTGATAAAAATTCCGTTGATACAAACACAAAGGTGTGGGAATGTAAAAAACCTTAT
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AAATTATCCACTAAAGATGTATGTGTACCTCCGAGGAGGCAAGAATTATGTCTTGGAAAC
ATTGATAGAATATACGATAAAAACCTATTAATGATAAAAGAGCATATTCTTGCTATTGCA
ATATATGAATCAAGAATATTGAAACGAAAATATAAGAATAAAGATGATAAAGAAGTTTGT
AAAATCATAAATAAAACTTTCGCTGATATAAGAGATATTATAGGAGGTACTGATTATTGG
AATGATTTGAGCAATAGAAAATTAGTAGGAAAAATTAACACAAATTCAAATTATGTTCAC
AGGAATAAACAAAATGATAAGCTTTTTCGTGATGAGTGGTGGAAAGTTATTAAAAAAGAT
GTATGGAATGTGATATCATGGGTATTCAAGGATAAAACTGTTTGTAAAGAAGATGATATT
GAAAATATACCACAATTCTTCAGATGGTTTAGTGAATGGGGTGATGATTATTGCCAGGAT
AAAACAAAAATGATAGAGACTCTGAAGGTTGAATGCAAAGAAAAACCTTGTGAAGATGAC
AATTGTAAACGTAAATGTAATTCATATAAAGAATGGATATCAAAAAAAAAAGAAGAGTAT
AATAAACAAGCCAAACAATACCAAGAATATCAAAAAGGAAATAATTACAAAATGTATTCT
GAATTTAAATCTATAAAACCAGAAGTTTATTTAAAGAAATACTCGGAAAAATGTTCTAAC
CTAAATTTCGAAGATGAATTTAAGGAAGAATTACATTCAGATTATAAAAATAAATGTACG
ATGTGTCCAGAAGTAAAGGATGTACCAATTTCTATAATAAGAAATAATGAACAAACTTCG
CAAGAAGCAGTTCCTGAGGAAAGCACTGAAATAGCACACAGAACGGAAACTCGTACGGAT
GAACGAAAAAATCAGGAACCAGCAAATAAGGATTTAAAGAATCCACAACAAAGTGTAGGA
GAGAACGGAACTAAAGATTTATTACAAGAAGATTTAGGAGGATCACGAAGTGAAGACGAA
GTGACACAAGAATTTGGAGTAAATCATGGAATACCTAAGGGTGAGGATCAAACGTTAGGA
AAATCTGACGCCATTCCAAACATAGGCGAACCCGAAACGGGAATTTCCACTACAGAAGAA
AGTAGACATGAAGAAGGCCACAATAAACAAGCATTGTCTACTTCAGTCGATGAGCCTGAA
TTATCTGATACACTTCAATTGCATGAAGATACTAAAGAAAATGATAAACTACCCCTAGAA
TCATCTACAATCACATCTCCTACGGAAAGTGGAAGTTCTGATACAGAGGAAACTCCATCT
ATCTCTGAAGGACCAAAAGGAAATGAACAAAAAAAACGTGATGACGATAGTTTGAGTAAA
ATAAGTGTATCACCAGAAAATTCAAGACCTGAAACTGATGCTAAAGATACTTCTAACTTG
TTAAAATTAAAAGGAGATGTTGATATTAGTATGCCTAAAGCAGTTATTGGGAGCAGTCCT
AATGATAATATAAATGTTACTGAACAAGGGGATAATATTTCCGGGGTGAATTCTAAACCT
TTATCTGATGATGTACGTCCAGATAAAAATCATGAAGAGGTGAAAGAACATACTAGTAAT
TCTGATAATGTTCAACAGTCTGGAGGAATTGTTAATATGAATGTTGAGAAAGAACTAAAA
GATACTTTAGAAAATCCTTCTAGTAGCTTGGATGAAGGAAAAGCACATGAAGAATTATCA
GAACCAAATCTAAGCAGTGACCAAGATATGTCTAATACACCTGGACCTTTGGATAACACC
AGTGAAGAAACTACAGAAAGAATTAGTAATAATGAATATAAAGTTAACGAGAGGGAAGGT
GAGAGAACGCTTACTAAGGAATATGAAGATATTGTTTTGAAAAGTCATATGAATAGAGAA
TCAGACGATGGTGAATTATATGACGAAAATTCAGACTTATCTACTGTAAATGATGAATCA
GAAGACGCTGAAGCAAAAATGAAAGGAAATGATACATCTGAAATGTCGCATAATAGTAGT
CAACATATTGAGAGTGATCAACAGAAAAACGATATGAAAACTGTTGGTGATTTGGGAACC
ACACATGTACAAAACGAAATTAGTGTTCCTGTTACAGGAGAAATTGATGAAAAATTAAGG
GAAAGTAAAGAATCAAAAATTCATAAGGCTGAAGAGGAAAGATTAAGTCATACAGATATA
CATAAAATTAATCCTGAAGATAGAAATAGTAATACATTACATTTAAAAGATATAAGAAAT
GAGGAAAACGAAAGACACTTAACTAATCAAAACATTAATATTAGTCAAGAAAGGGATTTG
CAAAAACATGGATTCCATACCATGAATAATCTACATGGAGATGGAGTTTCCGAAAGAAGT
CAAATTAATCATAGTCATCATGGAAACAGACAAGATCGGGGGGGAAATTCTGGGAATGTT
TTAAATATGAGATCTAATAATAATAATTTTAATAATATTCCAAGTAGATATAATTTATAT
GATAAAAAATTAGATTTAGATCTTTATGAAAACAGAAATGATAGTACAACAAAAGAATTA
ATAAAGAAATTAGCAGAAATAAATAAATGTGAGAACGAAATTTCTGTAAAATATTGTGAC
CATATGATTCATGAAGAAATCCCATTAAAAACATGCACTAAAGAAAAAACAAGAAATCTG
TGTTGTGCAGTATCAGATTACTGTATGAGCTATTTTACATATGATTCAGAGGAATATTAT
AATTGTACGAAAAGGGAATTTGATGATCCATCTTATACATGTTTCAGAAAGGAGGCTTTT
TCAAGTATGCCATATTATGCAGGAGCAGGTGTGTTATTTATTATATTGGTTATTTTAGGT
GCTTCACAAGCCAAATATCAAAGTTCTGAAGGAGTTATGAATGAGAATAATGAGAATAAT
TTTTTATTTGAAGTTACTGATAATTTAGATAAATTATCCAATATGTTCAATCAACAAGTA
CAGGAAACTAATATCAACGATTTTTCTGAATACCATGAGGATATAAATGATATTAATTTT
AAGAAATGA
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Luego dicha secuencia de nucleotidos fue tomada y transformada a secuencia de
aminoéacidos utilizando la herramiento “Translate tool” en el servidor expasy

(http://web.expasy.org/translate/) y se obtuvo la siguiente secuencia:

MKCNISIYFFASFFVLYFAKARNEYDIKENEKFLDVYKEKFNELDKKKYGNVQKTDKKIF
TFIENKLDILNNSKENKRWKSYGTPDNIDKNMSLINKHNNEEMENNNYQSFLSTSSLIKQ
NKYVPINAVRVSRILSFLDSRINNGRNTSSNNEVLSNCREKRKGMKWDCKKKNDRSNYVC
IPDRRIQLCIVNLSIIKTYTKETMKDHFIEASKKESQLLLKKNDNKYNSKFCNDLKNSEL
DYGHLAMGNDMDFGGYSTKAENKIQEVFKGAHGEI SEHKIKNFRKKWWNEFREKLWEAML
SEHKNNINNCKNIPQEELQITQWIKEWHGEFLLERDNRSKLPKSKCKNNTLYEACEKECTI
DPCMKYRDWIIRSKFEWHTLSKEYETQKVPKENAENYLIKISENKNDAKVSLLLNNCDAE
YSKYCDCKHTTTLVKSVLNGNDNTIKEKREHIDLDDFSKFGCDKNSVDTNTKVWECKKPY
KLSTKDVCVPPRRQELCLGNIDRIYDKNLLMIKEHILAIAIYESRILKRKYKNKDDKEVC
KIINKTFADIRDIIGGTDYWNDLSNRKLVGKINTNSNYVHRNKONDKLEFRDEWWKVIKKD
VWNVISWVEFKDKTVCKEDDIENIPQFFRWESEWGDDYCQODKTKMIETLKVECKEKPCEDD
NCKRKCNSYKEWISKKKEEYNKQAKQYQEYQKGNNYKMYSEFKSIKPEVYLKKYSEKCSN
LNFEDEFKEELHSDYKNKCTMCPEVKDVPISIIRNNEQTSQEAVPEESTEIAHRTETRTD
ERKNQEPANKDLKNPQQSVGENGTKDLLQEDLGGSRSEDEVTQEFGVNHGIPKGEDQTLG
KSDAIPNIGEPETGISTTEESRHEEGHNKQALSTSVDEPELSDTLQLHEDTKENDKLPLE
SSTITSPTESGSSDTEETPSISEGPKGNEQKKRDDDSLSKISVSPENSRPETDAKDTSNL
LKLKGDVDISMPKAVIGSSPNDNINVTEQGDNISGVNSKPLSDDVRPDKNHEEVKEHTSN
SDNVQQOSGGIVNMNVEKELKDTLENPSSSLDEGKAHEELSEPNLSSDQODMSNTPGPLDNT
SEETTERISNNEYKVNEREGERTLTKEYEDIVLKSHMNRESDDGELYDENSDLSTVNDES
EDAEAKMKGNDTSEMSHNSSQHIESDQOKNDMKTVGDLGTTHVONEISVPVTGEIDEKLR
ESKESKIHKAEEERLSHTDIHKINPEDRNSNTLHLKDIRNEENERHLTNONINISQERDL
OKHGFHTMNNLHGDGVSERSQINHSHHGNRQDRGGNSGNVLNMRSNNNNENNIPSRYNLY
DKKLDLDLYENRNDSTTKELIKKLAEINKCENEISVKYCDHMIHEEIPLKTCTKEKTRNL
CCAVSDYCMSYFTYDSEEYYNCTKREFDDPSYTCFRKEAFSSMPYYAGAGVLEFIILVILG
ASQAKYQSSEGVMNENNENNFLFEVTDNLDKLSNMENQOQVQETNINDFSEYHEDINDINFE
KK

Utilizando la herramienta Pi/MW también en Expasy (http://web.expasy.org/compute_pi/),

se calculd el peso molecular de la proteina de interés. Se obtuvo un peso molecular de 174.58
kDaltons. En el sistema de expresion de células de insecto se tiene una correcta eficiencia
de produccion de hasta 150 kDaltons, optandose por tomar un segmento caracteristico de la
proteina.

Para tomar un region caracteristica de la proteina se recurrié al PlasmoDB, en donde ya se
tienen identificados epitopes reactivos de esta proteina frente a ensayos de linfoproliferacion,
entre otros ensayos, y esta informacion se encuentra en: The immune epitope database 2.0

http://www.iedb.org/epitope details.php?epld=80296).
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La figura adjunta muestra la lista de epitopes con alta reactividad en la proteina (High

Confidence):

Epitope | Sequence Location on Protein | Strain Confidence
68237 | VEKELKDTLENPSSSLDEGK | 1035-1054 Plasmodium falciparum 307 | Low
21682 | GPLDNTSEETTERISMNNEYK 1075-1094 Plasmodium falciparum 307 | Low
15041 EYKVNERE 1092-1099 Plasmodium falciparum 307 Low
14085 ERTLTKEY 1101-1108 Plasmodium falciparum 307 Low
56123 | RTLTKEYE 1102-1109 Plasmodium falciparum 307 | Low
65096 | TLTKEYED 11031110 Plasmodium falciparum 307 | Low
65097 i TLTKEYEDIVLKSHMMRESDD | 1103-1123 Plasmodium falciparum 307 | Low
39984 | LTKEYEDI 1104-1111 Plasmodium falciparum 307 | Low
64557 : TKEYEDIV 1105-1112 Plasmodium falciparum 307 | Low
30669 | KEYEDIVL 1106-1113 Plasmodium falciparum 307 | Low
14991 | EYEDIVLK 1107-1114 Plasmodium falciparum 307 : Low
73631 | YEDIVLKS 1108-1115 Plasmodium falciparum 307 | Low
11361 | EDIVLKSH 1109-1116 Plasmodium falciparum 307 | Low
8810 DIVLKSHM 11101117 Plasmodium falciparum 307 Low
29345 WVLKSHMM 1111-1118 Plasmodium falciparum 307 Low
69571 : VLKSHMMNR 11121119 Plasmodium falciparum 307 | Low
37018 | LKSHMMRE 1113-1120 Plasmodium falciparum 307 | Low
37019 LKSHMMRESDDGELYDENS 1113-1131 Plasmodium falciparum 307 Low
33339 | KSHMNRES 1114-1121 Plasmodium falciparum 307 | Low
58389 | SHMNRESD 1115-1122 Plasmodium falciparum 307 | Low

Se identificaron 25 epitopes que se encuentran agrupados en la regién carboxilo terminal de la

proteina, por lo que se decide escoger toda ese region.

Cada uno de estas secuencias de aminoacidos se resalto en amarillo en nuestra secuencia de
aminoacidos (ver arriba). Observandose una region en donde estos epitopes reactivos se
conglomeran: regiones IlI-1V y V. De esta forma nuestra nueva region comprendia 61.8
kDaltons. Con la regién elegida se procede a disefiar primers para clonar esta region del
genoma de P.falciparum de la linea 3D7 (cepa representativa) en nuestro vector de expresion

del sistema de baculovirus.
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Servidor NEB builder (http://nebuilder.neb.com/):
Se utilizaron como moldes nuestra secuencia del gen y la secuencia del vector a utilizar, para

este caso usamos el pFastbacdual (ver mapa del vector en descripcion pfmspl). El vector a
utilizar contiene una region MCS (multiple cloning site) en donde se puede ingresar nuestras
secuencias mediante el corte con enzimas de restriccion, en nuestro caso usamos las enzimas
ECORI y HINDIII.

User Selected Settings (caracteristicas para la reaccion)
Product Version E2611 - Gibson Assembly Master Mix
No. of Fragments 2-3 fragments (including vector)

Min. Overlap 15 bp

Min. Fragment Length 150 bp

PCR Polymerase Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

PCR Primer Conc. 500 nM

Min. Primer Length 18 nt

Fragment Arrangement (Caracteristicas de los primers)

{ raarius ] /
[ ) ]
[ PlastBacous ]
Required Primers
Overlaps Oligo (Uppercase = gene-spacific primer) Ameals FR 3 Tm ITe* 6Frame
pfastBacdual ' PF3 Fwd S7.7°C $8.1°C vew
plastBacaual tactIotoy PF3 Rov S56.1°C S9.1°C view

* Y Ta (recommended anneaing lemperstuce ) & caloulsied for he gene speciic portion of e prener o use with the seleciad PCR potymerase

PF3 F gtccgaagcgegceggatgcatcaccatcaccatcacCATGCCTAAAGCAGTTATTGG
PF3 R tctagtacttctcgacaTCATTTCTTAAAATTAATATCATTTATATCCTC

Para estos primers se nos brind6 una temperatura de ensayo de PCR de 59.1°C, es decir al
ADN de P.falciparum debemos amplificar una region de 1620 pb aproximadamente. A este
producto de PCR debemos mezclarlo con la enzima de Gibson y el plasmido digerido para
obtener un nuevo plasmido recombinante cuyo peso molecular sera de 6783 pb, que sera
producto de la fusion de nuestro plasmido y fragmento de interées. Las cantidades para llevar

a cabo la reaccion se toman en cuenta de los anteriores ensayos con los otros genes.
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De la misma forma el servidor nos arrojé un nuevo mapa del vector el cual llevaremos al
software bioinformatico SnapGene (http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files), con

el objetivo de graficar este nuevo plasmido recombinante.

MAPA DEL VECTOR (pFastbacdual-pfmsp10). PM: 6783 pb.

Pfastbac_EBA175
6783 bp

Kpnl (2231)

(4312) Mfel

(4169 ., 4218) PF3 Reverse PF3 Forward (2567 ..

[
=3
N
n

Secuencia del vector pFastBacdual — EBA175

TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAG
GGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTT
ATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAAC
GCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGC
CTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTAT
TTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAGACCAGCCGCGTAACCTGGCAAAATCGGTTACGGTTGAGTAATAAATGGATGCCCT
GCGTAAGCGGGTGTGGGCGGACAATAAAGTCTTAAACTGAACAAAATAGATCTAAACTATGACAATAAAGTCTTAAACTAGACAGAATAGT
TGTAAACTGAAATCAGTCCAGTTATGCTGTGAAAAAGCATACTGGACTTTTGTTATGGCTAAAGCAAACTCTTCATTTTCTGAAGTGCAAATT
GCCCGTCGTATTAAAGAGGGGCGTGGCCAAGGGCATGGTAAAGACTATATTCGCGGCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGGCCGG
GAAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATA
GAGAGCCACTGCGGGATCGTCACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTGAGGAGATTGATGA
GCGCGGTGGCAATGCCCTGCCTCCGGTGCTCGCCGGAGACTGCGAGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACCTGGGCAGA
ACGTAAGCCGCGAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTACGGAGCAAGTTCCCGAGGTAAT
CGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGTCTCCGAACTCACGACCGAAAAGATCAAGAGCAGCCCGCATGGATTTGACTTGGTCA
GGGCCGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAGCCACCTAACTTTGTTTTAGGGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTG
CGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACATCAAACATCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGTACAAAAA
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AACAGTCATAACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCGTTCGGTCAAGGTTCTGGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGC
TACTTGCATTACAGTTTACGAACCGAACAGGCTTATGTCAACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGTCACCCGGCAACCTTG
GGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCGAACGAGCGCAAGGTTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCTTGCT
GTTCTTCTACGGCAAGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGTAGACCTCGGCCGTCGCGGCGCTTGCCGGTGGTGCTGA
CCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTTTCTGGAAGGCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGGACTCTAGCTATAGTTCTAGTGGTTGGCCTA
CGTACCCGTAGTGGCTATGGCAGGGCTTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGTTGGGGTGGGGAAA
AGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGTCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAAC
AAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAG
CCTCCCCCATCTCCCGGTACCGCATGCTATGCATCAGCTGCTAGCACCATGGCTCGAGATCCCGGGTGATCAAGTCTTCGTCGAGTGATTGTA
AATAAAATGTAATTTACAGTATAGTATTTTAATTAATATACAAATGATTTGATAATAATTCTTATTTAACTATAATATATTGTGTTGGGTTGAA
TTAAAGGTCCGTATACTCCGGAATATTAATAGATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCG
TAACAGTTTTGTAATAAAAAAACCTATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAT
GCATCACCATCACCATCACATGCCTAAAGCAGTTATTGGGAGCAGTCCTAATGATAATATAAATGTTACTGAACAAGGGGATAATATTTCCG
GGGTGAATTCTAAACCTTTATCTGATGATGTACGTCCAGATAAAAATCATGAAGAGGTGAAAGAACATACTAGTAATTCTGATAATGTTCAA
CAGTCTGGAGGAATTGTTAATATGAATGTTGAGAAAGAACTAAAAGATACTTTAGAAAATCCTTCTAGTAGCTTGGATGAAGGAAAAGCAC
ATGAAGAATTATCAGAACCAAATCTAAGCAGTGACCAAGATATGTCTAATACACCTGGACCTTTGGATAACACCAGTGAAGAAACTACAGA
AAGAATTAGTAATAATGAATATAAAGTTAACGAGAGGGAAGGTGAGAGAACGCTTACTAAGGAATATGAAGATATTGTTTTGAAAAGTCAT
ATGAATAGAGAATCAGACGATGGTGAATTATATGACGAAAATTCAGACTTATCTACTGTAAATGATGAATCAGAAGACGCTGAAGCAAAAA
TGAAAGGAAATGATACATCTGAAATGTCGCATAATAGTAGTCAACATATTGAGAGTGATCAACAGAAAAACGATATGAAAACTGTTGGTGA
TTTGGGAACCACACATGTACAAAACGAAATTAGTGTTCCTGTTACAGGAGAAATTGATGAAAAATTAAGGGAAAGTAAAGAATCAAAAATT
CATAAGGCTGAAGAGGAAAGATTAAGTCATACAGATATACATAAAATTAATCCTGAAGATAGAAATAGTAATACATTACATTTAAAAGATA
TAAGAAATGAGGAAAACGAAAGACACTTAACTAATCAAAACATTAATATTAGTCAAGAAAGGGATTTGCAAAAACATGGATTCCATACCAT
GAATAATCTACATGGAGATGGAGTTTCCGAAAGAAGTCAAATTAATCATAGTCATCATGGAAACAGACAAGATCGGGGGGGAAATTCTGGG
AATGTTTTAAATATGAGATCTAATAATAATAATTTTAATAATATTCCAAGTAGATATAATTTATATGATAAAAAATTAGATTTAGATCTTTAT
GAAAACAGAAATGATAGTACAACAAAAGAATTAATAAAGAAATTAGCAGAAATAAATAAATGTGAGAACGAAATTTCTGTAAAATATTGTG
ACCATATGATTCATGAAGAAATCCCATTAAAAACATGCACTAAAGAAAAAACAAGAAATCTGTGTTGTGCAGTATCAGATTACTGTATGAGC
TATTTTACATATGATTCAGAGGAATATTATAATTGTACGAAAAGGGAATTTGATGATCCATCTTATACATGTTTCAGAAAGGAGGCTTTTTCA
AGTATGCCATATTATGCAGGAGCAGGTGTGTTATTTATTATATTGGTTATTTTAGGTGCTTCACAAGCCAAATATCAAAGTTCTGAAGGAGTT
ATGAATGAGAATAATGAGAATAATTTTTTATTTGAAGTTACTGATAATTTAGATAAATTATCCAATATGTTCAATCAACAAGTACAGGAAAC
TAATATCAACGATTTTTCTGAATACCATGAGGATATAAATGATATTAATTTTAAGAAATGATGTCGAGAAGTACTAGAGGATCATAATCAGC
CATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTT
AACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGT
GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTGATCACTGCTTGAGCCTAGGAGATCCGAACCAGATAAGTGAAATCTAGTT
CCAAACTATTTTGTCATTTTTAATTTTCGTATTAGCTTACGACGCTACACCCAGTTCCCATCTATTTTGTCACTCTTCCCTAAATAATCCTTAAA
AACTCCATTTCCACCCCTCCCAGTTCCCAACTATTTTGTCCGCCCACAGCGGGGCATTTTTCTTCCTGTTATGTTTTTAATCAAACATCCTGCC
AACTCCATGTGACAAACCGTCATCTTCGGCTACTTTTTCTCTGTCACAGAATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTAATGTTTGTAATT
GACTGAATATCAACGCTTATTTGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCG
CAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAA
GCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT
GGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC
AACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAAC
GCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATA
CATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCG
TGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTG
GGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCAC
TTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTT
GGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGA
TCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTA
TTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGC
CCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATT
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AAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATC
CTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGA
GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACT
CTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCT
GTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGT

En el mapa se puede apreciar que nuestro gen de interés esta bajo la influencia del promotor
PH, se le coloco una secuencia que originara una regién 6his para su purificacion. Esta
proteina bajo el sistema BAC to BAC (pFastbacdual) codificaria un proteina de 61.8 kDa, lo
cual sera del tipo no secretoria, ya que no se considerd ningin péptido sefial y se purificara

de lisados celulares de insecto.

3.1.2.- Ensayos de clonacion del gen EBAL75.

Con los primers PF3F y PF3R se amplifico el gen pfebal75 y este se clono en el plasmido
pfastbacdual digerido previamente con las enzimas EcoRI y Hindlll. Luego de los ensayos
de clonacidn se realizo la digestion del plasmido recombinante con las enzimas Kpnl y Mfel
obteniendo un inserto liberado de 1600 pb aprox (Figura 3S2).

Figura 3S2.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr SafeTM se observa la liberacion del inserto de
1,600 pb aprox (Cuadro rojo). En el carril 1: vector pFastBacTMDual con el gen nativo pfeb175 sin

digerir y el carril 2: el mismo vector digerido con Kpnl y Mfel. Carril M: marcador DNA.

Se verifico la identidad del inserto mediante ensayos de secuenciacion del plasmido (Figura
3S3)
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Figura 3S3.- Cromatogramas obtenidos de la reaccién de secuenciam
pfastbacdual que contiene ebal75.

iento del pléémido

3.1.3.- Obtencion de baculovirus recombinante.

Con el plasmido confirmado se procedi6 con los pasos ya descritos para las proteinas rH2B
y rMSP10. Luego de los ensayos de tranfeccidn de células Sf9 se tomd el sobrenadante de
los cultivos (conteniendo el baculovirus) para realizar extraccion de ADN para los ensayos
de PCR con el uso de primers PF3 (Figura 354).

Figura 35S4.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr SafeTM se observa la amplificacion del inserto
de 1,600 pb aproximadamente (cuadro rojo) que corresponde al gen ebal75 a partir de los baculovirus
recombinantes obtenidos de las trasnfeccion. En el carril 1: baculovirus de la generacion PO; carril 2:
Baculovirus de la generacion P1; carril 3: baculovirus wilt-type. Carril M: marcador ADN.

3.1.4.- Expresion de la proteina rEBAL175
Luego con los baculovirus recombinantes a un MOI de 2, se realizaron los ensayos de
infeccion de células Sf9 y estas se cosecharon a los 3 dias (Figura 3S5).

163



[ )
e 75 kDa
W S0KDa

Figura 3S5.- Membrana de nitrocelulosa expuesta a anticuerpos anti-his se observa la banda de proteina rEBA175 (61kDa,
Cuadro rojo) a partir de lisados de células de insecto infectados con los baculovirus recombinantes. En el carril 1: Lisado
de células Sf9 cultivadas en 2% de suero fetal bovino e infectadas con baculovirus rRH2b (51kDa); carril 2: Lisado de
células Sf9 sin suero fetal bovino e infectadas con baculovirus rRH2b; carril 3: Lisado de células Sf9 cultivadas en 2% de
suero fetal bovino e infectadas con baculovirus rEBA175.; carril 4: Lisado de células Sf9 sin suero fetal bovino e infectadas

con baculovirus rEBA175.Carril M: marcador de proteinas.

3.1.5.- Ensayos de MOI (Multiplicidad de infeccion) y TOI (Tiempo de infeccion).

Para este ensayo se procedio de la misma forma descrita para rRH2B y rMSP10. Se
establecieron tiempos de produccion y cantidad de virus infectivos. Segun la tabla 1 se
presenta que el MOI ideal es de 5 a un TOI de 96 horas (Tabla 3TS1).

Tabla 3TS1.- Cuantificacion de rMSP10 utilizando un kit de ELISA para la deteccion de proteinas
marcadas con histidinas.
rMSP10 — 6-HIS (ng/10° Sf9 células)

Horas pos- MOI
infeccion
1 5 20
48 0 30,3 176,5
72 20,7 110,6 201,5
96 110,4 200,4 150,0
120 125,8 100,4 30,6
144 90,2 50,6 10,1
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3.1.6.- Purificacion de rEBA175
El proceso de purificacion se llevé a cabo segun el protocolo de rRh2b y rMSP10. Se obtuvieron

valores de purificacion para rEBAL75, obteniendo una proteina con una pureza de 81.25% y

una eficiencia de recuperacion de 54.92% (Tabla 3TS2).

Tabla 3TS2.- Caracteristicas de la purificacion de rEBAL75.

Paso de Volimen  Proteina rEBA175 Pureza Eficienciade  Purificacion
purificacion total (ml)  total (mg) (mg) (%) Recuperacion  factor
(%)
Initial 10 3.60 1.42 39.44 100.00
batch
Flow 10 2.58 0.20 7.75 14.08
through
Wash 20 0.68 0.09 13.23 6.33
Eluted 4 0.96 0.78 81.25 54.92 2.06

Los eluidos fueron corridos en SDS-PAGE vy se visualizd su pureza (Figura 3S6).

M 1 2 3 4 3 (] T 8
- - -
-

-~

Figura 3S6.- SDS-PAGE de los eluidos obtenidos de la purificacién empleando columnas de IMAC.

Carril M: marcador de proteinas. Carril I, lisado celular Sf9 con infectadas con baculovirus
recombinante; carril 2 — 4: eluidos; carril 5: flow- trought (Flujo de proteinas no retenidas); carril 6-

7: lavados; 8: celulas sanas.
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3.1.7.- Ensayos de ELISA utilizando sueros de pacientes infectados con P.falciparum.
Con la proteina pura rEBAL175 se realiz6 el ensayo de ELISA siguiendo los protocolos
previamente establecidos para rRh2b y rMSP10. Los resultados se presentan en la Figura
3s7.
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Antigenos Recombinantes

Figura 3S7.- Reactividad de 11 sueros ante rEBA175 (cut-off: 0.15), 15 sueros para rRH2b (cut-off:
0.25) y 14 sueros para rMSP10 (cut-off: 0.51) de pacientes infectados con P.falciparum. Las lineas
punteadas horizontales indican el cut-off calculado en base a la reactividad de sueros de donadores
sanos de regiones no endémicas. Las lineas horizontales indican la media de sero-reactividad para los

grupos de sueros. * = p <0.001.

3.2.- Observaciones:

Se logrd la clonacion y expresion de la proteina rEBAL75, se obtuvieron valores de pureza de 81.25%;
sin embargo esta s6lo present6 reactividad en 6/11 sueros de individuos infectados con P.falciparum
provenientes de una zona endémica para malaria, a diferencia de rRh2b (15/15) y rMsp10 (14/14);

estas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Capitulo 4:

4.1.- Secuencias:

>g11692334050|gb|AIS19803.1| fiber-2 protein [Fowl aviadenovirus C]
MLRAPKRRHSENGKPETEAGPSPAPIKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVADPVGGLNPPEFLGGSGPLVDQGG
QLTLNVTDPIIIKNRSVDLAHDPSLDVNAQGOLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVDGVTVMVNDDWELAVK
VDPSGGLDSTAGGLGVSVDDTLLVDQGELGVHLNQQGPITADSSGIDLEINPNMEFTVNTSTGSGVLELNL
KAQGGIQADSSGVGVSVDESLQIVNNTLEVKPDPSGPLTVSANGLGLKYDTNTLAVTAGALTVVGGGSVS
TPIATEVSGSPSLNTYNATTVNSSANAFSCAYYLOQOWNIQGLLVTSLYLKLDSATMGNRPGDLNSANAKW
FTEWVSAYLQOCNPSGIQAGTVSPSTATLTDFEPMANRSVTSPWTYSANGYYEPSIGEFQVEFSPVVTGAW
NPGNIGIRVLPVPVSASGERYTLLCYSLQCTNASIFNPNNSGTMIVGPVLYSCPAASLP

>gi|86171334|ref|XP_966190.1| Merozoite surface protein 10, PFMSP10
[Plasmodium falciparum 3D7]
MMFFKCNQVFTLVFLLLLYFNNIVYTHVDDIKNTSQKKITYDKYNKNKENMNNEKNDNKDNKDNIYNDNI
NNDNINNDNINNEDEYKFLSMKHYKDSLSNKLNNENDHMNYLIRKRKDNTQGSQHFNENIENNENVENNE
NIENNENNENIENIENNENNENNENIENNENNENNENSSIMNSESYNNIINSNEHNEEQIKKKEEDLIEA
FFPFILKKLDNESLSLDNKYDDYYNLPNDHNDTHKENSSDHNLLGYKLGNNLKSYLIEENDVSQKKTDDI
NESASSDSENIQEILSTDSNTSHLKERKNQKAPPGEHKPEVKNALLNSQVASPKGEDEKKSQPQHPLVNS
GDQLQHPKEIDENAEKIRRTLLKESRDIKNTTAIIDETVYKFEQLIMKGRYYATAVRNFVIFKVNYICEY
SKCGPNSRCYIVEKDKEQCRCRPNYIVDMSVNYFKCIPMKDMNCSKNNGGCDVNAECTIVEGAVKCQCSH
LYFGDGVFCVKNSQTKQTLYILFIVILLVFQNFFT

Figura 4S1.- Secuencias FASTA de la proteina Fibra-2 y PFMSP10 obtenidas del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.2.- Experimentos suplementarios

Disefio de péptidos para las proteinas: Reticulocyte binding protein 2 homologue b y
erythrocyte binding antigen 175 de Plasmodium falciparum para la obtencion de
anticuerpos.

4.2.1.- Reticulocyte binding protein 2 homologue b (Rh2b)

Seleccion de péptidos para la produccidn de anticuerpos para su posterior uso en la
identificacion de la proteina Rh2b y Ebal75 de P.falciparum

1.- secuencias del NCBI.

A.- Rh2b

Se ingreso el cddigo de acceso al NCBI (CAX64332.2) y se descarg6 la secuencia en formato
FASTA de la proteina Rh2b.
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>gi]1013064512|emb|CAX64332.2| reticulocyte binding protein 2 homologue b [Plasmodium

falciparum 3D7]
MKTTLFCSISFCNIIFFFLELSHEHFVGQSSNTHGASSVTDFNFSEEKNLKSFEGKNNNNDNYASINRLY
RKKPYMKRSLINLENDLFRLEPISYIQRYYKKNINRSDIFHNKKERGSKVYSNVSSFHSFIQEGKEEVEV
FSIWGSNSVLDHIDVLRDNGTVVFSVQPYYLDIYTCKEAILFTTSFYKDLDKSSITKINEDIEKFNEET T
KNEEQCLVGGKTDFDNLLIVLENAEKANVRKTLEDNTFNDYKNKKSSFYNCLKNKKNDYDKKIKNIKNET
TKLLKNIESTGNMCKTESYVMNNNLYLLRVNEVKSTPIDLYLNRAKELLESSSKLVNPIKMKLGDNKNMY
SIGYIHDEIKDIIKRYNFHLKHIEKGKEYIKRITQANNIADKMKKDELIKKIFESSKHFASFKYSNEMIS
KLDSLFIKNEEILNNLENNIFNIFKKKYETYVDMKTIESKYTTVMTLSEHLLEYAMDVLKANPQKPIDPK
ANLDSEVVKLQIKINEKSNELDNAISQVKTLIIIMKSFYDIIISEKASMDEMEKKELSLNNY IEKTDYIL
QTYNIFKSKSNIINNNSKNISSKYITIEGLKNDIDELNSLISYFKDSQETLIKDDELKKNMKTDYLNNVK
YIEENVTHINEIILLKDSITQRIADIDELNSLNLININDFINEKNISQEKVSYNLNKLYKGSFEELESEL
SHFLDTKYLFHEKKSVNELQTILNTSNNECAKLNFMKSDNNNNNNNSNIINLLKTELSHLLSLKENIIKK
LLNHIEQNIQNSSNKYTITYTDINNRMEDYKEETESLEVYKHTIGNIQKEYILHLYENDKNALAVHNTSM
QILQYKDAIQNIKNKISDDIKILKKYKEMNQDLLNYYEILDKKLKDNTYIKEMHTASLVQITQYIPYEDK
TISELEQEFNNNNQKLDNILQODINAMNLNINILQTLNIGINACNTNNKNVEHLLNKKIELKNILNDQMKI
TKNDDIIQDNEKENFSNVLKKEEEKLEKELDDIKFNNLKMDIHKLLNSYDHTKONIESNLKINLDSFEKE
KDSWVHFKSTIDSLYVEYNICNQKTHNTIKQQKNDITELIYKRIKDINQEI IEKVDNYYSLSDKALTKLK
STHFNIDKEKYKNPKSQENIKLLEDRVMILEKKIKEDKDALIQIKNLSHDHFVNADNEKKKQKEKEEDDE
QTHYSKKRKVMGDIYKDIKKNLDELNNKNLIDITLNEANKIESEYEKILIDDICEQITNEAKKSDT IKEK
TESYKKDIDYVDVDVSKTRNDHHLNGDKIHDSFFYEDTLNYKAYFDKLKDLYENINKLTNESNGLKSDAH
NNNTQVDKLKE INLQVFSNLGNI IKYVEKLENTLHELKDMYEFLET IDINKILKS IHNSMKKSEEYSNET
KKIFEQSVNITNQFIEDVEILKTSINPNYESLNDDQIDDNIKSLVLKKEEISEKRKQVNKY ITDIESNKE
QSDLHLRYASRSIYVIDLFIKHEI INPSDGKNFDIIKVKEMINKTKQVSNEAMEYANKMDEKNKDI IKIE
NELYNLINNNIRSLKGVKYEKVRKQARNAIDDINNIHSNIKTILTKSKERLDEIKKQPNIKREGDVLNND
KTKIAYITIQINNGRIESNLLNILNMKHNIDTILNKAMDYMNDVSKSDQIVINIDSLNMNDIYNKDKDLL
INILKEKQNMEAEYKKMNEMYNYVNETEKEI TKHKKNYEIRIMEHTKKETNEKKKKFMESNNKSLTTLMD
SFRSMFYNEYINDYNINENFEKHQNILNEIYNGFNESYNIINTKMTEI INDNLDYNEIKEIKEVAQTEYD
KLNKKVDELKNYLNNIKEQEGHRLIDYIKEKIFNLYIKCSEQONIIDDSYNYITVKKQYIKTIEDVKFLL
DSLNTIEEKNKSVANLEICTNKEDIKNLLKHVIKLANFSGIIVMSDTNTEITPENPLEDNDLLNLQLYFE
RKHEITSTLENDSDLELDHLGSNSDESIDNLKVYNDITELHTYSTQILKYLDNIQKLKGDCNDLVKDCKE
LRELSTALYDLKIQITSVINRENDISNNIDIVSNKLNEIDAIQYNFEKYKEIFDNVEEYKTLDDTKNAYT
VKKAEILKNVDINKTKEDLDIYFNDLDELEKSLTLSSNEMEIKTIVONSYNSFSDINKNINDIDKEMKTL
IPMLDELLNEGHNIDISLYNFIIRNIQIKIGNDIKNIREQENDTNICFEY IQNNYNFIKSDISIFNKYDD
HIKVDNYISNNIDVVNKHENSLLSEHVINATNIIENIMTSIVEINEDTEMNSLEETQDKLLELYENFKKEK
NIINNNYKIVHFNKLKEIENSLETYNSISTNFNKINETQNIDILKNEFNNIKTKINDKVKELVHVDSTLT
LESIQTFNNLYGDLMSNIQDVYKYEDINNVELKKVKLYIENITNLLGRINTFIKELDKYQDENNGIDKYI
EINKENNSYIIKLKEKANNLKENFSKLLONIKRNETELYNINNIKDDIMNTGKSVNNIKQKFSSNLPLKE
KLFQMEEMLLNINNIMNETKRISNTDAYTNITLQDIENNKNKENNNMNIET IDKLIDHIKIHNEKIQAET
LIIDDAKRKVKEITDNINKAFNEITENYNNENNGVIKSAKNIVDKATYLNNELDKFLLKLNELLSHNNND
IKDLGDEKLILKEEEERKERERLEKAKQEEERKERERIEKEKQEKERLEREKQEQLKKEALKKQEQERQE
0QOKEEALKRQEQERLOKEEELKRQEQERLEREKQEQLOKEEELRKKEQEKQQORNTQELEEQKKPET TN
EALVKGDKILEGSDQRNMELSKPNVSMDNTNNSPISNSEITESDDIDNSENIHTSHMSDIESTQTSHRSN
THGQQISDIVEDQITHPSNIGGEKITHNDEISITGERNNISDVNDYSESSNIFENGDSTINTSTRNTSST
HDESHISPISNAYDHVVSDNKKSMDENIKDKLKIDESITTDEQIRLDDNSNIVRIDSTDQRDASSHGSSN
RDDDEISHVGSDIHMDSVDIHDSIDTDENADHRENVNSVDSLSSSDYTDTQKDFSSI IKDGGNKEGHAEN
ESKEYESQTEQTHEEGIMNPNKYSISEVDGIKLNEEAKHKITEKLVDIYPSTYRTLDEPMETHGPNEKFH
MFGSPYVTEEDYTEKHDYDKHEDFNNERY SNHNKMDDFVYNAGGVVCCVLFFASITFFSMDRSNKDECDF
DMCEEVNNNDHLSNYADKEEIIEIVFDENEEKYF

Dado que la proteina Rh2b posee regiones similares a la proteina Rh2a (Reiling et al 2010)
se decide llevar a cabo un alineamiento entre las dos proteinas con el objetivo de identificar
la region diferencial entre ambas proteinas para la seleccion de epitopes (Figura 4S2). Se
puede apreciar un alineamiento comun hasta el punto denominado “break point” ubicado en
el aminoacido 2776 en donde se observa una baja identidad en las secuencias. Para el analisis
solo se incluird la region comprendida entre el aminoacido 2700 y el extremo —COOH
terminal de la proteina que son alrededor de 477 aminoacidos.
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Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

MKTTLFCSISFCNIIFFFLELSHEHFVGQSSNTHGASSVTDENEFSEEKNLKSFEGKNNNN
MKTTLFCSISFCNIIFFFLELSHEHFVGQSSNTHGASSVTDENEFSEEKNLKSFEGKNNNN

R R R b a4 I S b S SR I S SR i S R S S R S S R S IR R S e R S A S SR e S SR I S SR S S R S S R S S R S S R S dh R 4

DNYASINRLYRKKPYMKRSLINLENDLFRLEPISYIQRYYKKNINRSDIFHNKKERGSKV
DNYASINRLYRKKPYMKRSLINLENDLFRLEPISYIQRYYKKNINRSDIFHNKKERGSKV

R R I b S b S b S SR I S b I Sb b S S b I S b I b S b S b S IR S b I S b S b 2 b I 2b R I 2b S 2b b3

YSNVSSFHSFIQEGKEEVEVESIWGSNSVLDHIDVLRDNGTVVESVQPYYLDIYTCKEAT
YSNVSSFHSFIQEGKEEVEVEFSIWGSNSVLDHIDVLRDNGTVVESVQPYYLDIYTCKEATI

R R e I b S b e S b S b B S b I Sb b I S b I b b I b b B e e T TR T T TR T T R A TR T SR T SR SR TR TR A SR SR S

Regidn Polimarfica
LFTTSFYKDLDKSSITKINEDIEKFNEEIIKNEEQCLVGGKTDFDNLLIVLENAEKANVR
LETTSFYKDLDKSSITKINEDIEKFNEEI IKNEEQCLVGGKTDFDNLLIVLENAEKANVR

*************************************ﬂ**********************

KTLFDNTFNDYKNKKSSFYNCLKNKKNDYDKKIKNIKNEITKLLKNIESTGNMCKTESYV
KTLFDNTFNDYKNKKSSFYNCLKNKKNDYDKKIKNIKNEITKLLKNIESTGNMCKTESYV

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

MNNNLYLLRVNEVKSTPIDLYLNRAKELLESSSKLVNPIKMKLGDNKNMYSIGYIHDEIK
MNNNLYLLRVNEVKSTPIDLYLNRAKELLESSSKLVNPIKMKLGDNKNMYSIGYIHDEIK

R R e d b I dh b I a2 i O SR S S R i S S S R S S R S I R S b R S b S SR e dh b B A SR S b R S S R S I R S S R S g R 4

DIIKRYNFHLKHIEKGKEYIKRITQANNIADKMKKDELIKKIFESSKHFASFKYSNEMIS
DIIKRYNFHLKHIEKGKEYIKRITQANNIADKMKKDELIKKIFESSKHFASFKYSNEMIS

R R e S b S b S b S S I S b Sb b I S b S b I b S b e S b e S b S b S b S 2 b S Sb b I 2b b b 2b b S db b3

KLDSLFIKNEEILNNLFNNIFNIFKKKYETYVDMKTIESKYTTVMTLSEHLLEYAMDVLK
KLDSLFIKNEEILNNLFNNIFNIFKKKYETYVDMKTIESKYTTVMTLSEHLLEYAMDVLK

khkkhkkhkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkkxk

ANPQKPIDPKANLDSEVVKLQIKINEKSNELDNAISQVKTLIIIMKSFYDIIISEKASMD

ANPQKPIDPKANLDSEVVKLQIKINEKSNELDNAISQVKTLIIIMKSFYDIIISEKASMD
dhkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhhkhkhkkhhhkhkhkkkhhhkhkhkkkhhhkhkkkkhhkhkkkkkhkhkkk

EMEKKELSLNNYIEKTDYILQTYNIFKSKSNIINNNSKNISSKYITIEGLKNDIDELNSL
EMEKKELSLNNYIEKTDYILQTYNIFKSKSNIINNNSKNISSKYITIEGLKNDIDELNSL

R R e S b I a4 I S b I S SR B I R S S S b R S S R S b R S b e S b S IR A S b B A SR S b R S 2 R S b R S 2 e S b S

ISYFKDSQETLIKDDELKKNMKTDYLNNVKYIEENVTHINEIILLKDSITQRIADIDELN
ISYFKDSQETLIKDDELKKNMKTDYLNNVKYIEENVTHINEITILLKDSITQRIADIDELN

R R e d b I a4 I a2 I dh SR B S b i S S S S S S R S I S b R S b S SR S b B A SR S S R S S R S I R S 2 S b 4

SLNLININDFINEKNISQEKVSYNLNKLYKGSFEELESELSHFLDTKYLFHEKKSVNELQ
SLNLININDFINEKNISQEKVSYNLNKLYKGSFEELESELSHFLDTKYLFHEKKSVNELQ

Ak khkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhrhkhkhkhhkkhhrhhkhkhhkdhhrhkhkhk ko hkkhhhhkkhhrhkhkxhkkx

TILNTSNNECAKLNFMKSDNNNNNNNSNIINLLKTELSHLLSLKENIIKKLLNHIEQNIQ
TILNTSNNECAKLNFMKSDNNNNNNNSNIINLLKTELSHLLSLKENIIKKLLNHIEQNIQ

Ak khkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhrhkhkhkhrhhrdkbhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkdrhkhkhkhhkhkrhkhkhkhhkkhhrhkhkkhkkx

NSSNKYTITYTDINNRMEDYKEETESLEVYKHTIGNIQKEYTILHLYENDKNALAVHNTSM
NSSNKYTITYTDINNRMEDYKEETESLEVYKHTIGNIQKEYTILHLYENDKNALAVHNTSM

kA khkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhhkhkhhkhhdhhkhkhhkhhdhhkhkhhkkhhdhhkhkhhkkhkrhkhhhhkkhhrhkhkkkkx
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Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

Rh2a
Rh2b

QILQYKDAIQNIKNKISDDIKILKKYKEMNQDLLNYYEILDKKLKDNTYIKEMHTASLVQ
QILOYKDAIQNIKNKISDDIKILKKYKEMNQDLLNYYEILDKKLKDNTYIKEMHTASLVQ

R R R d b e dh dh I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S I R S b R S dh e S SR e S SR B S SR S b R S S SR S S R S S R S A R 4

ITOQYIPYEDKTISELEQEFNNNNQKLDNILODINAMNLNINILOTLNIGINACNTNNKNV
ITOQYIPYEDKTISELEQEFNNNNQKLDNILODINAMNLNINILOTLNIGINACNTNNKNV

R R R d b e dh dh I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S I R S b R S dh e S SR e S SR B S SR S b R S S SR S S R S S R S A R 4

EHLLNKKIELKNILNDOMKIIKNDDITIQDNEKENFSNVLKKEEEKLEKELDDIKEFNNLKM
EHLLNKKIELKNILNDOMKIIKNDDITIQDNEKENFSNVLKKEEEKLEKELDDIKEFNNLKM

R R I b S b S b S S I S b I Sb I b e I b S b S b e S b S SR A S b B S SR b S 2 S 2b S 2b e S b S

DIHKLLNSYDHTKONIESNLKINLDSFEKEKDSWVHEFKSTIDSLYVEYNICNQKTHNTIK
DIHKLLNSYDHTKONIESNLKINLDSFEKEKDSWVHEFKSTIDSLYVEYNICNQKTHNTIK

R R e I b S b S b b S S b S b Sb b I S b S b I b S b S b e S SR S b S S b b 2 b I 2b b b 2b e S 2 S

QOKNDITELTIYKRIKDINQEITEKVDNYYSLSDKALTKLKSIHENIDKEKYKNPKSQENT
QOKNDITELTIYKRIKDINQEITEKVDNYYSLSDKALTKLKSIHENIDKEKYKNPKSQENT

R R S b S b S b S S b S b Sb b I Sb b I S b I SE S b S b e S b e S b S b b b 2 b I 2b b b 2b b S db b3

KLLEDRVMILEKKIKEDKDALIQIKNLSHDHEVNADNEKKKQKEKEEDDEQTHYSKKRKV
KLLEDRVMILEKKIKEDKDALTIQIKNLSHDHFVNADNEKKKQKEKEEDDEQTHY SKKRKV

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

MGDIYKDIKKNLDELNNKNLIDITLNEANKIESEYEKILIDDICEQITNEAKKSDTIKEK
MGDIYKDIKKNLDELNNKNLIDITLNEANKIESEYEKILIDDICEQITNEAKKSDTIKEK

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

IESYKKDIDYVDVDVSKTRNDHHLNGDKIHDSFFYEDTLNYKAYFDKLKDLYENINKLTN
IESYKKDIDYVDVDVSKTRNDHHLNGDKIHDSFFYEDTLNYKAYFDKLKDLYENINKLTN

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

ESNGLKSDAHNNNTQVDKLKEINLQVESNLGNIIKYVEKLENTLHELKDMYEFLETIDIN
ESNGLKSDAHNNNTQVDKLKEINLQVESNLGNIIKYVEKLENTLHELKDMYEFLETIDIN

R R I S S b S 2 S S I S b Sb b B b b b R S S S I e S b S IR S b I S b 2 b S 2b b I 2b R S 2b b S db b3

KILKSTHNSMKKSEEYSNETKKIFEQSVNITNQFIEDVEILKTSINPNYESLNDDQIDDN
KILKSTHNSMKKSEEYSNETKKIFEQSVNITNQFIEDVEILKTSINPNYESLNDDQIDDN

Ak khkhkhkhkhkhkh A hkhkhkhhkkhkhAhkhkhkhhkhhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhkhhkhkrhkkhhrhkkhhrkhkxkk*x

IKSLVLKKEEISEKRKQVNKYITDIESNKEQSDLHLRYASRSIYVIDLFIKHEIINPSDG

IKSLVLKKEEISEKRKQVNKYITDIESNKEQSDLHLRYASRSIYVIDLFIKHEIINPSDG
Kk k ok ok ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

KNEDIIKVKEMINKTKQVSNEAMEYANKMDEKNKDIIKIENELYNLINNNIRSLKGVKYE
KNEDIIKVKEMINKTKQVSNEAMEYANKMDEKNKDIIKIENELYNLINNNIRSLKGVKYE

R R e A b S b I S b I S SR S S b I S S S I S e S b S b e S b S IR A S b I S b I S R S S S I R S 2 S 2 S

KVRKOQARNATIDDINNIHSNIKTILTKSKERLDEIKKQPNIKREGDVLNNDKTKIAYITIQ
KVRKOQARNATIDDINNIHSNIKTILTKSKERLDEIKKQPNIKREGDVLNNDKTKIAYITIQ

kA khkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhhkhkhhkhhdhhkhkhhh Ak hkhhkhkhkhhkhkhhkhkhrhkhkhkhhkkhrhkhkxkkx

INNGRIESNLLNILNMKHNIDTILNKAMDYMNDVSKSDQIVINIDSLNMNDIYNKDKDLL
INNGRIESNLLNILNMKHNIDTILNKAMDYMNDVSKSDQIVINIDSLNMNDIYNKDKDLL
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R IR I b S b e S b S I A I B S I I SR T S R T T S S S S S S A T S S S S S S S T T SR AT, S S T S S S S A S SR S S

| Regién Homologa de 500 aa i
Rh2a INILKEKQNMEAEYKKMNEMYNYVNETEKEIIKHKKNYEIRIMEHIKKETNEKKKKFMESi
Rh2b INILKEKQNMEAEYKKMNEMYNYVNETEKEIIKHKKNYEIRIMEHIKKETNEKKKKFMESi

********************:****************************************:
1

Rh2a INNKSLTTLMDSFRSMEFYNEY INDYNINENFEKHONILNEIYNGEFNESYNIINTKMTEIIN
Rh2b iNNKSLTTLMDSFRSMFYNEYINDYNINENFEKHQNILNEIYNGFNESYNIINTKMTEIIN

:************************************************************

Rh2a iDNLDYNEIKEIKEVAQTEYDKLNKKVDELKNYLNNIKEQEGHRLIDYIKEKIFNLYIKCS
Rh2b iDNLDYNEIKEIKEVAQTEYDKLNKKVDELKNYLNNIKEQEGHRLIDYIKEKIFNLYIKCS
1 *

R R I A e dh b S b I S SR S S SR S S R S S S S S S S I R S S e S SR S SR S SR S SR S S R S S IR S db SR S dh R S g

Rh2a EEQQNIIDDSYNYITVKKQYIKTIEDVKFLLDSLNTIEEKNKSVANLEICTNKEDIKNLLK
Rh2b EEQQNIIDDSYNYITVKKQYIKTIEDVKFLLDSLNTIEEKNKSVANLEICTNKEDIKNLLK

LR R e i dh b i S S I R S 2 R S dh R S I e S dh e S IR e S b S b S SR S I B R S S e E I R S S R S b R S b i i

Rh2a 'HVIKLANFSGIIVMSDTNTEITPENPLEDNDLLNLQLYFERKHEITSTLENDSDLELDHL
Rh2b 'HVIKLANFSGIIVMSDTNTEITPENPLEDNDLLNLQLYFERKHEITSTLENDSDLELDHL
i************************************************************
Rh2a 'GSNSDESIDNLKVYNDIIELHTYSTQILKYLDNIQKLKGDCNDLVKDCKELRELSTALYD
Rh2Db |
: R I I I b I b e I I b b I b I b b b b b b b b 2 b b b b b b I 2 b b b b b S I 2 b b b b b b b 2 b 4
Rh2a '\ LKIQITSVINRENDISNNIDIVSNKLNEIDAIQYNFEKYKEIFDNVEEYKTLDDTKNAYI
Rh2b {LKIQITSVINRENDISNNIDIVSNKLNEIDAIQYNFEKYKEIFDNVEEYKTLDDTKNAY T
:************************************************************
Rh2a |VKKAEILKNVDINKTKEDLDIYFNDLDELEKSLTLSSNEMEIKTIVONSYNSFSDINKNI
Rh2b EVKKAEILKNVDINKTKEDLDIYFNDLDELEKSLTLSSNEMEIKTIVQNSYNSFSDINKNI
:************************************************************
Rh2a 'NDIDKEMKTLIPMLDELLNEGHNIDISLYNFIIRNIQIKIGNDIKNIREQENDTNICFEY

Rh2b iNDIDKEMKTLIPMLDELLNEGHNIDISLYNFIIRNIQIKIGNDIKNIREQENDTNICFEY

LR R e dh b S e S S I S S S S e S I e S IR S b S b I S SR I S b I B SR S S R A S S S R S I b S i S i

Rh2a i IONNYNFIKSDISIFNKYDDHIKVDNYISNNIDVVNKHNSLLSEHVINATNITIENIMTST
Rh2b { IONNYNFIKSDISIFNKYDDHIKVDNYISNNIDVVNKHNSLLSEHVINATNITIENIMTST

Tk kA kA hkhhkhhkhhAhhkhAhhhkhAhhkhk bk hdhhhkhkhhkkhhdhhkhkhkhkhhohkkhkhkhhkkhhrhkkhhhhkkhkhrhkhkxkkx

G i
GSNSDESIDNLKVYNDIIELHTYSTQILKYLDNIQKLKGDCNDLVKDCKELRELSTALYD i
* i

Rh2a inINEDTEMNSLEETQDKLLELYENFKKEKNIINNNYKIVHFNKLKEIENSLETYNSIST
Rh2b {VEINEDTEMNSLEETQDKLLELYENFKKEKNIINNNYKIVHFNKLKEIENSLETYNSIST

1

IR S i i b b db b db 2 b db S b S I I b dh db b b I S b SR S b S db b S S b b Ib b dh Sb b b S b b dR Sb b S I b S db S b db i S
[

1

Rh2a NENKINETONIDILKNEFNNIKTKINDKVKELVHVDSTLTLESTIQTEFNNLYGDLMSNIQD
Rh2b NENKINETONIDILKNEFNNIKTKINDKVKELVHVDSTLTLESIQTENNLYGDLMSNIQD

Ak khkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhrhkhkhkhhkkhhrhhkhkhhkdhhrhkhkhk ko hkkhhhhkkhhrhkhkxhkkx

Rh2a VYKYEDINNVELKKVKLYIENITNLLGRINTFIKELDKYQODENNGIDKYIEINKENNSY I

Rh2b VYKYEDINNVELKKVKLYIENITNLLGRINTFIKELDKYQDENNGIDKYIEINKENNSYI
hkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhhkkhkhkkhkkkkhkkkhkhkkhkkkhkhkkkhkkkhkhkkhkkkkkkkkkkkkk*x*
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Rh2a IKLKEKANNLKENFSKLLONIKRNETELYNINNIKDDIMNTGKSVNNIKQKESSNLPLKE
Rh2b IKLKEKANNLKENFSKLLONIKRNETELYNINNIKDDIMNTGKSVNNIKQKESSNLPLKE

R R R S b e a4 I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S IR R S R e S R S IR S R B A SR S b R S 2 R S 2 R S 2 S b 4

Rh2a KLFOMEEMLLNINNIMNETKRISNTAAYTNITLODIENNKNKENNNMNIETIDKLIDHIK
Rh2b KLFOMEEMLLNINNIMNETKRISNTDAYTNITLODIENNKNKENNNMNIETIDKLIDHIK

R R I b S b S b S b b S dh i Sb b I 2 b SIS b S b b S b S b S IR A S b S b S b i S b I 2b R b 2b S 2b b3

Rh2a IHNEKIQAEILIIDDAKRKVKEITDNINKAFNEITENYNNENNGVIKSAKNIVDEATYLN
Rh2b IHNEKIQAEILIIDDAKRKVKEITDNINKAFNEITENYNNENNGVIKSAKNIVDKATYLN

R R e I b S b e S b S SR I S b I Sb b B S b S b I IE S b e S b e S SR A S b S b S b 2 b I 2b TR b S 2b b3

Rh2a NELDKFLLKLNELLSHNNNDIKDLGDEKLILKEEEERKERERLEKAKQEEERKERERIEK
Rh2b NELDKFLLKLNELLSHNNNDIKDLGDEKLILKEEEERKERERLEKAKQEEERKERERIEK

R R e S b S b S b S S b S b Sb b I S b Sb b I b S b S b S b S b S b S b S b b 2b b b 2b b S db b3

Rh2a EKQEKERLEREKQEQLKKEEELRKKEQERQEQQOKEEALKRQEQERLOKEEELKRQEQER

Rh2b EKQEKERLEREKQEQLKKE ALKKQEQERQEQQOKEEALKRQEQERLOKEEELKRQEQER

****************Lk** * * khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhhkhk Ak Ak hkrkkhx%

______________________________________________________________________

Region Repetitiva
Break Point (2776 aa) & P

!

Rh2a LEREKQEQLOKEEELKRQEQERLOKEEALKRQEQERLQ--KE----~- E-ELKRQEQERLE

Rh2b lLEREKQEQLQKEEELRKKEQEKQQQRNIQELEEQKKPEIINEALVKGDKILEGSDQRNME

:***************:::}k**: *:_: . :**:: . :* . *: _:*__:*

Rh2a REKQEQLQKE---EELKR---QEQERLQKEEALKRQEQERLQKEEELKRQEQERLERKKI

Rh2b LSKPNVSMDNTNNSPISNSEITESDDIDNSENIHTSHMSDIESTQTSHRSNTHG--QQIS
* . . . * . e o * . . . . . .« % . . .

Rh2a ELAEREQHIKSKLESD—-=-=-=-—-— MVKIIKD-—-————- ELTKEKDEIIKNKDIKLRHSLEQK

Rh2b DIVEDQITHPSNIGGEKITHNDEISITGERNNISDVNDYSESSNIFENGDSTINTSTRNT

HESRE A oL I : : R S R
Rh2a WLKHLONILSLKIDSLLNKNDEVIKDNETQL-=-=-=-=-=—=———————"———————————————
Rh2b SSTHDE----SHISPISNAYDHVVSDNKKSMDENIKDKLKIDESITTDEQIRLDDNSNIV
RO HE TP A S S

Rh2a  ————— KTNILNSLK

Rh2b RIDSTDQRDASSHGSSNRDDDEISHVGSDIHMDSVDIHDSIDTDENADHRHNVNSVDSLS

. * .« o kK

Rh2a NQLYLNLKRELNEIIKEYEENQKK-—-—-—-———=——=————————— ILHSNQ-—-—-=—=————— L

Rh2b SSDYTDTQKDFSSIIKDGGNKEGHAENESKEYESQTEQTHEEGIMNPNKYSISEVDGIKL

L A R HE oL % *

Rh2a VNDSLEQKTNRLVDIKPTKHGDIYTNKLSDNETEMLITSK-EKKDETESTKRSGTDHTNS

Rh2b NEEAKHKITEKLVDIYPSTYRTL---————-— DEPMETHGPNEKFHMFGSPYVTEEDYTEK

*: o« kX Kk Xk % * . [ . . * . * % . * . *:*:.

Rh2a SESTTDDNTNDRNEFSRSKNLSVAIYTAGSVALCVLIFSSIGLLLIKTNSGDNNSNEINEA

Rh2b HDYDKHEDEFNNERYSNHNKMDDFVYNAGGVVCCVLFFASITFFSMDRSNKDECDEFDMCEE

* . .k .. **** ****** .. * . CREE. g
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Rh2a FEPND-DVLFKEKDEITIEITEFNDNDSTI-
Rh2b VNNNDHLSNYADKEEITIEIVFDENEEKYF

Figura 4S2.- Se presenta el alineamiento total entre las proteinas Rh2a y Rh2b de
Plasmodium falciparum para presentar la diferencia entre estas y la region de interés. El
cuadro negro presenta la region polimérfica; el cuadro rojo la region homologa y el cuadro
azul la regidn repetitiva y se presenta el break point (punto de inicio de la diferencia entre
rh2a y rh2b) segin Reiling et al 2010.

4.2.2.- Ebal75

Se ingreso el cadigo de acceso al NCBI (XP_001349207.2) y se descargd la secuencia en formato

FASTA de la proteina.

>gi[296004911|ref|XP_001349207.2| erythrocyte binding antigen 175 [Plasmodium falciparum
3D7]
MKCNISIYFFASFEFVLYFAKARNEYDIKENEKFLDVYKEKEFNELDKKKYGNVQKTDKKIFTFIENKLDIL
NNSKENKRWKSYGTPDNIDKNMSLINKHNNEEMENNNYQSFLSTSSLIKQONKYVPINAVRVSRILSFLDS
RINNGRNTSSNNEVLSNCREKRKGMKWDCKKKNDRSNYVCIPDRRIQLCIVNLSIIKTYTKETMKDHFIE
ASKKESQLLLKKNDNKYNSKFCNDLKNSFLDYGHLAMGNDMDFGGY STKAENKIQEVFKGAHGEISEHKT
KNFRKKWWNEFREKLWEAMLSEHKNNINNCKNIPQEELQITOQWIKEWHGEFLLERDNRSKLPKSKCKNNT
LYEACEKECIDPCMKYRDWIIRSKFEWHTLSKEYETQKVPKENAENYLIKISENKNDAKVSLLLNNCDAE
YSKYCDCKHTTTLVKSVLNGNDNTIKEKREHIDLDDFSKFGCDKNSVDTNTKVWECKKPYKLSTKDVCVP
PRROQELCLGNIDRIYDKNLLMIKEHILATIAIYESRILKRKYKNKDDKEVCKIINKTFADIRDIIGGTDYW
NDLSNRKLVGKINTNSNYVHRNKONDKLFRDEWWKVIKKDVWNVISWVFKDKTVCKEDDIENIPQFEFRWE
SEWGDDYCQDKTKMIETLKVECKEKPCEDDNCKRKCNSYKEWISKKKEEYNKQAKQYQEYQKGNNYKMY S
EFKSIKPEVYLKKYSEKCSNLNFEDEFKEELHSDYKNKCTMCPEVKDVPISIIRNNEQTSQEAVPEESTE
JTAHRTETRTDERKNQEPANKDLKNPQQOSVGENGTKDLLQEDLGGSRSEDEVTQEFGVNHGIPKGEDQTLG
KSDAIPNIGEPETGISTTEESRHEEGHNKQALSTSVDEPELSDTLOQLHEDTKENDKLPLESSTITSPTES
GSSDTEETPSISEGPKGNEQKKRDDDSLSKISVSPENSRPETDAKDTSNLLKLKGDVDISMPKAVIGSSP
NDNINVTEQGDNISGVNSKPLSDDVRPDKNHEEVKEHTSNSDNVQQSGGIVNMNVEKELKDTLENPSSSL
DEGKAHEELSEPNLSSDODMSNTPGPLDNTSEETTERISNNEYKVNEREGERTLTKEYEDIVLKSHMNRE
SDDGELYDENSDLSTVNDESEDAEAKMKGNDTSEMSHNSSQHIESDQQKNDMKTVGDLGTTHVQONEISVP
VIGEIDEKLRESKESKIHKAEEERLSHTDIHKINPEDRNSNTLHLKDIRNEENERHLTNOQNINISQERDL
QKHGFHTMNNLHGDGVSERSQINHSHHGNRQDRGGNSGNVLNMRSNNNNEFNNIPSRYNLYDKKLDLDLYE
NRNDSTTKELIKKLAEINKCENEISVKYCDHMIHEEIPLKTCTKEKTRNLCCAVSDYCMSYFTYDSEEYY
NCTKREFDDPSYTCFRKEAFSSMPYYAGAGVLFIILVILGASQAKYQSSEGVMNENNENNFLFEVTDNLD
KLSNMFNQQVQETNINDEFSEYHEDINDINEFKK

Segn Adams et al 1992, Healer et al 2013 y Pedro-Silva et al 2011, Ebal75 presenta 7
regiones: RI contiene el péptido sefial, la RII que posee una region polimérfica llamadas F1
y F2, RIII que presenta un dimorfismo denominadas Fragmento F y C; y las regiones IV, V,
VI1y VII que no presentan reportes de polimorfismos. Debido a estos polimorfismos se eligen
las regiones 1V al VI para el disefio de péptidos. Esto comprende desde el aa 862 hasta el aa
final 1502.

4.2.3.- Analisis AbDesigner

Rh2b presenta 3254 aa en total segin el NCBI y para el analisis se selecciond una region
diferencial de 477 aminodacidos, los cuales segun AbDesigner presentaria 541 péptidos
candidatos con el ig-score desde 1,3 hasta 8,8. Para el caso de Ebal75 (640 aa) se obtuvieron
628 péptidos cuyos ig-score iban desde 1,3 hasta 9,3 (Tabla 4TS1).
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Tabla 4TS1.- Valores ig-score para las proteinas Rh2b y Ebal75.

Ig-Score Péptidos N° péptidos
Totales
Min-Max >4.5 >6.5 >8
(Bajo) (Moderado) (Alto)
Rh2b 1,3-8,8 541 505 186 22
Ebal75 1,3-93 628 573 234 18

4.2.4.- Analisis Optimum Antigen™

Este analisis se realizé para filtrar los resultados de AbDesigner, un reporte de antigenicidad
fue emitido por los laboratorios Genscript. Este reporte contempla valores de antigenicidad,
superficie, hidrofilicidad y un score de desorden los cuales en conjunto generan un ranking.
Se identificaron 7 péptidos para la Rh2b y 10 péptidos para MSP10 los cuales se muestran
en la tabla 4TS2.

Tabla 4TS2.- Resultados de analisis Optimum Antigen y AbDesigner para Fibra-2 y
MSP10

Optimum Antigen AbDesigner
\o Antigenic Determinant Antlgeg;(c)g%/iﬁléirtfyace/Hy Dlsgg;jreered Ig-Score
Rh2b

Rank (Score) | Carécter
1 YDKHEDFNNERY SN 3.22/0.86/0.93 NONE 9 (8,28) Alto
2 TDQRDASSHGSSNR 3.21/1.00/0.96 0.1756 17 (8,05) Alto
4 KGDKILEGSDQRNM 2.94/0.64/0.84 0.1054 162 (6,59) Moderado
5 SIDTDENADHRHNV 2.52/0.71/0.85 0.0937 159 (6,62) Moderado
6 KIDESITTDEQIRL 2.41/0.71/0.87 0.1844 483 (4,77) Bajo
8 ISEVDGIKLNEEAK 2.14/0.57/0.72 NONE 493 (4,66) Bajo
10 FFSMDRSNKDECDF 2.07/0.57/0.80 NONE 315 (5,98) Bajo

Ebal75

Rank (Score) | Carécter
3 SSSLDEGKAHEELS 2.99/0.79/0.94 NONE 378 (5,89) Bajo
5 SNNEYKVNEREGER 2.88/0.86/1.11 0.1899 35 (7,34) Moderado
7 KSHMNRESDDGELY 2.82/0.86/0.96 0.1332 99 (7,15) Moderado
8 NSKPLSDDVRPDKN 2.80/0.86/1.01 NONE 20 (7,98) Moderado
10 SHTDIHKINPEDRN 2.79/0.86/0.72 0.2211 109 (7,06) Moderado
13 QHIESDQQKNDMKT 2.58/0.86/0.85 NONE 132 (6,97) Moderado
15 SEYHEDINDINFKK 2.39/0.71/0.56 0.1700 260 (6,35) Moderado
17 KDIRNEENERHLTN 2.31/0.86/1.02 0.0937 129 (6,97) Moderado
18 KKLDLDLYENRNDS 2.21/0.71/0.83 NONE 140 (6,89) Moderado
19 EVKEHTSNSDNVQQ 1.78/0.86/0.68 0.2009 188 (6,88) Moderado

Segun la tabla 5S2, los péptidos que fueron seleccionados tanto por AbDesigner y
OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo) para Rh2b fueron 4; los cuales presentaron un
caracter “Alto” (YDKHEDFNNERYSN y TDQRDASSHGSSNR) y 2 con caracter
“Moderado” (KGDKILEGSDQRNM y SIDTDENADHRHNYV). Para el caso de Ebal75 tras
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el filtro con OptimunAntigen™ (Antigeno 6ptimo) se filtraron 10 péptidos de los cuales 9
tenian caracter moderado y con los cuales se prosigui6 con el analisis.

4.2.5.- Identificacion de regiones

4.25.1.- Rh2b

Se procedio a armar un mapa con informacién recopilada para Rh2b (Jenning et al 2007;
Engelberg et al 2013; DeSimone et al 2008 y Reiling et al 2010). Para ubicar de esta forma
los péptidos seleccionados y evitar regiones de baja complejidad y zonas conservadas (Figura
4S3).

A
y

| - »

________

A
y

I‘
2981:DEQIRLDDNSNIVRIDSTDQRDASSHGSSNRDDDEISHVGSDIHMDSVDIHDSIDTDENADHRHNVNSVD:3050
S RPEO OO0 NR oo RN RN

‘& >

< >

3051:SLSSSDYTDTQKDFSSIIKDGGNKEGHAENESKEYESQTEQTHEEGIMNPNKYSISEVDGIKLNEEAKHKE3120
1

€ - »
3121:ITEKLVDIYPSTYRT%DEPMETHGPNEKFHMFGSPYVTEEDYTEKHDYDKHEDFNNERYSNHNKMDDFVY 3190
1 -

b e @

® >
3191 NAGGVVCCVLFFASITFFSMDRSNKDECDFDMCEEVNNNDHLSNYAQKEEIIEIVFDENEEKYF 3254

Figura 4S3.- Descripcién de la region Unica y de interés en RH2b. Los péptidos candidatos
son ubicados en la secuencia de proteina mediante subrayados. La region repetitiva (cuadro
azul) y zonas de delecion reportada en muestras de Senegal en Africa (cuadro rojo) segin
Jenning et al 2007. La flecha con fondo punteado indica la modificacion tipo fosforilacién
en la Serina 3233 segun Engelberg et al 2013. Un motivo de dominio citoplasmatico (cuadro
negro) segun DeSimone et al 2008. En Negrita se encuentra el dominio transmenbrana, la
flecha punteada indica el ectodominio y la flecha continua indica el dominio citoplasmatico
(Jennings et al 2007). La flecha con fondo claro indica la posicion 2776 en donde de muestra
el breakpoint entre las proteinas Rh2a yRh2b (Reiling et al 2010).

Segun la figura 5S2 todos los péptidos se ubican en la region conocida como ectodominio, 2
de los péptidos (TDQRDASSHGSSNR y SIDTDENADHRHNYV) se ubican en la zona
conocida como delecion, es decir hay reportes de proteinas de aislados parasitarios que no
poseen este segmento de la proteina en especial las muestras de Africa (Jennings et al 2007).
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El péptido YDKHEDFNNERYSN se encuentra alejado a 31 aminoacidos de distancia de
esta zona de delecion.

4.2.5.2.-Ebal75
En base a los reportes de Adams et al 1992, Healer et al 2013 y Perce-da-Silva et al 2011,
se armo el mapa para Ebal75 con las regiones 1V la VII, para ubicar los péptidos

R 1Yo T

862 RHEEGHNKQALSTSVDEPELSDTLQLHFQ-I\/ KLPLESSTITSPTESGSSDTEETPSI 921
922 SEGPKGNEQKKRDDDSLSKISVSPENSRPETDAKDTSNLLKLKGDVDISMPKAVIGSSPN 981

982 DNINVTEQGDNISGVNSKPLSDDVRPDKNHEEVKEHTSNSDNVQQSGGIVNMNVEKELKD 1041

1042 TLENPSSSLDEGKAHEELSEPNLSSDQDMSNTPGPLDNTSEETTERISNNEYKVNEREGE 1101

1102 RTLTKEYEDIVLKSHMNRESDDGELYDENSDLSTVNDESEDAEAKMKGNDTSEMSHNSSQ 1161

___________________________________ . R-VII

}-

i i
1 1
51462 LFEVTDNLDKLSNMENQOVOQETNINDFSEYHEDINDINFKK
1

Figura 4S4.- Descripcion de las regiones IV (cuadro rojo), region V (cuadro azul), region VI
(cuadro verde) y region VII conocida como dominio citoplasmético (cuadro naranja), la
region transmenbrana se presenta en negritas y los péptidos en subrayado. EI mapa fue
armado con informacion tomada de Adams et al 1992, Healer et al 2013 y Perce-da-Silva et
al 2011.

Segun la figura 4S54, 5 péptidos se ubican en la regién 1V, 2 en la region V, 1 en la regién
VIy 1enlaregion VII o dominio citoplasmatico.
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4.2.6.- Prediccién de dominios Transmenbrana

Con el objetivo de verificar y afinar la seleccion se realiz6 la prediccion de dominios
transmenbrana, ya que estas regiones son poco accesibles a los anticuerpos debido a su
topologia. Mediante el servidor TMHMM v. 2.0 (Figura 4S5) se obtuvieron las siguientes
predicciones: para Rh2b se identificé una potencial regidn transmenbrana que va desde el
aminoacido 3188 al 3210. El péptido YDKHEDFNNERYSN se encuentra préoximo (6
aminoacidos de distancia) del dominio transmenbrana. Para Ebal75 el péptido
SEYHEDINDINFKK se encuentra a 42 aminoacidos de la region transmenbrana.

TRHV oaizdar prababiities for WEBS ECUBNCE

usaliy

dix ’ ran sTeThrans i cuisde

Figura 4S5.- Resultados de servidor TMHMM v. 2.0. Izquierda: Rh2b; Derecha: Ebal75.

4.2.6.- Estructura secundaria

Las estructuras que permitan un acceso a solvente (Giros beta y coil) son candidatos idoneas
para el disefio de péptidos. Para esto se va a predecir la estructura segundaria de mediante el
servidor CFSSP para las proteinas de interés e identificar en que estructuras se ubican
nuestros péptidos de interes.

- Helix
OLEE | ORI AT (|0 LR -
- Turn
[ 160 200 F00 400 Falely] G54
* * * * *
Query 1 EKQEKERLEREKQEQLKKEALKKQEQERQEQQQOKEEALKRQEQERLOQKEEELKRQEQERLEREKQEQLQK 70
Helix 1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHEHHHEHHEHEAHEE 70
Sheet 1 EEE EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEE EEEEE EEEE 70
Turns 1 T T T T T T T T T T T T T T T 70
Struc 1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHEHEE 70
* * * * * *
Query 71 EEELRKKEQEKQQQORNIQELEEQKKPEIINEALVKGDKILEGSDQRNMELSKPNVSMDNTNNSPISNSEI 140
Helix 71 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 140
Sheet 71 EEEEEEEEEEE EEEEEE EEE EE 140
Turns 71 T T T T T T TT T T TT TT TT 140
Struc 71 HHHHHHHHHHHHEEEHHHHHHHHHHHHEHHHHEHHTHHHHHTHHHHHHHHHTTCEE TTCCCTTCC 140
* * * * * *
Query 141 TESDDIDNSENIHTSHMSDIESTQTSHRSNTHGQQISDIVEDQITHPSNIGGEKITHNDEISITGERNNI 210
Helix 141 HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH HH 210
Sheet 141 EE EEEEE EEEEEEEEEEEEEE EEE 210
Turns 141 TTT T T T T T T T TT T TT T 210
Struc 141 CTTT TCTCEECCHHHHHHTEE TCEEEEEEEHHHHEEEHCCTCHHTT TCEEECTTCT 210
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Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

211
211
211
211
211

281
281
281
281
281

351
351
351
351
351

421
421
421
421
421

491
491
491
491
491

* * * * * *

SDVNDYSESSNIFENGDSTINTSTRNTSSTHDESHISPISNAYDHVVSDNKKSMDENIKDKLKIDESITT
HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEE EEEE EEEEEEE
T T T TT T T T T T T
TCT TCTTEEEEEE T THEEEECHTHHTHHHHHHHHHHHHHHEEHH

=]

* * * * * *

DEQIRLDDNSNIVRIDSTDQRDASSHGSSNRDDDEISHVGSDIHMDSVDIHDSIDTDENADHRHNVNSVD
HHHHHHH HH HHHHHHHHHHHHHHHHHH

EEEEE EEEEEE EEEEEEEEE

T T T T TT T T T T T
HHEEHHHTCTCEEEEETCCTT T HH ETEHHHHEEHHHTHHHHHHHH

* * * * * *

SLSSSDYTDTQKDEFSSIIKDGGNKEGHAENESKEYESQTEQTHEEGIMNPNKYSISEVDGIKLNEEAKHK
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEEEEEE EEEEEEE EEEEEEEEE
TT T T T T T T T TT T
TTCEEHHHTHEEEEHCT HHHHHHTHHHHHHHHHHHHHHHHHCCTTCEEEHHEHEEHHHHHHHHH

* * * * * *

ITEKLVDIYPSTYRTLDEPMETHGPNEKFHMFGSPYVTEEDYTEKHDYDKHEDFNNERY SNHNKMDDEVY
HHHHHHH HH HH HHHHHHHHHHHHHH HH
EEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEE EEEEE
T T T T T T T T T T TT T
HHHHEEEEEETEEEEHHT TCHHEEEEETEEEEETHHHHHHHHHHHTHCCTT TCCHHEEEE

* * * * * *

NAGGVVCCVLFFASITFFSMDRSNKDECDFDMCEEVNNNDHLSNYADKEEI IEIVEDENEEKYF 554
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHA HHHHHHHHHHHHHHHHHH 554
EEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEE EEEEE 554

T T TT TTT T T 554
EEEEEEHEEEEEEHHHHTHHHTHHHHHHHHHECTT HHHHHEEEEHHHHHHHHHC 554

280
280
280
280
280

350
350
350
350
350

420
420
420
420
420

490
490
490
490
490

Figura 4S6- Resultados para Rh2b en el servidor CFSSP que muestran la potencial
estructura secundaria de la proteina.

Ebal75

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

0

e

71
71
71
71
71

141
141
141
141
141

RHEEGHNKQALSTSVDEPELSDTLQLHEDTKENDKLPLESSTITSPTESGSSDTEETPSISEGPKGNEQK

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHAH HHHHHHHH
EEEEEE EEEEEE EEEEEEEEE

T T T TT T T TT TT T T T T T

THHHHHHEETHHHHTHHHHEEHHHHHHHTHTHHHHHEEEEETECCTCCT TCCCTHHHHHHHH

KRDDDSLSKISVSPENSRPETDAKDTSNLLKLKGDVDISMPKAVIGSSPNDNINVTEQGDNISGVNSKPL

HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HH
EEEE EEEEEE EEEEEEEEE EEEEE
T T T T T T T T TT TT
HHHHTHEEEEHCCT THHHHHHEEHHHHHHTHEHEHHHEEECCT TCEEEEETCT TT

SDDVRPDKNHEEVKEHTSNSDNVQQSGGIVNMNVEKELKDTLENPSSSLDEGKAHEELSEPNLSSDQDMS
HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH
FEEEEEEEEEEE EEEE EE
T TT TT TT T T T T TT T TT TT
TCHHTHHHHHHHHH TCTCEETEEEEEEHHHHHHHHHHHCTCCTCHHHTHHHHHHHTT TCTE
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Query 211 NTPGPLDNTSEETTERISNNEYKVNEREGERTLTKEYEDIVLKSHMNRESDDGELYDENSDLSTVNDESE 280

Helix 211 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHH 280
Sheet 211 EEEEEEEEE EEEEEEEEEE EEE 280
Turns 211 T T T T TT T TT T T T T T T T T 280
Struc 211 T TEETEEEEEECTTHHHHHHHHHHHEHHHHHHEEEHHTHHCT T TCTCEEEHHHHHH 280

Query 281 DAEAKMKGNDTSEMSHNSSQHIESDQQKNDMKTVGDLGTTHVQONEISVPVTGEIDEKLRESKESKIHKAE 350

Helix 281 HHHHHH HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHAHAHR 350
Sheet 281 EEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 350
Turns 281 TT TT T T T T T T T 350
Struc 281 HHHHHHCTT TTHHHHTHHHHTHEEEEEEEEEEEHHTEEEEEEHTHHHHHHHHHHHHHHHHHH 350

Query 351 EERLSHTDIHKINPEDRNSNTLHLKDIRNEENERHLTNQONINISQERDLQKHGFHTMNNLHGDGVSERSQ 420

Helix 351 HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH 420
Sheet 351 EEEEEEE EEEE EEEEEEEEEEEEEE EEEEEEE 420
Turns 351 TT T TT T T TT TT T T T 420
Struc 351 HHHEHEEHEEHCCT TTEHHHHHHHTHHHHHCEETTEEEHHHHHHHHHHEEEEEEE T TCTC 420

Query 421 INHSHHGNRQDRGGNSGNVLNMRSNNNNFNNIPSRYNLYDKKLDLDLYENRNDSTTKELIKKLAEINKCE 490

Helix 421 HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH 490
Sheet 421 EEE EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEE 490
Turns 421 T T T T T T T T T 490
Struc 421 T TCEEECCTCCT TCEEHHHHHHHEHHHCTCCTCEEHHHHHHHHHHHHHH 490

Query 491 NEISVKYCDHMIHEEIPLKTCTKEKTRNLCCAVSDYCMSYFTYDSEEYYNCTKREFDDPSYTCFRKEAFS 560
Helix 491 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HH HHHHHHH 560
Sheet 491 EEEEEEEEE EEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEE EEEE EEE EE 560
Turns 491 T T T T TT T TT TT 560
Struc 491 THEEEEEHHHHHHHHEEEEEHHHHCEEEEEEEEEEEEEEEEECCTTCEEEECHH TTCEEEHHHHHHH 560

Query 561 SMPYYAGAGVLFIILVILGASQAKYQSSEGVMNENNENNEFLFEVTDNLDKLSNMENQQVQETNINDESEY 630

Helix 561 H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE HHH 630
Sheet 561 EEEE EEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEE 630
Turns 561 T T T T T T 630

Struc 561 EEEECHHHHEEEEEEEEHHHHHHEEHTHHHHHHTHHHTHHHEHEETHHHHHEEEEEEHHHHEEE HHH 630

Query 631 HEDINDINFKK 641
Helix 631 HHHHHHHHHH 641
Sheet 631 EEEE 641
Turns 631 T 641
Struc 631 HHHEEEEHHHC 641

Figura 4S7.- Resultados para Ebal75 en el servidor CFSSP que muestran la potencial
estructura segundaria de la proteina.
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Tabla 4TS3.- Porcentajes de residuos en estructuras hélix, strand, turn y Coil segun el
servidor CFSSP. Ademas, se presenta los aminoacidos en zonas de desorden segun el
servidor GlobPlot 2. Los valores son relaciones entre el nimero de aminoacidos con la
caracteristica entre la cantidad de aminoacidos de cada péptido (n=14).

Helix Strand Turn Coll Disorder
Rh2b
YDKHEDFNNERYSN 5 (0,35) 0 (0) 4 (0,30) 5 (0,35) 9 (0,64)
TDQRDASSHGSSNR 0 (0) 0 (0) 3(0,21) 11 (0,79) 12 (0,85)
KGDKILEGSDQRNM 12 0 (0) 2 (0,15) 0 (0) 2(0,14)
(0,85)
SIDTDENADHRHNV 8 (0,57) 0 (0) 0 (0) 6 (0,43) 12 (0,85)
Ebal75
SNNEYKVNEREGER 11 0 (0) 2 (0,14) 1 (0,08) 0 (0)
(0,78)
KSHMNRESDDGELY 3 (0,21) 0 (0) 3(0,22) 8 (0,57) 7 (0,50)
NSKPLSDDVRPDKN 5 (0,35) 0 (0) 4 (0.28) 5(0,37) 12 (0,85)
SHTDIHKINPEDRN 3(0,21) 4 (0,28) 1 (0,07) 6 (0,42) 8 (0,57)
QHIESDQQKNDMKT 9 (0,64) 3(0,21) 2 (0,14) 0 (0) 0 (0)
SEYHEDINDINFKK 9 (0,64) 4 (0,28) 0 (0) 1 (0,08) 6 (0,42)
KDIRNEENERHLTN 9 (0,64) 2 (0,14) 2 (0,14) 1 (0,08) 0 (0)
KKLDLDLYENRNDS 7 (0,50) 1 (0,08) 2 (0,14) 4 (0,28) 0 (0)
EVKEHTSNSDNVQQ 4 (0,28) 2 (0,14) 2 (0,14) 3(0,44) 7 (0,50)

Segun la figura 5S6 y en la tabla 5S3, se muestran que los péptidos seleccionados presentan
para Rh2b un porcentaje de aminoacidos en estructura turn + coil de 100% para el péptido
TDQRDASSHGSSNR, un 65% para el péptido YDKHEDFNNERYSN, un 43% para el
péptido SIDTDENADHRHNYV y un 15% para el péptido KGDKILEGSDQRNM.

Para Ebal75 los péptidos que presentaron aminoacidos formando turn + coil fueron
KSHMNRESDDGELY con 79%, NSKPLSDDVRPDKN con 65% y SHTDIHKINPEDRN
con 49%; mientras que algunos péptidos presentaron aminodcidos estructurales
(Helix+strand) como SEYHEDINDINFKK con 98%, QHIESDQQKNDMKT con 85% y
SNNEYKVNEREGER con 78%.

4.2.7.- Grado de desorden

Las estructuras desordenadas son un buen blanco para la eleccion de péptidos ya que al no
tener una estructura definida estas pueden ser reconocidas por los anticuerpos, ya sea que la
proteina se encuentre en su forma nativa o desnaturalizada. Para esto se utilizo el servidor
GlobPlot 2 para identificar si nuestros péptidos se encuentran en estas regiones.
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Figura 4S8.- Resultados de grado de desorden de Rh2b. Arriba: Mapa de analisis. Abajo:
Secuencias de Rh2b y en negrita son las regiones que presentaron desorden. Subrayadas se
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encuentran los péptidos seleccionados.
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Figura 4S9.- Resultados de grado de desorden de Ebal75. Arriba: Mapa de analisis. Abajo:
Secuencias de Ebal75 y en negrita son las regiones que presentaron desorden. Subrayadas
se encuentran los péptidos seleccionados.

Los resultados nos indican para Rh2b un alto porcentaje de aminoacidos (mas 85%) en los
péptidos TDQRDASSHGSSNR y SIDTDENADHRHNYV; mientras que
YDKHEDFNNERYSN presento un 64% de sus amino&cidos en zonas desordenadas y
KGDKILEGSDQRNM presento un 14% de sus aminoacidos. Con respecto a los
aminoacidos que contribuyen al desorden, 4 péptidos presentaron en su secuencia estos
aminoacidos (KSHMNRESDDGELY, NSKPLSDDVRPDKN, SHTDIHKINPEDRN vy
SEYHEDINDINFKK) (Figuras 4S8 y 459).
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4.2.8.- Modificaciones pos-traduccionales
Las modificaciones que puedan sufrir la secuencias de aminoacidos, ya sea por adicion de azUcares,

fosfatos o unidades de fosfatidil inositol glicosilados (GPI), ya que si se eligen péptidos que sean
potenciales puntos de modificacion estas modificaciones pueden impedir el reconocimiento del
anticuerpo disefiado hacia la proteina nativa. Para identificar las adiciones de azucares se utilizé el
servidor NetOGlyc 4.0 Server, para las fosforilaciones NetPhos 2.0 y para la prediccién de GPI el
servidor The GPI Prediction Server.

4.2.8.1.- Rh2b

Rh2b presento en su secuencia 48 puntos de potenciales fosforilaciones (Serinas: 30; Treoninas: 9y
Tirosinas: 9); 5 puntos de adicion de azucares y 1 punto de adicion de GPl. El péptido
KGDKILEGSDQRNM no presento modificacion en su secuencia a diferencia de los otros 3 péptidos
cuya prediccion fueron de 4 modificaciones (TDQRDASSHGSSNR), 3 modificaciones
(YDKHEDFNNERYSN) y 1 modificacion (SIDTDENADHRHNV) (Figura 5S9).
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Figura 4510.- Secuencia de Rh2b presentando las modificaciones. Los puntos indican los aminoacidos. “S”
significa una fosforilacion en serina; “T” en treonina; “Y” en tirosina. “G” indica una modificacion de
azucar. “T” indica una modificacion de GPI.

4.2.8.2.- Ebal75
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) 1502
Figura 4S11.- Secuencia de Ebal75 presentando las modificaciones. Los puntos indican los aminoacidos. “S”
significa una fosforilacion en serina; “T” en treonina; “Y” en tirosina. “G” indica una modificacion de
azucar. “I” indica una modificacion de GPI.

Segun la figura 4S11 solo tres péptidos para EBA175 no presentaron modificaciones
postraduccionales (QHIESDQQKNDMKT, KDIRNEENERHLTN y SEYHEDINDINFKK)
mientras que los otros 6 péptidos presentaron entre uno y tres modificaciones.

4.2.9.- Especificidad

Con las secuencias de péptidos se procedié a realizar la busqueda de posibles secuencias que
compartan aminoacidos en comun hasta una serie de 5 continuos, que puedan reaccionar de
forma cruzada con los anticuerpos disefiados.

4.2.9.1.- Ensayos de BlastP para Rh2b.

Los resultados de alineamientos se presentan en la tabla 4TS4. Para el péptido
YDKHEDFNNERYSN se alineo a la reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium
falciparum 3D7] y parcialmente (5/14 aminoacidos) con la proteina CCR4 [Plasmodium
falciparum 3D7]. Su presencia en su hospedero Homo sapiens, las secuencias formada por
entre de 5-6 aminoacidos se encuentran presentes en 2 proteinas humanas. Su presencia en
el organismo productor de anticuerpos (Oryctolagus cuniculus), 6 proteinas presentaron
similar secuencia de 5 aminoécidos y no se pudo identificar algin motivo de aminoacidos
conservado entre las proteinas. Para el péptido TDQRDASSHGSSNR, presento
alineamientos parciales con 6 proteinas de P.falciparum. Con respecto a su hospedero se
identificaron hasta 4 alineamientos parciales y con O.cuniculus fueron 13 las proteinas sin
ninguna secuencia conservada entre estas. Para el péptido SIDTDENADHRHNYV se alineo
con 11 proteinas de P.falciparum y en 9 de estas se determind “DTDENA” como secuencia
conservada entre estas. Para el caso de Homo sapiens se alineo con 6 proteinas y con O.
cuniculus fueron 7 proteinas. El péptido KIDESITTDEQIRL se alineo parcialmente con 11
proteina de P.falciparum, de los cuales 8 proteinas presentaron una la secuencia “TDEQIR”,
6 proteinas de H.spaiens fueron identificadas y 5 de ellas presentaron la secuencia
“DEQIRL” en comun y para O.cuniculus presentd 3 proteinas, 2 de ellas con la secuencia
“DEQIR”. Finalmente el péptido KGDKILEGSDQRNM se identifico un alineamiento
parcial en 15 proteinas de P.falciparum y 10 de ellas presentaron la secuencia “DKILE”; para
H.sapiens se identificaron 12 proteinas y 10 de ellas presentaron la secuencia “DKILE” y
para O.cuniculus presento 24 proteinas de las cuales 12 presentaron nuevamente la secuencia
“DKILE”.

4.2.9.2.- Ensayos de BlastP para Ebal75

Los resultados de alineamientos se presentan en la tabla 4TS5. Para el anélisis de Blastp se
eliminaron aquellos péptidos que no cuenten con aminoacidos en desorden y que presentaron
entre 2 y mas modificaciones pos-traduccionales quedandonos con los siguientes péptidos:
NSKPLSDDVRPDKN, SHTDIHKINPEDRN, SEYHEDINDINFKK y
EVKEHTSNSDNVQQ. Los resultados del analisis se muestran en la tabla S15.
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Para el péptido NSKPLSDDVRPDKN se alinearon parcialmente con 7 proteinas de
P.falciparum. Con H.sapiens se alineo con 15 proteinas cuya secuencia conservada fue
“KPLSDD” en 10 de estas y con O. cuniculus presento 27 proteinas de las cuales 6 de ellas
presentaron la secuencia “PLSDD” y 6 la secuencia “SDDVR”.

Con el péptido SHTDIHKINPEDRN se obtuvieron 14 alineamientos parciales con
P.falciparum, de las cuales 6 presentaron la secuencia “IHKIN”. Con H.sapiens se alineo con
8 proteinas y 4 de ellas presentaron la secuencia “NPEDR” y con O. cuniculus 20
alineamientos parciales fueron obtenidos de los cuales 8 de ellos presentaron la secuencia
“KINPDR”, 5 la secuencia “KINPE” y 4 la secuencia “NPEDR”.

Con SEYHEDINDINFKK se obtuvo un alineamiento parcial con 6 proteinas con
P.falciparum, con H.sapiens fueron 4 proteinas y con O.cuniculus fueron 6 proteinas de las
cuales 3 presentaron la secuencia “YHEDI”.

Finalmente con el péptido EVKEHTSNSDNVQQ se obtuvieron 8 alineamientos con las
proteinas de P.falciparum, 2 con las proteinas de H.sapiens y 12 con O.cuniculus sin
presentar secuencia conservada alguna.

Tabla 4TS5 (EBA-175)

Plasmodium falciparum

Nombre

erythrocyte binding antigen 175 [Plasmodium falciparum 3D7]
Serine/Threonine protein kinase, FIKK family [Plasmodium falciparum
3D7]

mannose-6-phosphate isomerase, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

DNA repair protein rad54, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

40S ribosomal protein S6, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

26S proteasome subunit, putative [Plasmodium falciparum 3D7]
DNA-directed RNA polymerase 3 largest subunit [Plasmodium
falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium
falciparum 3D7]

Homo sapiens

hypothetical protein [Homo sapiens]

KIAA1543 protein [Homo sapiens]
PREDICTED: calmodulin-regulated spectrin-associated protein 3
isoform X3 [Homo sapiens]

hCG2004001, isoform CRA_b [Homo sapiens]

HCCA3 [Homo sapiens]

proteasome assembly chaperone 2 isoform 2 [Homo sapiens]
tumor necrosis factor superfamily, member 5-induced protein 1,
isoform CRA_c [Homo sapiens]

HDCMC29P [Homo sapiens]
PREDICTED: probable ATP-dependent RNA helicase DDX60 isoform
X2 [Homo sapiens]

hypothetical protein FLJ20035, isoform CRA_d [Homo sapiens]

transposase-like protein [Homo sapiens]
PREDICTED: glucokinase regulatory protein isoform X1 [Homo
sapiens]
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Chain A, Human Gkrp Bound To Amg-6861 And Sorbitol-6-phosphate

protein ZBED8 [Homo sapiens]

hCG1792746, isoform CRA_a [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: zonadhesin isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: glucokinase regulatory protein [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: RING finger protein unkempt homolog isoform X3
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: endoplasmic reticulum lectin 1 isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: A-kinase anchor protein 1, mitochondrial [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: myoferlin isoform X3 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: protein ZBED8 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: low-density lipoprotein receptor-related protein 4
isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

sodium/nucleoside cotransporter 1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: cGMP-dependent protein kinase 2 isoform X1
[Oryctolagus cuniculus]

glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like
isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: ankyrin repeat and BTB/POZ domain-containing protein
BTBD11 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: vascular endothelial growth factor receptor 1
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: collagen alpha-3(VI) chain [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: myb-related protein B [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: hepatocyte growth factor-like protein isoform X1
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: prostaglandin F2 receptor negative regulator
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: la-related protein 1B isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: ornithine aminotransferase, mitochondrial [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: probable ATP-dependent RNA helicase DDX43 isoform
X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: DEAD box protein 53 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: DDB1- and CUL4-associated factor 7 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase RFWD3 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: deubiquitinating protein VCIP135 [Oryctolagus
cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

erythrocyte binding antigen 175 [Plasmodium falciparum 3D7]

transcription factor with AP2 domain(s), putative [Plasmodium
falciparum 3D7]

cysteine repeat modular protein 3, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Chain A, Ispf (plasmodium Falciparum) Cdp Complex

2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase [Plasmodium
falciparum 3D7]
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phosphatidylinositol 3-and 4-kinase, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1), truncated [Plasmodium
falciparum 3D7]

dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase, putative
[Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium membrane protein, unknown function
[Plasmodium falciparum 3D7]

calcium-dependent protein kinase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

TRAP-related protein [Plasmodium falciparum 3D7]

histone-lysine N-methyltransferase, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

membrane skeletal protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

ubiquitin-protein ligase E3, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

similar to Argininosuccinate synthase (Citrulline--aspartate ligase) [Homo
sapiens]

PREDICTED: RNA helicase Mov10I1 isoform X11 [Homo sapiens]

MOV10L1 protein [Homo sapiens]

cadherin-11 isoform 2 precursor [Homo sapiens]

hJAG2.del-E6 [Homo sapiens]

protein jagged-2 isoform b precursor [Homo sapiens]

unnamed protein product [Homo sapiens]

ASXL2 protein [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: zinc finger protein 654 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: kinesin-like protein KIF18A isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: synaptotagmin-13 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: flap endonuclease GEN homolog 1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: beta,beta-carotene 15,15'-dioxygenase [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: nuclear migration protein nudC [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: retinoid isomerohydrolase isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: probable ATP-dependent RNA helicase DDX10 isoform
X2 [Oryctolagus cuniculus]

protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: recoverin [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: nuclear inhibitor of protein phosphatase 1 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: amyloid beta A4 precursor protein-binding family A
member 1, partial [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: amyloid beta A4 precursor protein-binding family A
member 2 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: cell division cycle 5-like protein [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: nucleolar protein 8 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase
beta-2 isoform X4 [Oryctolagus cuniculus]
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PREDICTED: myocyte-specific enhancer factor 2A isoform X5
[Oryctolagus cuniculus]

splicing factor 1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: enhancer of filamentation 1 isoform X2 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: serine/threonine-protein kinase PLK2 [Oryctolagus
cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

erythrocyte binding antigen 175 [Plasmodium falciparum 3D7]

TRAP-related protein [Plasmodium falciparum 3D7]

erythrocyte membrane protein 1, PFEEMP1 [Plasmodium falciparum 3D7]

VAR-like erythrocyte membrane protein 1 [Plasmodium falciparum 3D7]

serine/threonine protein kinase, FIKK family [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

echinoderm microtubule associated protein-like 5 [Homo sapiens]

EMLS protein, partial [Homo sapiens]

ATP-dependent RNA helicase [Homo sapiens]

unnamed protein product [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

sperm-associated antigen 4 protein [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: activin receptor type-1C [Oryctolagus cuniculus]

cyclin A2 [Oryctolagus cuniculus]

Peptidyl-cysteine S-nitrosylase NOS2

nitric oxide synthase 3 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial
[Oryctolagus cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

erythrocyte binding antigen 175 [Plasmodium falciparum 3D7]

erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 [Plasmodium falciparum 3D7]

rifin [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

regulator of chromosome condensation, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

tetratricopeptide repeat domain 1-like protein, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

Kinesin, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]
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phospholipid-transporting ATPase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

DNA polymerase theta [Homo sapiens]

hypothetical protein [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: G protein-coupled receptor kinase 6 isoform X2 [Oryctolagus
cuniculus]

ryanodine receptor 3 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: RNA polymerase 1l elongation factor ELL2-like [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: serine/threonine-protein kinase PLK4 isoform X3 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: zinc finger protein 664-like [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase UHRF2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: interleukin-1 receptor type 1 isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: mitochondrial sodium/hydrogen exchanger 9B2 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

Processing alpha-1,2-mannosidase 1A

mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase (EC 3.2.1.113) - rabbit
(fragment)

PREDICTED: methylcytosine dioxygenase TET2 isoform X2 [Oryctolagus
cuniculus]

Tabla 4TS4 (Rh2b)

Plasmodium falciparum

Nombre

reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium falciparum
3D7]

CCR4 [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

T-cell receptor beta chain [Homo sapiens]

ATP-binding cassette sub-family B member 7 isoform 3 [Homo
sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: DNA topoisomerase 1-like [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 isoform X7
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: putative serine protease 46 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: leucine-rich repeat-containing protein 37A3-like, partial
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: integrin alpha-2 isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: nuclear pore complex protein Nup133 isoform X3
[Oryctolagus cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium falciparum 3D7]

pre-mRNA splicing factor, putative [Plasmodium falciparum 3D7]
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ataxin-2 like protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Plasmodium exported protein (hyp12), unknown function [Plasmodium
falciparum 3D7]

organelle ribosomal protein L3 precursor, putative [Plasmodium
falciparum 3D7]

protein phosphatase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

fork head domain protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

alternative protein ANGEL1 [Homo sapiens]

PREDICTED: transforming acidic coiled-coil-containing protein 2
isoform X18 [Homo sapiens]

hCG1980844, isoform CRA e, partial [Homo sapiens]

PREDICTED: neurobeachin isoform X9 [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

formin-binding protein-17 splice variant B [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 15 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: synapsin-1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: fibroblast growth factor receptor substrate 2 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: transcription factor 7-like 1, partial [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: pumilio homolog 1 isoform X13 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: zinc finger protein 37 homolog isoform X2 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: DNA-binding protein RFX6 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: interleukin-10 receptor subunit alpha [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: lymphocyte cytosolic protein 2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 3 isoform X4
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: kelch-like protein 8 isoform X3 [Oryctolagus cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium falciparum 3D7]

elongation factor 1-beta [Plasmodium falciparum 3D7]

dynein heavy chain, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

tetratricopeptide repeat domain 1-like protein, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

Stromal-processing peptidase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

myosin heavy chain subunit, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase, putative [Plasmodium
falciparum 3D7]

Chain A, Crystal Structure Of Prolyl-trna Synthetase (prs) From Plasmodium
Falciparum

bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

U5 snRNP-associated protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]
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RNA helicase, putative [Plasmodium falciparum 3D7

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

immunoglobulin heavy chain VHDJ region [Homo sapiens]

chromosome 9 open reading frame 102, isoform CRA_a [Homo sapiens]

PREDICTED: DNA excision repair protein ERCC-6-like 2 isoform X8 [Homo
sapiens]

KIAA0100, isoform CRA_a [Homo sapiens]

PREDICTED: cortactin-binding protein 2 isoform X7 [Homo sapiens]

CTTNBP2 [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: rho GTPase-activating protein 20-like isoform X3 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: target of EGR1 protein 1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: HEAT repeat-containing protein 4 isoform X3 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: vacuolar protein sorting-associated protein 13B [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: DNA helicase B isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: UPF0378 protein KIAA0100 homolog [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: DNA helicase B isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium falciparum 3D7]

nicotinic acid mononucleotide adenyltransferase [Plasmodium falciparum
3D7]

CPSF (cleavage and polyadenylation specific factor), subunit A, putative
[Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium membrane protein [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium protein, unknown function [Plasmodium
falciparum 3D7]

delta-aminolevulinic acid synthetase [Plasmodium falciparum 3D7]

hexokinase [Plasmodium falciparum 3D7]

erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved protein, unknown function [Plasmodium falciparum 3D7]

GPI18p transamidase [Plasmodium falciparum 3D7]

Plasmodium exported protein [Plasmodium falciparum 3D7]

conserved Plasmodium membrane protein, unknown function
[Plasmodium falciparum 3D7]

Homo sapiens

cell proliferation-inducing protein 54 [Homo sapiens]

similar to tropomyosin 3 [Homo sapiens]

cytoskeletal tropomyosin TM30 [Homo sapiens]

tropomyosin 4-anaplastic lymphoma kinase fusion protein major isoform
[Homo sapiens]

unnamed protein product [Homo sapiens]
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‘ || ‘ | | ‘ | | Mpregnancy-associated plasma protein E2 [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus

PREDICTED: kinesin-like protein KIF6 isoform X5 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: tropomyosin alpha-3 chain isoform X2 [Oryctolagus
cuniculus]

Plasmodium falciparum

Nombre

reticulocyte binding protein 2, homolog b [Plasmodium falciparum
3D7]

conserved Plasmodium protein [Plasmodium falciparum 3D7]

sporozoite microneme protein (SPECT) [Plasmodium falciparum 3D7]

rifin [Plasmodium falciparum 3D7]

nucleoside diphosphate kinase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

endopeptidase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 [Plasmodium falciparum
3D7]

60S ribosomal protein L1, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

transcription factor Ilb, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

SPRY domain, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

binding protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

SET domain protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

cysteine--tRNA ligase, putative [Plasmodium falciparum 3D7]

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit [Plasmodium
falciparum 3D7]

proliferation-associated protein 2g4, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

ABC transporter | family member 1, putative [Plasmodium falciparum
3D7]

Homo sapiens

Chain A, Solution Structure Of The Sixth Pdz Domain Of Human Inad-
Like Protein

PDZ domain protein [Homo sapiens]

Pals1-associated tight junction protein [Homo sapiens]

PREDICTED: inaD-like protein isoform X14 [Homo sapiens]

INADL protein [Homo sapiens]

KIAA1416 protein [Homo sapiens]

PREDICTED: chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 isoform
X3 [Homo sapiens]

brain my045 protein [Homo sapiens]

mitochondrial ribosomal protein S22, isoform CRA_b [Homo sapiens]

PREDICTED: 28S ribosomal protein S22, mitochondrial isoform X3
[Homo sapiens]

zinc finger protein 660 [Homo sapiens]

circulating B cell antibody heavy chain variable region [Homo sapiens]

Oryctolagus cuniculus
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PREDICTED: palmitoyltransferase ZDHHC6 isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

ELAV-like protein 1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: histone-lysine N-methyltransferase 2C isoform X13
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: sodium- and chloride-dependent glycine transporter 1
isoform X1 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: dihydroxyacetone phosphate acyltransferase
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: centromere protein | [Oryctolagus cuniculus]
PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 4E transporter
isoform X2 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: 10 kDa heat shock protein, mitochondrial isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: MAP3K12-binding inhibitory protein 1 isoform X3
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: porphobilinogen deaminase isoform X1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: MAP3K12-binding inhibitory protein 1 isoform X1
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 isoform
X4 [Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: 28S ribosomal protein S22, mitochondrial isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 38 isoform X1
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: THAP domain-containing protein 2 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: transmembrane protease serine 13 isoform X3
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: TRPMB8 channel-associated factor 1 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: HEAT repeat-containing protein 1 [Oryctolagus
cuniculus]

PREDICTED: ras GTPase-activating protein 1 [Oryctolagus cuniculus]

von Willebrand factor, partial [Oryctolagus cuniculus]
PREDICTED: anaphase-promoting complex subunit 7 isoform X2
[Oryctolagus cuniculus]

PREDICTED: DET1 homolog [Oryctolagus cuniculus]
PREDICTED: contactin-associated protein-like 2 [Oryctolagus
cuniculus]

4.2.10.- Caracteristicas de los péptidos

Para el célculo de estas caracteristicas se consideré una Cisteina en el extremo amino o
carboxilo del péptido y se utilizo el servidor PepDraw. Los resultados se encuentran en la
tabla 5S5. Los péptidos KGDKILEGSDQRNMC y CTDQRDASSHGSSNR de Rh2b
presentan carga neta 0 y esto podria comprometer la solubilidad en agua del péptido. Para
EBal75 el péptido NSKPLSDDVRPDKNC presenta el mismo caso de carga 0 lo que podria
comprometer su solubilidad.

Tabla 4TS6.- Caracteristicas quimicas de los péptidos seleccionados
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Hidrofobicidad Carga neta Punto

(Kcal /mol) isoeléctrico
Rh2b
CYDKHEDFNNERYSN +29.24 ) 4,46
CTDQRDASSHGSSNR +26,47 0 7,13
KGDKILEGSDQRNMC +27 54 0 6,37
CSIDTDENADHRHNV +30,26 -3 4,40
Ebal75
NSKPLSDDVRPDKNC +27.40 0 6,33
CSHTDIHKINPEDRN +28,37 -1 6,06 .
CSEYHEDINDINFKK +27.85 2 4,46 C en negrita denota
EVKEHTSNSDNVOQC 27,40 > 431 la cisteina agregada

a cada péptido.

4.2.11.- Analisis de los pasos de seleccion

4.2.11.1.- Rh2b

Para la proteina Rh2b de 3254 aa se ubicé la region Unica (477 aa) con respecto a su
homologo Rh2a. Con dicha region se realizd el analisis con AbDesignerTM identificando
541 péptidos de los cuales 186 de ellos presentaron un ig-score mayor a 6.5. Luego el analisis
con OptimunAntigen™ permitié filtrar 4 péptidos con caracter entre “Moderado y Alto”,
estos péptidos fueron: KGDKILEGSDQRNM, SIDTDENADHRHNYV,
YDKHEDFNNERYSN y TDQRDASSHGSSNR. Segun su ubicacion en el mapa de la
proteina, KGDKILEGSDQRNM se ubica entre la region en comin con Rh2a (homdlogo) y
la zona de delecion. SIDTDENADHRHNV y TDQRDASSHGSSNR se ubicaron en la zona
de delecion. YDKHEDFNNERYSN se ubico entre esta zona de delecion y 6 aa del dominio
transmenbrana. Los péptidos que presentaron menos estructuras y presencia de turn+coil
fueron: TDQRDASSHGSSNR y YDKHEDFNNERYSN. Con respecto a los péptidas con %
de aminoacidos que contribuyen al desorden fueron: TDQRDASSHGSSNR,
SIDTDENADHRHNV y YDKHEDFNNERYSN. Con respecto a las modificaciones
postraduccionales solo el péptido KGDKILEGSDQRNM no recibié ninguna prediccion;
mientras que los demas péptidos presentaron entre 1 y 3 modificaciones. Con respecto a la
especificidad el péptido YDKHEDFNNERYSN presento mas especificidad al alinearse
parcialmente con 1 proteina de P.falciparum. Para el péptido TDQRDASSHGSSNR, se
alineo parcialmente con 4 proteinas de P.falciparum. Mientras que el péptido
SIDTDENADHRHNY se alineo con 11 proteinas de P.falciparum y ademas presento una
secuencia conservada entre 9 de estas; para KGDKILEGSDQRNM presento un alineamiento
parcial con 15 proteinas de y una secuencia conservada entre 10 proteinas de P.falciparum;
la misma secuencia que estuvo conservada en 10 proteinas de H.sapiens y 12 de O.cuniculus.
Dos  péptidos  presentaron carga neta 0 (KGDKILEGSDQRNMC vy
CTDQRDASSHGSSNR).

Se elige YDKHEDFNNERY SN por presentar conservacion, por presentar pocas estructuras
segundarias (Hélice o beta plegamiento) y aminoacidos que contribuyen al desorden, sin
embargo su proximidad al dominio transmenbrana y las 3 modificaciones son 2
caracteristicas a tener en cuenta. Se eligio TDQRDASSHGSSNR que también presento
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conservacion, menos aminoacidos en estructuras secundarias y desorden, sin embargo
también presenta 3 modificaciones y carga neta 0 que puede comprometer su sintesis.
Finalmente no se recomienda tomar los péptidos SIDTDENADHRHNV vy
KGDKILEGSDQRNM debido a la conservacion presentada entre proteinas de P.falciparum,
H. sapiens y O. cuniculus, por la presencia de aminoacidos que participan en estructuras
secundarias (57-85%) y la carga 0 de KGDKILEGSDQRNM.

4.2.11.2.- Ebal75

De los 1502 amino&cidos que presentan Ebal75, los cuales estan divididos en 7 regiones, se
seleccionaron las regiones que presentaron reportes de variabilidad genética, seleccionando
las regiones IV al V11 lo que comprendian alrededor de 640 aa que generaron 628 potenciales
péptidos (AbDesignerTM) de los cuales 234 presentaron valores ig-score entre “Moderado”
y “Alto”. Tras el filtro con OptimunAntigen™ se obtuvieron 10 péptidos, que presentaron
caracteres “moderado” (9) y “Bajo” (1). Por lo que se eligio trabajar con los 9 péptidos para
el posterior anélisis. Segin el mapa de la proteina Ebal75, 5 péptidos se ubicaron en la region
IV, 2enlaregion V, 1en laregion VIy 1 en laregion VII. Ningun péptido se ubico de forma
cercana a un dominio transmenbrana. Con respecto a los aminoacidos que contribuyen a la
formacion de (turn +coil), se identificaron los péptidos KSHMNRESDDGELY,
NSKPLSDDVRPDKN, SHTDIHKINPEDRN y EVKEHTSNSDNVQQ); mientras que los
péptidos que contenian aminodcidos que contribuyen al desorden fueron:
KSHMNRESDDGELY, NSKPLSDDVRPDKN, SHTDIHKINPEDRN,
SEYHEDINDINFKK y EVKEHTSNSDNVQQ, por lo que de los 9 péptidos orginales nos
quedamos con estos 5 péptidos. Segun los predictores de modificaciones postraduccionales
se obtuvo para KSHMNRESDDGELY, 3 fosforilaciones); NSKPLSDDVRPDKN,
SHTDIHKINPEDRN y EVKEHTSNSDNVQQ, 1 fosforilacion cada uno, vy
SEYHEDINDINFKK no presento modificacion alguna. De estos 5 péptidos elegimos los 4
que tuvieron entre ninguna y una modificacion para el analisis por Blastp. Segun este analisis,
SHTDIHKINPEDRN presento secuencia conservada “IHKIN” en 6 proteinas de
P.falciparum de 14 proteinas alineadas, mientras que los otros 3 péptidos no presentaron
secuencias conservadas. Cuando se alinearon con las proteinas de hospedero (H. sapiens), el
péptido SHTDIHKINPEDRN presento la secuencia conservada “NPEDR” con 4 proteinas,
NSKPLSDDVRPDKN la secuencia “KPLSDD”; mientras que SEYHEDINDINFKK vy
EVKEHTSNSDNVQQ no presentaron secuencias conservadas con las proteinas de
H.sapiens. Al momento de alinearlos con O. cuniculus, NSKPLSDDVRPDKN presento las
secuencias “SDDVR” y “PLSDD” conservadas; SHTDIHKINPEDRN presento en 8
proteinas de O.cunilculus la secuencia “KINPDR”, SEYHEDINDINFKK presento 3
proteinas con la secuencia “YHEDI” y el péptido EVKEHTSNSDNVQQ no presentd
ninguna secuencia conservada. Dado la conservacion de secuencias en P.falciparum,
H.sapiens y O.cuniculus presentado en 2 péptidos (NSKPLSDDVRPDKN vy
SHTDIHKINPEDRN), se decide no continuar con estos. Con los 2 péptidos que quedan
(SEYHEDINDINFKK y EVKEHTSNSDNVQQ) se debe tener en cuenta el caso de
SEYHEDINDINFKK vya que su ubicacion es entre el espacio citoplasmatico y al potencial
punto de adicion de GPI.
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4.2.12.- Ensayos de inmunoblot utilizando los anticuerpos obtenidos a partir de los
péptidos seleccionados.

Se sintetizaron 3 péptidos para cada proteina en total (RH2B, EBA175 y MSP10) (Tabla
4TS7) y se utilizaron para inmunizar conejos (Genscript, Piscataway, NJ, USA) de los cuales
se aislo el antisuero para la purificacion de estos anticuerpos.

Tabla 4TS7.- Lista de péptidos y anticuerpos evaluados

Anticuerpo Regiones Posicion en la proteina | Secuencia Péptido
(aa)
EBA-175-1 RII - VII 1089 — 1102 CSNNEYKVNEREGER
EBA-175-2 R - VII 1322 — 1335 KKLDLDLYENRNDSC
EBA-175 - 3 RII - VII 1489 — 1502 CSEYHEDINDINFKK
RH2B - 1 Region Unica | 2998-3011 CTDQRDASSHGSSNR
RH2B - 2 Region Unica | 3168-3181 CSIDTDENADHRHNV
RH2B - 3 Regidn Gnica | 3207-3220 YDKHEDFNNERY SN
MSP10 -1 N - terminal | 50 — 63 NMNNEKNDNKDNKD
MSP10 - 2 Region 306 — 319 ERKNQKAPPGEHKP
Central
MSP10 - 3 Region 368 — 381 RRTLLKESRDIKNT
Central

Los 3 anti-EBA-175 y 3 anti-RH2B fueron incubados en tiras individuales de membrana de
nitrocelulosa fijada con 500 ug/ml de proteina total de pellet de esquizontes, de acuerdo a las
condiciones descritas en la seccion Ensayos de Inmunoblot.

Los resultados revelaron la reaccion de los anticuerpos contra bandas de proteinas maltiples,
ninguna correspondiente al peso molecular reportado en la literatura cientifica para las
proteinas en evaluacién (Rh2b: 357kDa y Ebal75:175kDa), evidenciandose asi la
inespecificidad de reaccién de estos anticuerpos (Figura 5S11). Por tanto, estos anticuerpos
no pasaron a ser evaluados por otros ensayos de caracterizacion de anticuerpos. No se
detectaron bandas al evaluarse los anticuerpos contra glébulos rojos no infectados como
Control Negativo (Figura 4S12).
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Figura 4S12: Evaluacion de anticuerpos anti-RH2 y anti-EBA-175 por inmunoblot. A) 500 pg/ml de pellet
de esquizontes purificados fueron fijados en una membrana de nitrocelulosa en condiciones denaturantes y
enfrentados en ensayos de Imunoblot contra los mAc anti EBA-175 (1, 2, 3) y anti-RH2B (4, 5, 6)
respectivamente. Ninguno de los anticuerpos detecto una banda especifica correspondiente al tamafio de sus
respectivas proteinas. B) Los mAc anti-EBA-175 (1, 2, 3) y anti-RH2B (4, 5, 6) fueron enfrentados a glébulos
rojos sin infectar (control negativo). No se observo la presencia de bandas. (M) Marcador.

Los anticuerpos disefiados no pudieron detectar las formas recombinantes de las proteinas
RH2B y EBAL75 (Figura 4S13).

RH2B EBA175

rEBA175 rRH2B

-

Figura 4S13.- Ensayos de western blot
utilizando los anticuerpos producidos en base a los péptidos Rh2b y Ebal75 (1,2 y3) (1:500). Se

utilizé como controles de anticuerpos anti-his para la deteccion de las proteinas recombinantes.
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4.3.- Observaciones finales:

Se logr6 disefiar 9 péptidos para las proteinas RH2B y EBAL175. Sin embargo, estas tuvieron
observaciones de disefio relacionadas a puntos de modificaciones postraduccionales de las proteinas
nativas. Esto repercutié en las capacidades de los anticuerpos producidos al momento de poder
reconocer las proteinas nativas de P.falciparum, a diferencia de los 3 anticuerpos obtenidos para
PfMSP10 (Capitulo 4).
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Capitulo 5:

Experimentos suplementarios

Sero-reactividad de las proteinas recombinantes rRH2b, rMSP10 y los péptidos de
PFRH2B, PFEBA175 Y PFMSP10.

5.1.- Comparacion de la sero-reactividad de un mismo panel de sueros de pacientes
infectados con P.falciparum frente a los antigenos.
Se comparé la sero-reactividad (OD/OD pool-) de un mismo panel de sueros frente a rMSP10

y rRH2b y se observo diferencia significativa (p<0.001) entre el nivel de reactividad. Se
obtuvo una mayor reactividad para la proteina total rMSP10 (Figura 6S1), tras esta
comparacion se observa que la proteina rMSP10 presenta una mayor reactividad, por lo cual
se utilizo esta para los ensayos de ELISA con sueros de individuos catalogados como

sintomaticos, asintomaticos e infectados con P.vivax.
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Figura 5S1.- Comparacién de los niveles de sero-reactividad de un panel de sueros frente a
los antigenos rIMSP10 y rRH2b.

De este panel de sueros se identifica dos sueros: PEO1FO05 (rRH2b: 7.65; rMSP10: 10,25) y
PEO1F19 (rRH2b: 7.22; rMSP10: 12.75) que presentaron alta sero-reactividad a los antigenos

para ser evaluados frente a los péptidos producidos en el capitulo 4.

5.2.- Sero-reactividad de un mismo panel de sueros de pacientes infectados con
P.falciparum frente a los péptidos disefiados de las proteinas PFRH2B, PFEBA175 Y
PFMSP10.
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Se fijaron los péptidos a la placa de ELISA segun el protocolo descrito en el capitulo 6, y se
evalud utilizando dos sueros controles (PEOL1F05 y PEO1F19) y un pool negativo de sueros

de donantes de zonas no endémicas para malaria. Los resultados se grafican en la figura 5S2.
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Figura 5S2.- Resultados de sero-reactividad de los sueros controles frente a los péptidos
sintéticos disefiados para las proteinas PFRH2B, PFEBA175 Y PFMSP10.
Se puede observar una reactividad para los péptidos MSP10-1 y MSP10-2 (2 péptidos);

mientras que para los otros 7 péptidos sus OD obtenidos eran valores cercanos al pool
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negativo. Sin embargo el péptido Rh2b-1 presento valores de OD ligeramente altos; para
descartar una falsa eleccion de péptidos por el numero reducido de controles, se decidio
evaluar los péptidos de rRH2b utilizando un panel de 30 sueros (Figura 5S3).
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Figura 5S3.- Sero-reactividad de un panel de 30 sueros de pacientes infectados con
P.falciparum frente a los péptidos de la proteina PFRH2B. La linea horizontal punteada
indica el cut-off (0.08). Las lineas horizontales continuas indican la media.

Segun los resultados, se obtuvo para el péptido RH2B-1 una ligera respuesta en los sueros
positivos a P.falciparum, indicandonos que este podria ser un potencial péptido a ser
evaluado. Tras esto se evalud su capacidad de reactividad cruzada de los 3 péptidos frente a
13 sueros de pacientes infectados con P.vivax (Figura 5S4). Se observé para RH2B-1,
reactividad cruzada entre este péptido especifico de P.falciparum con los sueros de pacientes

infectados con P.vivax (8/11), descartando su uso como potencial marcador serolégico
especifico para P.falciparum.

201



1.5

e Rhb1
® Rh2b-2
T 10 A Rh2b3
L
=]
L
=
9 0s-
o @ e ALaa
o Soreert®®  Map A\l
| - o @
=] =] £
[ | [ | [ |
= = =
@ @ o

Figura 5S4.- Sero-reactividad de un panel de 11 sueros de pacientes infectados con P.vivax
frente a los péptidos de la proteina PFRH2B. La linea horizontal punteada indica el cut-off
(0.075). Las lineas horizontales continuas indican la media.
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