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RESUMEN

La malaria es una de las enfermedades infecciosas mas prevalentes y mortales a nivel mundial.
Cinco especies de Plasmodium (protozoario intracelular obligado del filo Apicomplexa)
infectan al humano, siendo Plasmodium falciparum la especie responsable de las
manifestaciones clinicas mas severas, con amplia distribucion en las zonas tropicales y
subtropicales del Africa Subsahariana. Segun los estimados de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMYS), en el afio 2010 se presentaron alrededor de 216 millones de casos de malaria y
cerca de un millon de muertes, principalmente de nifios menores de 5 afios. Esta cifra se ha
incrementado en los Gltimos afos, luego de la aparicion de variantes del parésito que son
resistentes a drogas antimalaricas y por la resistencia a los insectidas por parte del mosquito.
Es por lo tanto urgente el desarrollo de medidas de control efectivas que permitan la
erradicacion de esta parasitosis.

El conocimiento del genoma, transcriptoma y proteoma de P. falciparum, han permitido el
entendimiento de la inmunobiologia de este parasito y de sus posibles mecanismos de invasion
a las diferentes células hospederas. El ciclo de vida de P. falciparum en el glébulo rojo (GR)
es un proceso complejo y coordinado, en el que se involucran diferentes proteinas, solas o
formando complejos multiprotéicos, localizadas tanto en la membrana de los merozoitos como
en organelos secretorios especializados, conocidos como roptrias, micronemas y granulos
densos.

Recientemente, estudios realizados en Toxoplasma gondii (Tg), organismo modelo del filo
Apicomplexa, han permitido establecer que proteinas derivadas del cuello de las roptrias y
denominadas RON (del inglés, rhoptry neck proteins) forman un complejo no covalente que se
asocia con la proteina de las micronemas AMA-1 (del inglés, apical membrane antigen 1),
participando activamente durante la invasién a la célula huésped. Se ha reportado que en P.
falciparum existen proteinas que son homologas a las RON de T. gondii y se ha sugerido que
de la misma forma que en T. gondii, en Plasmodium estas proteinas participan activamente en
la invasion.

En este trabajo, se caracterizd la proteina PfRON5 en la cepa FCB2 de Plasmodium

falciparum, se identificaron las regiones de unién de la proteina PFRON5 a GR y se determiné
el efecto in vitro de estos sobre la invasién de merozoitos a GR humanos.
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ABSTRACT

Malaria is one of the most prevalent and mortal infectious diseases around the world today.
Five Plasmodium species (obligate intracellular protozoan from the phylum Apicomplexa)
infect humans, Plasmodium falciparum being the species responsible for the most severe
clinical manifestations, having broad distribution throughout tropical and subtropical areas of
Sub-Saharan Africa. According to the World Health Organization (WHQO), about 216 million
cases of malaria occurred during 2010 and around one million deaths happened, mainly among
children aged less than 5 years old. This figure has increased during the last few years
following the appearance of parasite variants which are resistant to antimalarial drugs, and due
to the mosquito becoming resistant to insecticides. Developing effective control measures
leading to the eradication of this parasitosis is thus an urgent public health priority in many
third world countries.

Knowledge regarding the P. falciparum genome, transcriptome and proteome has led to an
understanding of this parasite’s immunobiology and its possible mechanisms for invading
different host cells. The P. falciparum life-cycle within red blood cells (RBC) is a complex
and coordinated process, involving different proteins, alone or when forming multi-protein
complexes, localized on merozoite membrane and in specialized secretory organelles known
as rhoptries, micronemes and dense granules.

Recent studies carried out in Toxoplasma gondii (Tg), the model organism for the phylum
Apicomplexa, have led to establishing that rhoptry neck-derived proteins, called rhoptry neck
proteins (RON), form a non-covalent complex which is associated with apical membrane
antigen 1 (AMA-1) microneme protein which actively participates in host cell invasion. It has
been reported that P. falciparum has some proteins which are homologous to T. gondii RON
and it has been suggested that these proteins actively participate in invasion in Plasmodium in
the same way as in T. gondii.

This work was thus aimed at characterizing the PfRONS5 protein in the Plasmodium

falciparum FCB2 strain, identifying PFRON5 RBC binding regions and determining in vitro
their effect on merozoite invasion of human RBC.
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1. Introduccion

La malaria es una de las enfermedades parasitarias mas ampliamente distribuidas alrededor del
mundo, y de acuerdo a los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), anualmente se
presentan alrededor de 216 millones de casos clinicos y cerca de un millon de muertes, siendo las
principales victimas nifios menores de 5 afios, mujeres embarazadas y adultos en edad
productiva. En humanos, la malaria es causada por cinco especies de Plasmodium: P. ovale, P.
malariae, P. knowlesi, P. vivax y P. falciparum, siendo las dos ultimas las que presentan mayores

tasas de morbilidad y mortalidad [1].

Diferentes estrategias han sido disefiadas y utilizadas para el control y prevencién de la malaria,
entre ellas el uso de pesticidas, mosquiteros impregnados con insecticidas, drogas antimalaricas y
diferentes tipos de vacunas [2-4]. Sin embargo, debido a factores tales como la expansion global
de la enfermedad, el incremento de cepas resistentes a drogas antimalaricas, la diversidad
genética del parasito, la resistencia del vector a insecticidas y las condiciones socioeconémicas de
las poblaciones en riesgo, no ha sido posible obtener éxito en la lucha contra esta enfermedad [1].
Se ha sugerido que una vacuna que incluya diferentes proteinas (multiantigeno) derivadas de
distintas formas invasivas (multiestadio), podria ser una estrategia efectiva para prevenir y

controlar definitivamente la enfermedad [5-8].

Conocer las interacciones moleculares y celulares parasito-célula hospedera, y particularmente
las proteinas relacionadas con la invasion a las diferentes células, es clave para la identificacion y
seleccion de las proteinas o fragmentos derivados de ellas, que puedan ser utilizadas o hacer parte
en el disefio de un método de control o erradicacion de la enfermedad. Esto se ha logrado en gran
parte gracias al estudio del genoma, transcriptoma y proteoma de P. falciparum [9-12], asi como
estudios comparativos con otros miembros del filo Apicomplexa como Toxoplasma gondii, que

sugieren que el proceso de invasion es conservado en los miembros de este filo [13].

En Plasmodium, el merozoito es el estadio parasitario que invade a los globulos rojos (GR) y ha
sido considerado uno de los blancos de estudio mas importantes para el desarrollo de una vacuna,

considerando que: a) el ciclo de vida en GR es el responsable de los sintomas clinicos de la
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enfermedad, b) es posible mantener los estadios de este ciclo en cultivo in vitro para Plasmodium
falciparum y c) proteinas derivadas del merozoito se exponen al sistema inmune durante el

proceso de invasion [14].

Durante la invasién del merozoito al GR, es indispensable la formacidn de una interaccion fuerte
(TJ, del inglés tight junction), entre la membrana del merozoito y la membrana del GR. Esta
unién fuerte migra desde la porcion apical del parasito hasta su extremo posterior, por accion del
motor actina-miosina, razén por la que también se conoce como unién movil (MJ, del inglés
moving junction) [15-17]. La formacion del TJ le permite al parasito iniciar y llevar a cabo la
invasion al GR, asi como la formacion de la vacuola parasitofora, en la cual el parésito se

desarrolla y se replica para la proxima generacion celular [18].

Recientemente se identificaron en Toxoplasma gondii las proteinas que participan en la
formacion del TJ. Se encontrd que la proteina derivada de las micronemas denominada Antigeno
Apical de Membrana 1 (TgJAMAL, del inglés apical membrane antigen) y cuatro proteinas
localizadas en el cuello de las roptrias (TQRONZ2, 4, 5 y 8, del inglés rhoptry neck protein),
participan en la formacion del TJ y por lo tanto en la invasion [15-17]. Para el afio 2009, cuando
se inicid este proyecto de tesis, habian sido caracterizadas en Plasmodium falciparum las
proteinas PfRON2, PfRON4 y PfRONG6, homdlogas a TgRONZ2, TgRON4 y TgRONS,
respectivamente. Ademas, se reportdé que para la proteina recien descrita TJRON8 no habia
homélogo en Plasmodium, que la proteina PFRONG se localiza en el cuello de las roptrias, pero al
parecer no hace parte del complejo de proteinas en el TJ [19-22]. Se consideraba que la proteina

PfRONS si participaba en la formacion del TJ [23], pero aun no habia sido caracterizada.

Teniendo en cuenta la importancia que representa el conocimiento de la biologia del parasito y la
identificacion y caracterizacion de nuevos antigenos en el desarrollo de métodos de control (entre
ellos una vacuna de subunidades, multiantigeno y multiestadio), en este trabajo se propuso la
identificacion de la proteina PFRONS en la cepa FCB-2 de P. falciparum, asi como las regiones
de union de la proteina PFRON5 a GR y su posible rol en la invasion de merozoitos a GR

humanos.



2. Hipdtesis
El gen homdlogo al que codifica para la proteina RON5 de Toxoplasma gondii existe y se

transcribe en Plasmodium falciparum. La proteina codificada PFRONS se expresa en el cuello de

las roptrias del merozoito y participa en la invasion al glébulo rojo.

3. Objetivo General

Identificacidn y caracterizacion de la proteina del cuello de las roptrias 5 (RON5) en Plasmodium

falciparum y determinaciéon de las regiones de unién a glébulos rojos humanos.

4. Objetivos Especificos
e Amplificar el gen MALB8P1.73 a partir de ADN genomico de P. falciparum y determinar
su transcripcion en el ARN mensajero.
e Evaluar la expresion de la proteina PFRONS en P. falciparum y su localizacion subcelular
con anticuerpos policlonales.
e Producir y purificar la proteina rPfRONS en E. coli y evaluar su antigenicidad.
e Caracterizar las regiones de union de PfRON5 a GR humanos y determinar su efecto

sobre la reinvasion in vitro.



5. Marco Teoérico

5.1. Lamalaria

La malaria es una de las parasitosis mas ampliamente distribuidas en el mundo, es prevalente en
cerca de 100 paises, especialmente los localizados en &reas tropicales y subtropicales del planeta
(Figura 1). De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cerca de 3.000 millones de
personas estan en riesgo de ser infectados, y anualmente se presentan entre 216 y 250 millones de
casos clinicos en todo el mundo, con aproximadamente 1 millén de muertes, principalmente
nifios menores de cinco afos, mujeres embarazadas y adultos en edad productiva. Son los paises

Africanos en donde se presenta el 85% de los casos y el 95% de las muertes [24].

La malaria es causada por parasitos protozoarios del género Plasmodium, perteneciente al filo
Apicomplexa. Dentro de este género, existen especies que parasitan reptiles, aves, mamiferos y
algunos pueden o no causar enfermedad. En el caso especifico del humano, son cinco las especies
que lo infectan: P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. knowlesi. Plasmodium
falciparum es la especie méas prevalente (93% de casos), responsable de las complicaciones
severas de la enfermedad y causa las mayores tasas de mortalidad (85% de las muertes), todo esto
asociado con la capacidad de adhesion que presenta el GR infectado por esta especie de parésito a
las células endoteliales y a GR no infectados. Plasmodium vivax causa cerca del 40% de los casos
anuales de malaria en las zonas tropicales de América Latina y Asia (Figura 1); estas infecciones
son menos severas, pero pueden permanecer latentes por mucho tiempo, por la presencia de
formas durmientes del parésito en el higado denominadas hipnozoitos, que dificultan eliminar al
parasito en el humano. P. ovale y P. malariae son causas infrecuentes de morbilidad y las
infecciones no tratadas pueden persistir como parasitemias de bajo grado por varias décadas. P.
knowlesi, descrito originalmente como un paréasito que infecta monos macacos, también infecta

naturalmente a humanos en algunas areas de Malasia y causa malaria severa [24-30].

En Colombia, aunque los casos anuales reportados de malaria han disminuido, la malaria todavia
es un grave problema de salud pablica. Alrededor del 60% de la poblacién colombiana esta en
riesgo de contraer la enfermedad, debido a que la mayoria del territorio rural estad a una altura
menor a los 1.700 metros sobre el nivel del mar, lo que hace que se den las condiciones
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climéticas, geogréaficas y epidemioldgicas idoneas para la transmision de la enfermedad. Segun el
Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) del Instituto Nacional de Salud (INS), para
la semana epidemioldgica nimero 31 de 2013 (28 de Julio al 3 de Agosto de 2013) se habian
notificado 40.732 casos, de los cuales 27.417 (67,3%) corresponden a P. vivax, 12.686 (31,1%) a
P. falciparum, 611 (1,5%) a la asociacion de estas dos y 18 (0,04%) a P. malariae. Los
departamentos con mayor incidencia de malaria por P. falciparum son: Antioquia, Chocd,

Cordoba y Bolivar, con cerca del 80,0% de los casos notificados en el pais (Figura 2) [31].
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Figura 1. Distribucion de malaria causada por P. falciparum y P. vivax en el afio 2010. Tomado de
[32].

Diferentes estrategias de control han sido implementadas para disminuir las tasas de morbi-
mortalidad que causa la malaria, entre las que se encuentran la implementacion de camparias de
prevencion, uso de mosquiteros impregnados con insecticidas [33], nuevos medicamentos [34] y

el desarrollo de vacunas siguiendo diferentes aproximaciones y diferentes estrategias [35, 36].

En la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) se ha desarrollado una
metodologia l6gica y racional para el disefio de una vacuna contra la malaria [37], que se basa en
la identificacion de regiones funcionales (union) de proteinas que participan durante la invasion a
la célula diana, estos péptidos, denominados de alta capacidad de union (HABPs, del inglés, High
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Activity Binding Peptides) han sido identificados en 50 proteinas de merozoito en su interaccion
con el GR [38], y en aproximadamente 20 proteinas del estadio pre-eritrocitico en su interaccion

con células hepaticas [39].

El analisis del polimorfismo genético de cada uno de los HABPs mostrd que algunos péptidos
son conservados en secuencia, mientras otros HABPS presentan variaciones. En monos Aotus, los
HABPs variables inducen respuesta de anticuerpos no protectiva frente al reto experimental,
mientras que los HABPs conservados son pobres inmundgenos y no inducen proteccion. De la
misma forma, durante una infeccion natural, no se han encontrado anticuerpos dirigidos contra
los HABPs conservados, fendmeno al que se le ha denominado silencio inmunol6gico. En un
ensayo adicional, utilizando péptidos analogos de glicina de los HABPs (cada residuo fue
reemplazado independientemente por glicina), se encontré que algunos de los residuos eran
criticos para la unién a GR, es decir, el andlogo de glicina no se unia al GR de la misma forma
que el HABP original [40]. Posteriormente, se encontrd que al sustituir los residuos criticos por
otros aminoacidos (HABPs modificados), algunos de estos HABPs modificados inducian altos
titulos de anticuerpos pero de corta vida y no protegian frente al reto experimental con una cepa
de P. falciparum adaptada a monos Aotus. Otro grupo de HABPs modificados inducian
anticuerpos de larga duracion pero no protectivos, y un Gltimo grupo de HABPs modificados
inducia anticuerpos de larga duracion asociados a la proteccion de monos Aotus [5]. Estos
resultados fueron claves para establecer uno de los principios del desarrollo de una vacuna basada
en péptidos sintéticos multi-estadio, en el cual, para inducir una apropiada respuesta inmune, los
residuos criticos en la union a la célula hospedera deben ser reemplazados por aminoécidos con

masa, volumen y superficie similar, pero con polaridad opuesta [5].

La relacion entre la respuesta inmune y la modificacion de los HABPs, se establecio con estudios
de estructura tridimensional, en los que se encontr6 que los HABPs modificados difieren en
estructura respecto a los HABPs nativos, permitiendo el correcto acople del péptido en el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase Il, optimizando la presentacion antigénica
en la sinapsis inmunologica, y generando asi una respuesta inmune protectiva [41]. Estos analisis
inmunoldgicos y estructurales, han suministrado las reglas necesarias para el disefio de una

vacuna completamente efectiva contra la malaria [6].
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Figura 2. Malaria en Colombia. Se observan las regiones de Colombia afectadas por malaria y la especie
de parésito causante de la malaria para el afio 2011. Adaptado de [31].

5.2.  Ciclo de vida del Plasmodium en humanos

El filo Apicomplexa comprende un grupo variado de parasitos intracelulares obligados con
capacidad de infectar a un amplio rango de huéspedes, entre los cuales se encuentran algunos de
importancia clinica y veterinaria, tales como Cryptosporidium, asociado con enfermedades
gastrointestinales, Toxoplasma, relevante en pacientes inmunocomprometidos, Eimeria, que
causa coccidiosis en gallinas, y Plasmodium, el agente causal de la malaria. Las diferentes formas
invasivas (zoitos) de estos parasitos se caracterizan por la capacidad de invadir activamente las
celulas hospederas mediante la secrecion de proteinas contenidas en organelos apicales
especializados: roptrias, micronemas, granulos densos y exonemas, y la accion de un motor

actina-miosina [42, 43].

5.2.1. Fase Hepatica

El ciclo de vida de Plasmodium spp consta de dos fases definidas con dos diferentes hospederos:

una fase sexual que se desarrolla en la hembra del mosquito del género Anopheles (hospedero-



vector) y una fase asexual que se desarrolla en el hospedero vertebrado (Figura 3). El ciclo inicia
cuando un mosquito infectado que se esta alimentando inyecta esporozoitos en el tejido
subcutaneo del hospedero; estos alcanzan el torrente sanguineo y viajan hasta el higado, donde
invaden hepatocitos [44].

Se ha reportado que en ratones, algunos merozoitos invaden células de la piel, se desarrollan y
liberan merozoitos infectivos [45]. Los esporozoitos que alcanzan los sinusoides hepaticos se
deslizan sobre el endotelio, se fijan a éste via proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG, del
inglés heparan sulfate proteoglycan), atraviesan la capa sinusoidal a través de las células de
Kupffer [46], cruzan el espacio de Disse y migran a través de varios hepatocitos hasta que
finalmente invaden uno de ellos, dando inicio a la formacion de una vacuola parasitofora [44,
47]. Se ha descrito que la proteina circumsporozoito (CSP, del inglés circumsporozoite protein) y
la proteina anénima relacionada a trombospondina (TRAP, del inglés thrombospondin related
anonymous protein) son los ligandos del parasito que son reconocidos por los HSPG, éstos
actGan como receptores, fijando al parasito sobre el endotelio [48-50]. El paso través de la células
de Kupffer y de los hepatocitos, estd mediado por las proteinas de las micronemas del
esporozoito esenciales para atravesar células 1y 2 (SPECT 1y 2, del inglés sporozoite protein
essential for cell traversal) [51, 52], la proteina para atravesar células de ooquinetes y
esporozoitos (CelTOS, del inglés cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites) [53], la
proteina similar a TRAP (TLP, del inglés TRAP-like protein) [54] y una proteina con actividad
fosfolipasa (PL, del inglés phospholipase) [55]. La invasién a hepatocitos esta mediada por la
proteina CSP (asociada con la unién) [44], la proteina TRAP (asociada con la movilidad
necesaria para la invasion) [49, 56] y la proteina AMA-1 derivada de las micronemas del parasito
[57].

Se ha descrito que luego del contacto inicial esporozoito-hepatocito se aumenta la secrecion de
las proteinas AMA-1 y TRAP, y que el dominio extracelular de esta ultima interactia con la
glicoproteina Fetuina-A de la membrana del hepatocito y asociada a la matriz extracelular [44,
58]. Adicionalmente, se ha reportado que la proteina tetraspanina CD81 del hepatocito es

requerida para regular la actividad de otras proteinas receptoras durante la invasién [59].
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Figura 3. Ciclo de vida del Plasmodium. ElI mosquito inocula esporozoitos que llegan al higado e
invaden hepatocitos, donde ocurre esquizogonia exoeritrocitica (replicacion asexual). Los merozoitos
producidos invaden GRs en el torrente sanguineo, maduran de trofozoito temprano o anillo a trofozoito
maduro, y luego a esquizonte segmentado, de donde se liberan nuevos merozoitos aptos para invadir
nuevos GR y continuar el ciclo. Algunos merozoitos se diferencian a formas sexuales (micro y
macrogametocitos), que son ingeridos por otro mosquito. Posteriormente, se induce la gametogénesis, se
forman los microgametos (exflagelacion) que fertilizan a los macrogametos para producir el cigoto, se
diferencia a ooquinete y penetra las células epiteliales del intestino del mosquito y se convierte en oocisto;
éste sufre varios ciclos de replicacion asexual para producir esporozoitos, que migran a las glandulas
salivales del mosquito, desde donde son inoculados al humano, completando asi el ciclo de vida [60, 61].
La imagen fue adaptada de [62, 63].

En el interior de los hepatocitos, los esporozoitos generan esquizontes tisulares, que mediante
sucesivas divisiones mitoticas y dependiendo de la especie, producen entre 10,000 a 30,000
merozoitos, que una vez liberados al torrente sanguineo infectan GR, iniciando lo que se
denomina el ciclo asexual eritrocitico. Esta etapa del ciclo de vida del parasito dentro del
hepatocito dura de 5 a 8 dias, es asintomatica y se conoce muy poco acerca de las interacciones
moleculares y celulares que se presentan en el parésito y el hepatocito [44, 64]. Estudios
realizados con P. berghei, sugieren que las proteinas reguladas en esporozoitos infectivos 3 y 4
(UIS3, 4, del inglés up-regulated in infective sporozoites gene) y la proteina Pb36p, son
definitivos para el desarrollo del parésito dentro del hepatocito, aunque no se conoce su funcién

exacta [44].
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Hasta ahora se desconoce el mecanismo de salida de los merozoitos de los hepatocitos y las
sefiales asociadas a este mecanismo, se ha propuesto que en P. falciparum, la salida de los
merozoitos se da luego de la ruptura de la membrana de los hepatocitos, sin embargo, estudios
con P. berghei y P. yoelii muestran que la salida de los merozoitos se da luego que el parasito ha
inducido la separacion de los hepatocitos infectados y la formacién de vesiculas (merosomas)

llenas de merozoitos, que alcanzan el lumen sinusoidal y liberan los merozoitos [65, 66].

5.2.2. Fase en glébulos rojos

La fase en GRs una de las mas estudiadas en el ciclo de vida del Plasmodium, ya que es posible
mantener cultivo in vitro de estos estadios parasitarios [67]. Esta fase esta asociada con las
manifestaciones clinicas de la enfermedad [68] y el merozoito, la forma del parasito que infecta a
los GR, es considerado de gran importancia a nivel inmunoldgico, ya que se expone al sistema

inmune cuando es liberado al torrente sanguineo, justo antes de invadir a un GR [69].

En esta fase, los merozoitos liberados de los merosomas invaden a los GR, formando una vacuola
parasitéfora donde residen y se multiplican, pasando de estadio de anillo o trofozoito joven a
trofozoito y finalmente a esquizontes (Figura 3). Luego de 48 a 72 horas, dependiendo de la

especie [70], se liberan nuevos merozoitos que estan en capacidad de invadir otros GR [71].

5.2.2.1. Estructura del merozoito
Los merozoitos son células ovoides pequefias con tamafio variable segun especie, con una
longitud aproximada de 1,5 hasta 2,5um y de 1,0 hasta 2,0um de ancho [72], poseen la
maquinaria celular basica de una célula eucariota: nicleo, mitocondria, reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi y ribosomas. ElI merozoito tiene su superficie cubierta por una capa de
filamentos gruesos, los cuales a su vez estan formados por un grupo de filamentos delgados (2-
3nm), que estan anclados a la membrana plasmatica y son los encargados de reconocer a los GR.
A medida que el merozoito invade al GR, estos filamentos son procesados o hidrolizados por
enzimas derivadas del parasito [69, 73-75]. Los merozoitos (Figura 4), se caracterizan por poseer
organelos secretorios especializados propios del filo: roptrias y micronemas (localizados en el
polo apical), granulos densos y exonemas (en P. falciparum), localizados en el citoplasma; todos
ellos son vesiculas membranosas que coordinada y secuencialmente descargan su contenido
12



proteico durante la invasion a los GR [76, 77]. Algunos de los organelos estdn anclados al

citoesqueleto, lo que ayuda a dar la forma tipica ovoide o de limon al merozoito [72, 78].
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Figura 4. Estructura del merozoito. Figura modificada de [79].

Las roptrias son vesiculas pequefias en forma de pera unidas a la membrana del merozoito
(Figura 4), miden ~550nm x 250nm y en estado maduro se pueden distinguir dos regiones, una
tiene forma de bulbo basal, que se alarga hasta formar los ductos (o cuello de las roptrias) [76,
80]. Por microscopia electronica de transmision (MET), el bulbo aparece como una regién
granular homogénea, mientras que el ducto tiene una apariencia heterogénea electroltcida [81].
No se han encontrado membranas internas que separen estos dos sub-compartimentos y se
desconoce el mecanismo por el cual las proteinas se almacenan en regiones particulares dentro de

las roptrias.

Aunqgue las roptrias se encuentran en todos los parasitos Apicomplexa, varian en tamafio y
namero, lo que ha sido relacionado con el tipo de células que invade cada parasito [81-83], de
hecho, las proteinas del bulbo de las roptrias no poseen ortélogos entre P. falciparum y T. gondii,
lo que indica que los antigenos albergados alli son Unicos de cada género y muestra la adaptacion

de estos organelos a su respectiva célula blanco [84].
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En Plasmodium, las roptrias contienen proteinas en complejos no covalentes o solas, que juegan
un papel importante en la invasion a los GR: el complejo de proteinas de las roptrias de alto peso
molecular (RhopH1, 2 y 3, del inglés high molecular mass rhoptry protein) que se ubica en el
ducto de las roptrias, al igual que la proteina de las roptrias de 225 kDa (p225 kDa), un complejo
de proteinas de bajo peso molecular (RAP-1, 2 y 3, del inglés rhoptry associated protein),
ubicadas en parte basal del bulbo [71, 76] y un grupo de proteinas que por su localizacion se han
denominado proteinas del cuello de las roptrias (RON1, 2, 3, 4, 5, 6 y 12, del inglés rhoptry neck
protein) [19, 20, 22, 85-88]. Cerca del polo apical, se localizan proteinas denominadas proteinas
homologas a las proteinas de Plasmodium vivax que se unen a reticulocitos (PfRH1, PfR2Ha,
PfR2Hb, PfRH4 y PfRH5, del inglés reticulocyte binding protein homologues) [89-93]. Se ha
descrito que la proteinas receptor de complemento 1 (CR1, del inglés complement receptor) y
receptor de complemento 147 o basigina, son los receptores en membrana de GR para las
proteinas PfRH1 y PfRH5, respectivamente [94-96].

Las micronemas son vesiculas mas pequefias que las roptrias y su nimero varia segun la especie,
en P. falciparum se observan como sacos fusiformes de aproximadamente 120nm de largo,
unidos o agrupados al extremo final del ducto de las roptrias y tienen un interior granular fino
limitado por su membrana citoplasmatica [76]. Las micronemas contienen proteinas que son
esenciales en el reconocimiento e interaccion merozoito-GR, entre estas, se ha descrito una
familia de proteinas similares a la proteina de union a Duffy (DBL, del inglés duffy binding
ligand) [97], y denominada ligandos de union a eritrocito (EBL, del inglés erythrocyte binding
ligand), entre las que se incluyen las proteinas de union a eritrocito de 140, 175y 181 kDa (EBA-
140, 175 y 181, del inglés erythrocyte binding ligand) [98-102], la proteina denominada ligando
de unién a eritrocitos-1 (EBL-1) [103], y el antigeno apical de membrana-1 (AMA-1, del inglés
apical membrane antigen) [104]. Se ha descrito que las glicoforinas A, B y C son los receptores
en membrana de GR para las proteinas EBA-175, EBL-1 y EBA-140, respectivamente [105].
Aunque se reportd que el dominio Il de la proteina AMA-1 se une a la proteina Kx [106],
recientemente se postulé un hecho sin precedentes: las proteinas PfRON2, 4 y 5 forman un
complejo que es translocado a la membrana del GR, donde PfRON2 actla como receptor para
AMA-1, siendo esta la primera evidencia de la cooperacion de proteinas de diferentes organelos
en la invasion [20, 107-109].
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Los granulos densos son vesiculas membranosas de forma circular, con un diametro de ~80nmy
situados en el citoplasma entre las roptrias y el nucleo del merozoito. Los granulos densos se
trasladan hacia la superficie del merozoito una vez éste ha invadido al GR, y a través de la
membrana, liberan su contenido por exocitosis dentro de la vacuola parasitofora. Esta descarga
induce cambios morfolégicos en la membrana de la vacuola parasitofora: se forman
protuberancias o prolongaciones en forma de dedo, que se extienden al citoplasma del GR
invadido [76]. En los granulos densos se han caracterizado 4 proteinas: el antigeno de superficie
del eritrocito infectado con anillos (RESA, del inglés ring-infected erythrocyte surface antigen ),
el antigeno de membrana de anillo (RIMA, del inglés ring membrane antigen) y dos serina
proteasas del tipo subtilisina (PfSUB-1 y PfSUB-2, del inglés subtilisine) [76, 110]. Se ha
postulado que la proteina RESA cruza la membrana de la vacuola parasitéfora e interactta con la
espectrina en el citoesqueleto del GR y que la serina proteasa PfSUB-1 estd asociada con el
procesamiento de varias proteinas de superficie del merozoito (MSP1, 6 y 7, del inglés merozoite
surface protein) y con la activacion del antigeno rico en serinas (SERA, del inglés serin repeat
antigen), que es una proteasa asociada con la lisis de las membranas de la VP y del GR infectado,
previo a la liberacion de merozoitos [111]. En un reporte reciente, se describe que en P.
falciparum, la proteina PfSUB-1 no est4 contenida en los granulos densos, sino en vesiculas un

poco mas alargadas y elongadas que los granulos densos que fueron denominados exonemas [77].

5.2.2.2. Fases de la invasion y proteinas asociadas

Estudios con P. knowlesi mostraron que la invasion de merozoitos es un proceso que toma pocos
segundos y que podia ser dividido en tres etapas bien diferenciadas: union del merozoito por su
region anterior al GR vy reorientacién, deformacion de la membrana del GR y entrada del
merozoito por invaginacion de la membrana del GR (Figura 5) [112]. Posteriormente se reporto
que el merozoito unido apicalmente al GR forma una estructura especifica, denominada unién
fuerte (de tight junction (TJ) en inglés), en la interfaz con la membrana del GR [73] y que durante
la invasion, esta union se hace movil en forma de anillo (unién movil o deslizante (de moving
junction en inglés)), se conecta con el motor actina-miosina para impulsar al merozoito dentro de
la VP naciente y esta asociada con la liberacion del contenido de los organelos secretorios, que a
su vez estan relacionados con mecanismos de sefializacion [73, 75, 76, 113, 114]. Recientemente,
se reportd tanto en T. gondii como en P. falciparum, que la union de las proteinas de las
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micronemas a los receptores en la membrana de GR, activa la exocitosis de los componentes de

las roptrias que participan en la formacion del TJ, y en la remodelacion de la VP [113, 115].

Se ha reportado que cerca de 60 proteinas podrian estar involucradas en la invasion del merozoito
al GR con base en algunos de los siguientes criterios o varios de ellos: a) por la trascripcion del
gen y la expresion de la proteina hacia el final del ciclo intraeritrocitico, b) si anticuerpos
dirigidos contra la proteina o algunas de sus regiones, inhiben la invasion, o c) si no es posible
obtener parasitos knock out para el gen codificante de la proteina. A pesar del gran nimero de
proteinas aparentemente involucradas en la invasion, para la gran mayoria no se conoce su

funcion exacta y/o su receptor sobre la membrana del GR [12, 71, 116].
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Figura 5. Invasion del merozoito al GR. En la imagen superior se observan los principales eventos
asociados con el proceso de invasién: 1. unidon o contacto inicial, 2. reorientacién apical y union
irreversible, 3. liberacion del contenido de las micronemas y de las roptrias, 4. formacién de la unién
fuerte (TJ), 5. entrada o invasién del merozoito e inicio de la formacién de la vacuola parasitofora, 6.
terminacion de la entrada del merozoito, 7. Liberacion del contenido de los granulos densos y cierre o
sellado de la membrana del GR, y 8. parasito internalizado. Se observa como durante la invasion o
internalizacion, por accion de diferentes proteasas del parasito, proteinas de la superficie del parasito son
liberadas al medio. Figura modificada de [74, 117].
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Se ha postulado que la unién inicial merozoito-GR es reversible y estan involucradas proteinas
de la superficie o MSPs, principalmente las que se encuentran ancladas a la membrana via
glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés glycophosphatidylinositol) tales como MSP-1, 4, 5, 8 y
10, asi como las proteinas solubles MSP-2, 3, 6, 7 y 9. Sin embargo, se ha reportado que es
principalmente MSP-1, en complejo no covalente con proteinas de membrana como MSP-3,
MSP-6, MSP-7, MSP-9, y proteinas de las roptrias como RAP-1, RAP-2, RhopH1 y RhopH3, la
proteina que tiene un papel determinante en el reconocimiento y unién inicial al GR via la

proteina intercambiadora de aniones banda 3 (Figura 6) [62, 118-120].

Luego de la union inicial, el merozoito se debe reorientar, de tal forma que su polo apical debe
quedar enfrentado hacia la superficie del GR [14]. Se ha descrito que la reorientaciéon es un
proceso activo mediado por flujo de iones calcio (Ca®*), que da inicio a la formacién del TJ [121,
122], y es fundamental para el proceso de invasion: si se interrumpe la formacion del TJ, el
parasito no invade al GR [23, 123]. Diferente evidencia indica que la proteina AMA-1 es critica
para invasion y para la formacion del TJ: no es posible obtener parasitos knock out para el gen de
AMA-1 en P. falciparum y un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope de AMA-1 en P.
knowlesi, no inhibe la unién merozoito-GR, pero inhibe la reorientacién y por lo tanto la invasion
[124, 125].

Recientemente, se reportd que la baja concentracion de iones potasio en el plasma sanguineo,
induce un aumento en la concentracion de calcio en el citosol del merozoito, a través de una via
mediada por fosfolipasa C, que a su vez, induce la secrecion de proteinas de las micronemas tales
como EBA-175 y AMA-1; ademas, la unién de EBA-175 a glicoforina A, restaura los niveles
basales de calcio e induce la secrecion del contenido de las roptrias [113]. Las proteinas
secretadas de las micronemas y de las roptrias han sido clasificadas como adhesinas que se unen
directamente a receptores sobre la membrana de GR e invasinas que participan en la invasion,
pero no se unen a algun receptor particular [62]. Las principales adhesinas pertenecen a la familia
EBL (micronemas), que incluye a EBA-15 y cuatro genes paralogos al gen codificante de EBA-
175: EBA-140, EBA-165, EBA-181 y EBL-1 y la familia PfRH (roptrias), para la mayoria de las
cuales se ha identificado o caracterizado su receptor en membrana de GR (Figura 6) [62, 116,
126].
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Figura 6. Interacciones merozoito-GR durante la invasion. A. Una vez el parasito se reorienta,
ligandos provenientes de los organelos del parasito (P. falciparum: EBA-175, EBA-140, EBA-181,
PfRH1, PfRH2a/b, PfRH4 y PfRH5) interactdan con receptores sobre la superficie del GR y activan la
formacion del TJ. Algunas interacciones receptor-ligando son liberadas durante la invasién por el
procesamiento de los ligandos del paréasito con la proteasas romboide 4 (ROM4, del inglés rhomboid-like
protease) y SUB-2. Recientemente, se ha descrito que PFAMA-1 participa en la formacion del TJ a través
de la interaccién con un complejo formado con proteinas del cuello de las roptrias (RONSs), que se
translocan a la superficie de la membrana del GR. Figura tomada de [127]. B. Se observan esquematizadas
las principales interacciones entre ligandos del parasito y receptores en la membrana del GR. Las
proteinas receptoras W, Y y Z, aiin no han sido identificadas y caracterizadas. Figura modificada de [126].

La proteina AMA-1 ha sido asociada con la reorientacion del merozoito luego de la union inicial,
y con la descarga del contenido del bulbo de las roptrias [124, 125, 128]. Estudios recientes
realizados en T. gondii y P. falciparum, indican que AMA-1 desempefia también un papel critico

en la formacién del MJ (y por lo tanto en la invasion), ya que a través del cuello de las roptrias es
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translocada a la membrana del merozoito, donde actla como ligando de union a los GR [129,
130]. Es interesante mencionar que el ligando sobre la membrana de GR al cual se une AMA-1,
es un complejo formado por proteinas derivadas del cuello de las roptrias: RON2, 4,5y 8en T.
gondii, y RON2, 4 y 5 en P. falciparum (Figura 6), todas ellas denominadas proteinas asociadas a
AMA-1 (AAPs, del inglés AMA associated proteins). La interaccion AMA-1/AAPs se da por la
interaccion especifica de AMA-1 con la proteina RONZ2, y la inhibicidn de esta interaccion o de

la formacion del complejo AAPs inhibe la invasion [23, 108, 131].

Las proteinas de la familia EBL se caracterizan por tener en su secuencia un dominio rico en
cisteinas, conservado en todas la proteinas de la familia, conocido como dominio DBL y asociado
con la unidn a los receptores sobre la membrana del GR [98, 132]. Las proteinas de la familias
EBL y PfRH estan relacionadas con la variacion fenotipica que permite que diferentes cepas de
P. falciparum invadan utilizando rutas alternas de invasion, esto es, utilizar diferentes receptores
sobre la membrana del GR para realizar la invasion [133-135]. La evidencia para este hecho,
surge de los estudios realizados con diferentes cepas de P. falciparum, que invaden GR
deficientes en glicoforina A, GR carentes de residuos de acido sialico, o0 GR que han sido pre-
tratados con enzimas [102, 136, 137], de tal forma que se propone que el uso en combinacién de
las proteinas EBLs-Rhs, da al merozoito la capacidad de tomar 25 diferentes rutas alternas para la

invasion [138].

Se ha sugerido que las proteinas actian coordinadamente, las Rhs “sensan” que la célula a la que
se ha unido el merozoito, asi como los receptores de membrana, sean los adecuados para invadir,
induciendo asi el reclutamiento de ligandos de mayor afinidad, como las proteinas EBLs [135,
138, 139].

Finalmente, la secrecion del contenido de las micronemas y de las roptrias da inicio a la
internalizacién del parasito, el TJ se torna movil (MJ), y los lipidos y proteinas secretados del
bulbo de las roptrias participan en la formacion de la membrana de la VP, mientras que algunas
adhesinas son procesadas por enzimas del parasito como la PfSUB-1 o las proteasas PfROM1 y
4, de tal forma que son liberadas al medio o s6lo permanece la regién anclada a membrana
(Figura 6) [76, 111, 140, 141].
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Una vez el MJ ha migrado completamente a la parte posterior del parasito, se cierra la VP y los
granulos densos secretan su contenido; el parasito inicia entonces su proceso de replicacion
asexual, para producir multiples merozoitos que una vez liberados, iniciaran un nuevo ciclo de

invasion y replicacion en los GR [71, 142].

5.2.2.3. Complejo AMA-1/RONSs en la invasion

En Plasmodium, la descripcion del MJ fue hecha hace casi 35 afios [73], pero hasta hace 8 afios,
solo se conocia de una proteina asociada a esta interaccion merozoito-GR [143]. Sin embargo, el
estudio del proteoma de las roptrias de T. gondii, permiti6 la identificacion de 9 proteinas: cinco
localizadas en el bulbo y cuatro localizadas en el cuello (TgRON), con homdlogos en
Plasmodium, lo que sugiere que son conservadas y pueden estar involucradas en funciones
comunes vitales para estos parasitos, como son la invasién o la creacion de la membrana de la
vacuola parasitofora (MVP) [84]. Estos estudios fueron clave para el conocimiento de la
composicion molecular del TJ o MJ, y las interacciones presentes tanto en T. gondii como en P.

falciparum.

En dos estudios simultaneos independientes, uno utilizando un anticuerpo monoclonal (T5 4H1)
dirigido contra una fraccion enriquecida de roptrias de T. gondii, y el segundo usando ensayos de
inmunoprecipitacion, se describe que las proteinas TJRON2, TJRON4 y TgRONS5 se asocian con
TgAMA-1 en el MJ durante la invasion de taquizoitos de T. gondii a fibroblastos humanos [15,
144]. Posteriormente, se identifico a la proteina TJRON8 como un integrante adicional del

complejo TJRONs-TgAMA-1, que es indispensable para la invasion de taquizoitos [17, 145].

Las observaciones realizadas en diferentes estudios utilizando IFI, microscopia electrénica y
permeabilizacion selectiva de membrana, llevaron a plantear un modelo en el cual se sugiere que
una vez se inicia la invasion, las proteinas TJRONSs del cuello de las roptrias, son liberadas al
extremo apical del taquizoito y se relocalizan en la superficie de la célula huésped, para formar la
estructura similar a un anillo, junto a TJAMA-1, que ha sido translocada desde las micronemas
(Figura 7) [109, 146]. EI modelo propone (aunque no explica cual es el mecanismo), que las
proteinas RON son insertadas por el parasito directamente en la membrana de la célula huésped,
sirviendo a su vez de receptor(es) para la proteina TQJAMA-1 (Figura 7). Se sugiere que como
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TgRON4 y TgRONS8 no contienen DTMs, son expuestas a la cara citoplasmética de la célula
huésped, mientras que TJRON5 y TJRON2, que contienen dominios transmembranales (DTMs),
son expuestas sobre la cara exterior de la célula hospedera y, de esta forma, quedan disponibles
para la interaccion especifica con AMA-1 (Figura 7). Adicionalmente, se encontr6 que la
interaccion AMA-1/RON2 fue resistente al tratamiento con detergente, lo que indica que estas
dos proteinas interactian fuertemente y son los componentes minimos requeridos para la

formacion del complejo [109].

micronemes ‘ "

rhoi&

Figura 7. Organizacién del MJ en Toxoplasma gondii. Se observa una representacion del modelo
propuesto para el MJ. Las proteinas RON son secretadas en complejo hacia la célula hospedera, y actlian
como receptor de AMAL, que ha sido secretada de las micronemas. En el recuadro, se observa con méas
detalle el modelo para la interaccion RONs-AMAL vy la topologia de las proteinas TJRON2, 4, 5y 8.
Figura tomada de [109].

En P. falciparum, la interaccion AMA-1/RONs ha sido confirmada experimentalmente mediante
ensayos de inmunoprecipitacion (Figura 8), lo que llevo a sugerir la existencia de un mecanismo
conservado entre P. falciparum y T. gondii [20, 21, 23, 147], aunque con algunas diferencias:
RON 8 esta ausente en P. falciparum [17, 109]. Se han identificado y caracterizado las proteinas
PfRON2 (Pf14_0495) [20] y PfRON4 (Pf11_0168), que es translocada a membrana de GR [21];
ellas se asocian especificamente a la proteina PFAMA-1 y se localizan en el cuello de las roptrias.
Otras proteinas tales como PfRONL1 [87], PfRON3 [86], PfRONG6 [22], PFRON12 [148] y la
proteina apical del cuello de las roptrias (PfARNP, del inglés apical rhoptry neck protein) [149],

identificadas recientemente, no hacen parte del complejo AMA-1/AAPs. Aungue se localizan en
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el cuello de las roptrias y se han asociado con el MJ y con la invasién, las proteinas PFRON1,
PfRON6, PfRON12 y PfARNP no forman complejo con AMA-1 o con alguna otra RON.
PfRONS3 se expresa en esquizontes tardios, se localiza en el bulbo de las roptrias e interactta con
PfRON2 y PfRON4, pero no con PfAMA-1, lo que sugiere que PfRON3 participa en la
formacién de un nuevo complejo de proteinas RONs (RON2/RON3/RON4), previo a la
formacion del complejo AMA-1/AAPs [86]. PFRONG se localiza en el cuello de las roptrias, pero

no se ha demostrado ninguna interaccion con las proteinas del complejo del TJ [22] .

Diferentes estudios han mostrado que la interaccion AMA-1/RON2 es critica para la invasion
[107, 108, 131, 150, 151], y que la region conservada carboxi-terminal comprendida entre los
residuos V1295 a P1359 para TJRON2, y de M2020 a K2067 en PfRONZ2, es la que interactla
especificamente con el ectodominio de la proteina TJAMA-1 y PFAMA-1, respectivamente [108,
150, 152]. La incubacion de ambos parésitos con la region carboxi-terminal recombinante de
RON2, disminuyé la eficiencia de la invasion, mostrando la relevancia funcional de esta
interaccion [108]. En P. falciparum, el anticuerpo 4G2, que reconoce una region conservada del
dominio Il de PfAMA-1, se une a AMA-1 libre, pero no es capaz de unirse al complejo
AMA1/RONSs, y como consecuencia, no inmunoprecipita ninguna proteina RON [23]. Se sugirio
que el mecanismo de inhibicion de la invasién mediado por este anticuerpo, estaria dado a través
de cambios conformacionales en AMA-1 o un impedimento estérico que bloquea la interaccion
AMA-1/RONSs [23, 123]. Posteriormente, estudios de estructura tridimensional, mostraron que la
unién del anticuerpo 4G2 al bucle del dominio Il de AMA-1, impide cambios conformacionales
inducidos por la interaccion AMA-1/RON2 [153].

Ensayos adicionales han mostrado la importancia de la interaccion AMA-1/RON2: el péptido R1,
que fue derivado de una libreria de expresion, se une al canal hidrofébico de PFAMA-1, inhibe la
formacién del complejo AMA-1/RONs e inhibe fuertemente la invasién de merozoitos a GR
[147]. Sin embargo, la forma recombinante del extremo carboxi-terminal de PFRON2 compite
eficientemente con el péptido R1 en la union sobre el ectodominio recombinante de AMA-1
[108].
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Se sugiri6 que la semejanza funcional de estas dos moléculas podria explicarse por la similitud de
en secuencia de R1 (VFAEFLPLFSKFGSRMHILK) con PfRON2
(LFASIGPYLFAPMAGLAVWNILK), indicando que R1 podria estar imitando en parte, la
interaccion AMA-1/RONZ2 [150], lo que fue confirmado al determinarse la estructura cristalina de
PfAMA-1 en complejo con el péptido R1 [151]. Adicionalmente, se encontr6 que un péptido de
PfRONZ2 (residuos 2021-2059), derivado de la region de union a AMA-1, se une a secuencias de
AMA-1 derivadas de distintas cepas de P. falciparum, mientras que el péptido R1 solo se une a
AMA-1 de las cepas D10 y 3D7 [151]. Consistente con estos datos, se encontré que PFRON2
tiene alta capacidad para inhibir la invasiébn a GR por parasitos de diferentes cepas de P.
falciparum, contrario a lo que ocurre con el péptido R1, que muestra una especificidad restringida
[151].
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Figura 8. Inmunoprecipitacion de las proteinas PFRON. Aunque ya se habia reportado la interacién
AMA-1/RON2/RONA4 [20], en esta imagen tomada de: [23], se muestra por primera vez en P. falciparum
la interaccion AMA-1/RON2/RON4/Mal8P1.73 (RONS). La immunoprecipitacion de extracto de
esquizontes marcados metabdlicamente se hizo con suero de ratdn sin inmunizar (NMS, del inglés non
immunised serum), anticuerpo policlonal N5 anti-PfAMA-1, anticuerpo monoclonal 4G2 anti PFAMA-1y
anticuerpo monoclonal 24C6 anti-PfRONA4. Se observa que el anticuerpo 4G2 solo reconoce y precipita a
PfAMAL libre, mientras que N5 reconoce AMA-1 y precipita las proteinas RONs, y 24C6 reconoce a
RON4 y precipita a RON2, Mal8p1.73 (RON5) y AMA-1.

Finalmente, se reportd que el dominio rico en cisteinas del extremo carboxi-terminal (residuos
1857-2062) de PFRON2 expresado sobre células COS-7, se une GR y que esta union fue sensible
al tratamiento de los GR con neuraminidasa y resistente a quimotripsina. Esta es la primera

evidencia de una interaccion directa entre RON2 y receptores sobre la célula huésped [152].

23



Recientemente, en un estudio encaminado a determinar la funcion de AMA-1 y RON4 en la
invasion de parasitos Apicomplexa, se encontré6 que mientras AMA-1 no es esencial para la
invasion de esporozoitos a su célula huésped, RON4 es requerida para la invasion de los
esporozoitos a células hepéticas [154]. Estos datos indican que RON4 actua independiendiente de
AMA-1 en esporozoitos de P. berghei. Por el contrario, AMA-1 juega un papel importante en
merozoitos de Plasmodium, indicando que la maquinaria de invasion puede ser diferente en las
dos fases del ciclo de vida del parésito. Cuando los autores evaluaron la funcion de AMA-1 en
taquizoitos que tienen AMA-1 enddgena inactivada y el gen ama-1 controlado mediante el
sistema tet, encontraron que los parasitos forman el TJ en ausencia de AMA-1. En el TJ se
localiza RON4 y RON2, pero no AMA-1, contrario a lo reportado en estudios previos. Los
autores proponen que AMA-1 puede estar involucrada en la union eficiente de los parasitos a la
célula huésped, y en el incremento de la frecuencia de la formacién del TJ. Este estudio cuestiona
la composicion del TJ en los parasitos Apicomplexa, y reevalla la funcion de AMA-1 en el TJ
[154].

Se ha descrito que la proteina PfRONS (que corresponderia al producto del gen MAL8P1.73) y
su homologa TJRONS, estdn asociadas a RON2 y RON4 en la formacion del TJ [23], pero para
el afio 2009 (fecha de inicio de este trabajo), aln no habia sido caracterizada en P. falciparum.
Teniendo en cuenta la importancia que identificar y caracterizar nuevos antigenos representa en
el conocimiento de la biologia del parasito y en el desarrollo de métodos de control, en este
trabajo se propuso identificar la proteina PfRON5 en la cepa FCB-2 de P. falciparum,
caracterizar de las regiones de union a GRh y determinar su posible rol en la invasion de

merozoitos a GRh.
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6. Materiales y Métodos
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Figura 9. Representacion esquematica de la metodologia propuesta. Cada uno de los colores esta
asociado con un objetivo especifico.

6.1. ldentificacion del gen MAL8P1.73 en la cepa FCB-2

6.1.1. Busqueda de genes homologos y disefio de cebadores

Se habia sugerido que la proteina TJRON5 (Ts4705) tiene un homdlogo hipotético en P.
falciparum, correspondiente a la proteina con numero de acceso 123499117 [84]. El gen
codificante en la cepa 3D7, de acuerdo a la base de datos PlasmoDB, es MAL8P1.73
(PF3D7_0817700) y se localiza en el cromosoma 8 con una longitud de 7669pb. De acuerdo a lo
reportado en esta base de datos, MAL8P1.73 se transcribiria en un ARN mensajero de 3471pb,
codificando una proteina de 1156 aminoacidos. Los resultados del software Spidey [155] y los
datos publicados en PlasmoDB, muestran que este gen esta compuesto de 31 exones y 30 intrones
(Figura 10 y Tabla 1).
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Figura 10. Organizacién del gen MALB8P1.73 en la cepa 3D7. Se muestra la distribucion de los 31
exones a lo largo de la secuencia de ADNg (7669pb), la secuencia transcrita predicha para el gen (3471pb)
y el producto del gen que corresponderia a una proteina de 1156 residuos. La flecha indica el sentido de la
transcripcién.

La basqueda de secuencias homdlogas al gen MAL8P1.73 por BLASTYp, identifico homdlogos en
las siguientes especies de Plasmodium (cddigos de la base de datos PlasmoDB): P. vivax cepa
Sal-1 (PVX_089530), P. knowlesi cepa H (PKH_051420), P. berghei cepa ANKA
(PBANKA _071310), P. yoelii cepa 17XNL (PY02282), y P. chabaudii (PCHAS_072220).
Adicionalmente, se encontraron homologos en otros géneros del filo Apicomplexa (cédigos del
NCBI): Babesia bovis (XP_001611063.1), Theileria annulata (XP_953613.1), Theileria parva
cepa Muguga (XP_766682.1), Toxoplasma gondii (ACY08774.1), y Neospora caninum
(NCLIV_055360, base de datos ToxoDB).

Los cebadores utilizados en todas las reacciones de PCR se disefiaron sobre la secuencia de
ADNg y ADNCc del gen MAL8P1.73 de la cepa de referencia 3D7, obtenida de la base de datos

PlasmoDB (http://www.plasmodb.org) [156]. Para su disefio, se utiliz6 el programa Gene Runner

v3.05 y se tuvieron en cuenta los siguientes parametros: tamafio del oligonucledétido (entre 18-25
nucle6tidos), temperatura de fusion (T° similares entre los cebadores) y alta especificidad, es
decir, secuencia Unica en el ADN molde y Unica entre diferentes organismos, para lo cual se
realiz6 un analisis con la herramienta basica de busqueda de alineamientos locales BLAST (del
inglés, Basic Local Alignment Search Tool) disponible en la pagina web del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Finalmente, se descarté que

los cebadores seleccionados formaran estructuras secundarias que puedan interferir con la
hibridacion al molde.
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Tabla 1. Organizacion de los exones en el gen MAL8P1.73.

Gen MALS8P1.73 (PfRONS)

Exo6n No. ADN (pb) ARN (pb) Longitud (pb)
1 1-60 1-60 60
2 168-245 61-138 78
3 381-494 139-252 114
4 779-811 253-285 33
5 988-1014 286-312 27
6 1163-1351 313-501 189
7 1505-1564 502-561 60
8 1666-1740 562-636 75
9 1938-2003 637-702 66

10 2146-2226 703-783 81
11 2371-2493 784-906 123
12 2584-2664 907-987 81
13 2779-2901 988-1110 123
14 3026-3219 1111-1304 194
15 3419-3809 1305-1694 390
16 4033-4407 1695-2069 375
17 4539-4916 2070-2447 378
18 5093-5311 2448-2666 219
19 5410-5484 2667-2741 75
20 5624-5662 2742-2780 39
21 5801-5833 2781-2813 33
22 5931-5960 2814-2843 30
23 6091-6123 2844-2876 33
24 6263-6319 2877-2933 57
25 6427-6471 2934-2978 45
26 6561-6626 2979-3044 66
27 6786-6860 3045-3119 75
28 6977-7048 3120-3191 72
29 7146-7208 3192-3254 63
30 7328-7429 3255-3356 102
31 7557-7669 3357-3468 112

27



Para la amplificacién de una region del ADNg de la cepa FCB-2, se utilizaron los cebadores: F4
5’-CAT ATC TAT AAA AGT TGG AGG-3’ y R4 5°- CAA ATA ATA AAA GAA AAT GTA
G-3’que amplifican un fragmento de ~2300 pares de bases (pb) que incluye 2100pb del extremo
3’ del gen y ~270pb de region extragénica (Figura. 11). Como control, se amplificd una regién
de 2377pb del gen Pfron2 utilizando los cebadores: PfRON2-F3  5°-
CGAATGACAGTATGCTAAATG-3’ y PfRON2-R3: 5’-
ATTAACATAGATGTAGAATTAGC-3".

Para amplificar el gen completo MAL8P1.73 (~3468pb) a partir de ADNc de las cepas FCB-2 y
PAS-2, se disefiaron los cebadores pEXP5-F: 5°-ATG TTG AAA TAC ACT TTG CTC AT-3"y
PEXP5-R: 5°-AGG TAT TCT AGT GTG TAC AAT AA-3’. Para obtener la secuencia completa
del gen a partir de ADNCc se utilizaron los cebadores T7: 5°-TAA TAC GAC TCACTA TAG GG
-3 y pEXP5-CT-Sec-rev: 5’- CAA GGG GTT ATG CTA GTT AT -3’del vector de expresion
pEXP5-CT/TOPO y se diseflaron cuatro cebadores internos denominados: 1R 5-TAA AAC
GAC ATC AGC ACT AG-3', 2F 5-TCA AAA ACG GCA CAA AGA AG-3', 2R 5'-TAT CAA
CGG CAATTC TTA AAA T-3'y 3F 5-ACA AAG ATA AGT ATA AGA AAA C-3’ (Figura
11).

A ~2300pb
F4, :
B e R4
pEXP5-F 2F 3F
—- — —-
- A e
IR R pEXP5-R

Figura 11. Representacion esquematica de los cebadores utilizados para la amplificacion y
secuenciacion de ADNg y ADNc del gen MAL8P1.73. A) Cebadores disefiados para la amplificacion de
un fragmento de ~2300pb del gen MAL8P1.73 a partir de ADNg. B) Cebadores utilizados (pEXP5-F y
PEXP5-R) para la amplificacion completa (~3468pb) del gen MAL8P1.73 de ADNCc. Los cebadores 2F,
3F, 1R y 2R se usaron para obtener la secuencia completa del gen.
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Para la amplificacion y posterior expresion de dos fragmentos del gen MALS8PL1.73,
denominados F1, que cubre desde el nucleétido 64 al 918 (aminoacidos 21-306) y F4, que cubre
desde el nucledtido 2629 hasta el final del gen (residuos 877-1155), se disefiaron dos sets de
cebadores: F1 Directo 5’-ATG AAACTT TTC GAT ACACTT CTT C-3°, F1 Reverso 5’-TAA
TAG TGT TCC CTT TTG AAT C-3’ y F4 Directo 5’-ATG AGA GAA CTC GAG AGA ACC
C-3’, F4 Reverso 5°-AGG TAT TCT AGT GTG TAC AAT A-3".

6.1.2. Extraccion de acidos nucleicos de Plasmodium falciparum y sintesis de ADNc

Parésitos sincronizados de P. falciparum de la cepa FCB-2 fueron cultivados in vitro utilizando
las técnicas previamente descritas [67]. El ADN genémico (ADNQg) fue extraido mediante el kit
de purificacién Wizard® Genomic ADN Purification (Promega), siguiendo las especificaciones
del fabricante. La sangre total infectada se tratd6 con una solucion de lisis celular, seguido del
tratamiento con una solucion de lisis nuclear que permite la liberacion del material genético.
Posteriormente, el lisado celular se tratd con solucion de precipitacion de proteinas, que separa
las proteinas de los &cidos nucleicos. Finalmente, el sobrenadante se incub6 con isopropanol para
precipitar el ADN. La integridad del ADNg extraido, se verificd mediante gel de agarosa al 1%
en TAE (Tris-acetato 0,04M, EDTA 0,002M, pH 8,5). Para visualizar el ADN, se utiliz6 SYBR®
Safe (Invitrogen), que se intercala entre las bases de ADN y permite su visualizacion con luz

ultravioleta.

El ARN total de las cepas FCB-2 y PAS-2 se extrajo utilizando el método de Trizol [157] y
tratamiento con RQ1 ADNasa libre de ARNasa. El trizol es una solucion monofasica de
isotiocianato de guanidina y fenol, que mantiene la integridad del ARN mientras los componentes
celulares son disueltos. La muestra de parasito se mezcl6 con la solucién de trizol y se incub6
durante 24h a -70°C. Posteriormente, se adiciond cloroformo y se centrifugé a 12000 x g. La
adicion de cloroformo, seguido por la centrifugacion, permite la separacion de la solucion dentro
de una fase organica y una acuosa donde permanece el ARN. La fase acuosa se transfirio a un
tubo y el ARN se precipito utilizando alcohol isopropilico. EI ARN precipitado se lavo con etanol
al 70% y por ultimo el ARN se disolvié en agua libre de ARNasas y se almacené a -70°C.
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Para la sintesis de ADN copia (ADNCc), se tomaron 3uL de ARN total tratado con ADNasa y se
utilizo la enzima SuperScript 111 (Invitrogen) y cebadores de secuencia aleatoria, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. EI ADNc se sintetizo en un volumen final de 20pL con un ciclo
inicial de 5min a 65°C, seguido de un ciclo de 60min a 50°C y finalmente un ciclo de 15min a
70°C. Para remover el molde de ARN, se adicion6 1L de ARNasa H y se incub6 durante 20min
a 37°C. La transcriptasa utilizada para la sintesis, es una version de la enzima del Virus de la
Leucemia Moloney (M-MLV) producto del gen pol, que ha sido modificada para reducir la
actividad ARNasa H y presenta mayor estabilidad térmica. Los cebadores de secuencia aleatoria
son oligonucledtidos de seis bases sintetizados al azar y tienen el potencial de reconocer muchos

puntos en una secuencia de ADN y acttian como cebadores para la sintesis de ADNc grandes.

6.1.3. Amplificacion y clonacion del gen MAL8P1.73

La amplificacion por PCR de la region de ~2400pb del gen MAL8P1.73 a partir de ADNg, se
hizo con la enzima KAPA HiFi™ HotStart (KAPA BIOSYSTEMS) en un volumen final de
reaccion de 25uL que contenian 12,5uL de 2x KAPA HiFi Ready Mix, 1,5uL de cada cebador
(F4 y R4) a una concentracién de 5uM y 7,5uL de agua libre de nucleasas. Las condiciones de
amplificacion fueron: un ciclo de 5min a 95°C seguido de 35 ciclos de 20seg a 98°C, 15s a 54°C

y 2,5min a 72°C y finalmente un ciclo de 5min a 72°C.

Para la amplificacion del ADNc del gen MAL8P1.73 de las cepas FCB-2 y PAS-2, se utilizo la
enzima de alta fidelidad TAQXpediteTM (EPICENTRE Biotechnologies) en un volumen final
de 25pL, que contenia 12,5uL de TAQXpedite PCR master Mix, 2,5uL de cada cebador
(PEXP5-F y pEXP5-R) a una concentracion de 5uM y 6,5uL de agua libre de nucleasas. Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo a 95°C por 30s seguido de 40 ciclos de 95°C por
10s, 60°C por 10s y un ciclo final de 72°C por 2min.

Para la reaccion de PCR de los fragmentos F1 y F4, se utilizd un volumen final 21uL que
contenia: buffer de reaccion Green GoTaq Flexi 5X, MgCl, 25mM, dNTP 1,25mM, 0,5uM de
cada cebador y 0,3 U de la enzima Go Taq Hot Start (Promega). La PCR inicié con un paso de
denaturacion de 94°C por 5min, seguido por 35 ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 20s y 72°C
por 1min. Los productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
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en buffer Tris acetato-EDTA (TAE que contiene 4,84gr/L de Tris-Base pH 8,5, 0,74gr/L de
Na,EDTA y 1,14mL de &cido acético glacial) y el ADN se tifio con SYBR Safe (Invitrogen).
Para determinar el peso molecular de cada amplicon, se utilizé un patrén de peso molecular de
200pb a 10kb o de 500pb a 5kb.

Una vez evaluada la calidad de los amplicones, se purificaron mediante el kit Wizard PCR preps
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregan 5 volimenes
de solucion salina tamponada al producto de PCR, con el fin de mantenerlo en un rango de pH
entre 6-7,5 para la eliminacion de los cebadores. Luego, esta mezcla se transfirié a un filtro
donde el ADN queda adherido a la membrana del filtro, y se eliminan los componentes de la
reaccion de PCR como dNTPs y enzima. Posteriormente, se agregd una solucion de lavado a
base de etanol para eliminar rastros de contaminantes y se centrifug6. Por ultimo, se adiciond
buffer Tris 10mM para eluir el ADN.

Teniendo en cuenta que el ADNCc total del gen MAL8P1.73 se amplifico con una enzima de alta
fidelidad, el producto purificado se sometié a una reaccion adicional para la adicion de una
adenina en sus extremos 3’, y asi permitir la clonacion TOPO TA en el vector pEXP5-CT/TOPO
(Invitrogen) (Figura 12). Para esto, se utiliz6 la enzima BIOLASE ™ (BIOLINE) que adiciona
una adenina en los extremos 3’ de la molécula de ADN de doble hebra independientemente del
templado. La reaccion con volumen final de 10pL que contenia 4uL de producto de PCR
purificado, 1uL de buffer 10X, 0,5uL de MgCl,, 2uL de dATP y 1uL de Taq polimerasa, se

incubd durante 45min a 70°C en un termociclador.

Finalmente, los productos de PCR purificados de los fragmentos F1, F4 y el ADNc (3400pb) se
ligaron independientemente en el vector de expresion pEXP5-CT/TOPO mediante clonacion
TOPO TA. Brevemente, se utilizaron 4pL de cada producto de PCR purificado y se mezclaron
con 0,5uL de plasmido junto con 0,5uL de agua libre de nucleasas y 1uL de solucion salina en un
volumen de reaccion final de 6uL. La reaccion se incubd durante 45min a temperatura ambiente
(TA). Con el fin de obtener varias copias del constructo que contuviesen la regién codificante del
fragmento de interés, la reaccion de ligacion se utilizé para transformar células de Escherichia

coli quimicamente competentes One Shot® TOP10 (Invitrogen), segun las especificaciones del
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fabricante. Para este fin, 2L de reaccion de ligacion se mezclaron con 100uL de células TOP10
y la reaccidn se incubd durante 20min en hielo y posteriormente se indujo choque térmico a 42°C

durante 2min seguido de 5min en hielo.

.amm?‘“ 8 T
| |
ETOPO 3

pEXP5-CT/TOPO®

Figura 12. Mapa del vector pEXP5-CT/TOPO® TA (Invitrogen). Se observa la organizacion del
vector vector pEXP5-CT/TOPO® TA. Se observa el gen que confiere la resistencia a ampicilina
(Ampicillin), la region donde queda inserto el producto de PCR de interés (entre los extremos donde actlia
la topoisomerasa (TOPO)), el promotor T7, el sitio de unién del ribosoma (RBS), la regién de poli-
histidinas (6xHis) y el origen de replicacion (pUC origin). La secuencia completa del vector estd
disponible en sitio web www.invitrogen.com.

Posteriormente, se adicionaron 250uL de medio S.0.C (2g de triptona, 0,59 de extracto de
levadura, 0,05g de NaCl, 0,05g de MgCl, y 0,059 de MgSQO,4 en 100mL) y se incubd durante
una hora a 37°C en agitacion constante. 80pL de la reaccidn se extendio en cajas de agar Luria
Bertani (LB) (10g/L de triptona, 5g/L de extracto de levadura, 10g/L NaCl, 1,5% p/v de agar)
que contenia ampicilina (100ug/L) como marcador de seleccion y posteriormente se incubaron
durante 16h a 37°C. Se hicieron PCRs de colonia para evaluar la presencia del plasmido
recombinante en las colonias que crecieron blancas puntiformes. Para el ADNCc se hicieron dos
PCRs, en la primera se utilizaron los cebadores T7 y 1R, que anillan en el vector de expresion y
en el producto de PCR, respectivamente y amplifican una region de ~1263pb. En la segunda
PCR, se utilizaron los cebadores pEXP5-CT-Sec-rev y 3F que anillan en el vector de expresion
y en el producto de PCR, respectivamente, y amplifican una regién de ~1338pb. Las
condiciones de amplificacion se basaron en un ciclo inicial de 5min a 95°C, seguido de 25 ciclos

de 1min a 95°C, 1min a 54°C y 3min a 72°C y finalmente un ciclo de 10min a 72°C.
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Para los fragmentos F1 y F4, se utilizaron los cebadores T7 y el reverso correspondiente a cada
fragmento. Las condiciones de PCR para el fragmento F1 fueron: temperatura de denaturacion:
95°C por 10min, seguido de 25 ciclos de 95°C por 1min, 54°C porlminy 72°C por 2min, y un
ciclo de 72°C por 10min; para el fragmento F4, una temperatura de denaturacion de 95°C por
10min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30s, 52°C por 20s y 72°C por 1min y un ciclo de 72°C
por 10min. Luego, cada colonia que contenia el plasmido recombinante de interés, se crecio en
medio liquido LB que contenia 100 pg/mL de ampicilina y se dejo toda la noche en agitacion
constante a 37°C. Seguido a ello, los plasmidos se purificaron usando el kit de purificacion
UltraClean mini plasmid prep (MO BIO Laboratories). Brevemente, las bacterias se re-
suspendieron y homogenizaron en un pequefio volumen de buffer (solucion I) que contenia
ARNasa. Posteriormente, se adicionaron 100uL de la solucion Il (pH 12) que contenia SDS y
ayuda a la lisis bacteriana en un ambiente alcalino. Para neutralizar, se adicioné la solucién Iil,
que contiene sales que se precipitan cuando interactian con el SDS y neutralizan el pH alcalino.
Esta solucidn se centrifug6 a 16000 x g y se tomo el sobrenadante, donde se encontraba el ADN
plasmidico (ADNp) y se transfirié a un filtro. Luego, se adiciond una solucién con etanol para
limpiar del ADN de impurezas y por ultimo se adiciono una solucion con 10mM de Tris, para
eluir de ADNp del filtro.

Los plasmidos recombinantes que contenian los fragmentos F1 y F4 se sometieron a una
confirmacion adicional mediante restriccion enzimatica. Para el fragmento F1, se utilizaron las
enzimas Xbal y EcoRl, y para el fragmento F4, se utilizaron las enzimas Hincll y Xhol. Cada
reaccion se hizo en un volumen final de 15uL que contenia 10uL de ADNp, 1,5uL de buffer para
la enzima de restriccion especifica, 1uL de albumina sérica bovina (BSA), 5U de cada enzima de
restriccion y 1uL de agua libre de nucleasas. Cada reaccion se incubd durante 6h a 37°C y
posteriormente se inactivd la enzima por incubacion durante 20min a 65°C. Los productos se

visualizaron en geles de agarosa como se describio arriba.

6.1.4. Determinacion de la secuenciay polimorfismo del gen MAL8P1.73

Una vez verificadas las colonias por PCR de colonia y restriccion enzimética, se extrajo ADNp
de tres colonias (provenientes de PCRs independientes). Cada ADNp se envid a secuenciar a
Macrogen Inc (Seul, Corea). Como se mencion0 previamente, el ADNc del gen MAL8P1.73 de
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las cepas FCB-2 y PAS-2 se secuenciaron usando los cebadores T7, pEXP5-CT-Sec-rev, 1R, 2F,
2R y 3F (Figura 11). Para los dos fragmentos (F1 y F4), se utilizaron los cebadores T7 y pEXP5-
CT-Sec-rev. Una vez obtenidas las secuencias, cada electroferograma se analizo con el programa
CLC DNA Workbench (CLC bio).

6.1.5. Analisis de la secuencia de PFRONS5 de la cepa FCB-2

Los datos de la secuencia primaria del gen MAL8P1.73 y los perfiles de expresion fueron

obtenidos de http://www.plasmodb.org. Las secuencias sefial putativas fueron evaluadas con las

herramientas bioinformaticas Polyphobius e InterProScan [158, 159] y la busqueda de dominios
transmembranales (DTMs) se realiz6 con los predictores: Phobius, TMpred, TMHMM,
Conpredll y Polyphobius [158, 160-163]. La busqueda de motivos y dominios se hizo en

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) y en la base de datos Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/). Los alineamientos de las secuencias de ADN vy proteina se

realizaron con la herramienta Clustal W [164] y el grado de similitud entre cada secuencia
encontrada y PFRONS5 con el software ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/).

6.2.  Evaluacion de la expresion de la proteina PFRONS

6.2.1. Seleccion y sintesis de los péptidos a inocular

Con el fin de obtener anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina PfRONS, la secuencia
de aminoacidos se tomd como plantilla para la seleccion de péptidos epitopes B-lineales. Para
esto, se tuvieron en cuenta tres parametros: 1) altos puntajes de antigenicidad, hidrofilicidad y
accesibilidad al solvente obtenidos con el programa ANTHEPROT [165], 2) valores altos
obtenidos con la herramienta BepiPred [166], y 3) que los péptidos se localizasen a lo largo de
toda la proteina, para poder tener anticuerpos dirigidos contra diferentes regiones de la proteina,
en caso que ésta sufriese un procesamiento proteolitico. Se seleccionaron tres péptidos de 20
aminoacidos de longitud, nombrados de acuerdo a nuestro sistema serial de numeracion: 36924
(CG*¥*FKKPKPFKKNEIKKGIDKDE*GC), 36923
(CG*®ADYDLSEYKNEFSPSKTAQR*'GC) y 36926
(CG'®"RCDHFNRSKNIDNVKTKKNK™®GC). Cada uno de los péptidos se sintetizé mediante

sintesis multiple en fase solida t-Boc/Bzl [167, 168], y se analizaron por cromatografia liquida de
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alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) y espectrometria de masas MALDI-TOF. A cada
péptido se le adicionaron residuos de glicina y cisteina en la region N y C terminal para permitir

la polimerizacion [169].

6.2.2. Obtencion de anticuerpos policlonales

Dos conejos Nueva Zelanda (69 y 73) no reactivos por Western blot frente a lisado de P.
falciparum fueron inoculados (dia 0) intramuscularmente con la mezcla de los tres péptidos
poliméricos que contenia 250ug de cada péptido, emulsificados en adyuvante completo de
Freund (ACF). Los conejos recibieron dos dosis adicionales del indculo, emulsificado en
adyuvante incompleto de Freund (AIF) los dias 20 y 40. Los animales se sangraron en el dia 60 y

los sueros colectados fueron almacenados a -20°C.

Para eliminar anticuerpos inespecificos, cada suero de adsorbio en tres diferentes columnas de
sefarosa acopladas con sonicado de E. coli, lisado de GR de conejo o péptido sintético SPf66 [4].
Para la preparacion del lisado de E. coli, se crecié un inéculo de la cepa DH5a durante toda la
noche en medio LB. Al dia siguiente, se obtuvieron las bacterias por centrifugacion, se re-
suspendieron en un coctel que contenia pepstatina, leupeptina, ARNasa, ADNasa, lisozima y
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, del inglés phenylmethanesulfonyl fluoride), y se
incubaron en agitacion por 25 min a 37°C; posteriormente, se sonicaron por 3 min (80% de
amplitud), se centrifugd y el sobrenadante fue resuspendido en buffer de acoplamiento (NaHCO3
1,0M y NaCl 0,5M pH 8,3). Los GR obtenidos de conejos sanos se lisaron con saponina al 0,2%

(Sigma) y se re-suspendieron en buffer de acoplamiento.

El sonicado de E. coli, el lisado de GR de conejo y el péptido sintético SPf66 [4, 170] se
acoplaron de manera individual a columnas de sefarosa 4B activada con bromuro de ciandgeno
(CNBr) (Amersham Biosciences) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se
disuelvid el ligando (sonicado, lisado o péptido) en buffer de acoplamiento, teniendo en cuenta
que por 1mL de columna se necesitan 3,5 mg de proteina. Se adicioné esta solucion a la resina
activada previamente con HCI 1mM vy se dejé toda la noche en agitacion a 4°C. Al dia siguiente,

se hicieron lavados con buffer de acoplamiento, se adiciond buffer de bloqueo (Tris-HCI 0,1M
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pH 8), y se dejé en agitacion 2h a TA. Se hicieron 5 lavados alternando soluciones de pH: pH 4
(CH3COONa 0,1M, NaCl 0,5M) y pH 8 (Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,5M).

6.2.3. Inmunogenicidad de los péptidos inoculados

Para determinar la inmunogenicidad de los péptidos inoculados en conejo, se hizo un ensayo de
ELISA. Para esto, 1) las placas de ELISA fueron recubiertas con 10 ug/mL de cada uno de los
péptidos inoculados (36924, 36923 y 36926) y se incubaron a 37°C por 1h, toda la noche a 4°C, y
de nuevo a 37°C por 1h. 2) Las placas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0,05% Yy se incubaron
con 0,5% de leche descremada en PBS-Tween 0,05% por 1h a TA. 3) Los sueros (69 y 73) fueron
adicionados a la placa por duplicado en una dilucién 1:100, se incub6 por 1h a 37°C y se lavo 5
veces con PBS-Tween 0,05% para remover el exceso de anticuerpo no unido a los péptidos. 4) Se
adicion6 un anticuerpo tipo IgG de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (Vector
Laboratories) diluido 1:5000 y se incub6 1h a 37°C, se realizaron de nuevo 5 lavados. 5) Se
reveld con el kit TMB Microwell Peroxidase Substrate System (KPL Laboratories) y se leyo la
absorbancia de la placa a 620nm en un lector de ELISA (Lab Systems Multiskan MS).

6.2.4. Reconocimiento de la proteina PFRONS

A partir de un cultivo in vitro de P. falciparum de la cepa FCB-2 sincronizado con sorbitol, se
obtuvieron GR infectados con paréasitos en cada uno de los estadios: anillos (4-8 h), trofozoitos
jovenes (19-24 h), trofozoitos maduros (26-31 h), esquizontes (42-47 h) y merozoitos libres
(Mz). Los GR infectados se lavaron con PBS y se lisaron con saponina al 0,2% (Sigma). Después
de 5 lavados con PBS, los parasitos se trataron con solucién de lisis PMSF 100mM, SDS al 20%,
EDTA 0,5M pH 8,3 y iodoacetamida 100mM), se centrifugd y se recuperaron las proteinas para
analisis por Western blot (WB).

6.2.4.1. Ensayo de Western blot

Las proteinas de cada uno de los extractos de los diferentes estadios intraeritrociticos del parasito
se separaron en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 8% bajo
condiciones denaturantes, con un voltaje constante de 120V. A cada gel se le adicioné 2mg de
proteina cuantificada por el método de &cido bicinconinico (BCA, del inglés bicinchoninic acid)

con el kit micro-BCA (Thermo Scientific). Las proteinas resueltas en los geles se transfirieron a
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una membrana de nitrocelulosa y posteriormente la membrana se lavo y se bloqued con leche
descremada al 5% en buffer salino Tris (TBS)-Tween al 0,05%. Se cortaron tiras de 3mm de
ancho y cada tira se incubo6 durante 1h con los sueros preinmunes e inmunes (pre-adsorbidos) de
cada conejo (69 o 73) en una dilucion 1/40 en solucion bloqueadora TBS-Tween. Luego de 3
lavados con TBS-Tween 0,05%, las tiras se incubaron por 1h con un anticuerpo tipo
inmunoglobulina G (IgG) de cabra anti-conejo acoplado a fosfatasa (1:5000). La membrana se
reveld con el kit comercial NBT/BCIP (Promega). Marcadores de peso molecular (NEB) fueron

utilizados para calcular el peso molecular de las proteinas reconocidas.

La especificidad del reconocimiento de los sueros de los conejos por la proteina de interés, se
determind en un ensayo similar al anterior, excepto que los sueros hiperinmunes fueron
incubados con la mezcla de los péptidos inoculados (400uM) por 1 h a 37°C, antes de ser

incubados con las tiras de nitrocelulosa.

6.2.4.2. Inmunofluorescencia indirecta (1FI)

Extendidos de sangre infectada con la cepa FCB-2 de P. falciparum (parasitemia final 5-7%), se
fijaron con 4% de formaldehido por 10min en un frasco Coplin seguido de 3 lavados con PBS
filtrado. Posteriormente, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% por 5min a TA, se lavaron
2 veces con PBS filtrado y se bloquearon por 30min con PBS-BSA al 1% a 37°C. Las laminas se
lavaron 3 veces con PBS filtrado y se incubaron con 300uL de suero policlonal anti-PfRONS
como anticuerpo primario a una dilucién de 1/20 durante 1h, seguido de tres lavados con PBS.
Como anticuerpo secundario, se utilizd anticuerpo anti-conejo marcado con fluoresceina (FITC,
del inglés fluorescein isothiocyanate) (Vector Laboratories) por 1h seguido de tres lavados con
PBS filtrado. Por dltimo, se tifieron los nucleos del parasito con una solucion de 2ug/mL de
diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, del inglés 4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride) por 20min a TA. Las ld&minas se lavaron una vez con PBS-Tween al 0,05% y
dos veces con PBS filtrado. Las laminas se secaron en un cuarto oscuro y se adicioné 50uL de
glicerol/solucion salina (1:1), se sellaron con una laminilla y se observaron al microscopio de
fluorescencia Olympus BX51. Las imagenes se tomaron con una camara Olympus DP2 y se

realizo la sobreposicion de las iméagenes con el software Volocity (Perkin Elmer).
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Para los estudios de colocalizacion, se utilizaron sueros de monos Aotus inoculados con los
péptidos modificados 24148 (derivado del HABP 5501 de la proteina MSP-1) [171, 172], el
péptido 36340 (derivado del HABP 33460 de la proteina RAMA) [173] vy el péptido 38556
(derivado del HABP 37742 de la proteina PFRON5-secciones 6.4.4. y 7.5.3.). Como anticuerpo
secundario, se utilizé un anticuerpo de cabra anti-Aotus acoplado a Rodamina.

6.2.5. Localizacion subcelular de la proteina PFRON5

6.2.5.1. Inmunomicroscopia electrénica

Esquizontes de P. falciparum provenientes de la cepa FCB-2 se fijaron por 2h a 4°C con una
solucion de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0,5% en PBS. Luego, se hicieron dos
lavados con PBS por centrifugacion a 2500 x g durante 5min. El pellet se deshidratdé mediante
inmersion en etanol a diferentes concentraciones: 50%, 70%, 90% y 100%, durante 15min cada
una a TA. En cada paso de la deshidratacion, las muestras se centrifugaron a 2500 x g por 5miny
la inmersién en etanol al 100% se realiz6 dos veces. La inclusion del parasito se llevo a cabo en
resina LR-White de manera gradual utilizando primero etanol al 100% y resina LR-White en
relacion 1:1, luego en relacién 2:1 y finalmente resina pura. En cada uno de estos pasos se incubo
por 18h a TA [20]. Luego de la polimerizacion en frio de la resina (1pL de acelerador/500uL de
resina por 20min), se hicieron cortes ultrafinos de 80nm de grosor [22] y se montaron sobre
rejillas de niquel (300mesh) cubiertas con membranas de soporte de colodién. Para el
inmunomarcaje, las rejillas se bloquearon con PBS-leche descremada al 5%-Tween 20 al 0,01% a
37°C durante 30min, seguido de tres lavados de PBS-BSA 1%-Tween 20 al 0,01%. Luego, se
incubaron con el anticuerpo policlonal de conejo anti-péptidos de PFRONS a 4°C durante toda la
noche, seguido de tres lavados bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas.
Posteriormente, las rejillas se incubaron con anticuerpo anti-conejo conjugado con oro coloidal
(20nm, Aurion) en dilucion 1:50 en solucién de bloqueo por una hora a 37°C. Se realizaron de
nuevo tres lavados y se fijo sobre hielo por 10 min en glutaraldehido al 2,5%. Por ultimo, se
realizaron lavados con agua destilada, y se tifid con acetato de uranilo al 5% en agua destilada
durante 5min [20]. Las muestras se observaron en un microscopio electronico de transmision
Hitachi Hu-12A.
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6.3.  Obtencion de las proteinas rPfRON5SF1 y rPfRON5F4

Una vez analizadas las secuencias de cada uno de los ADNp de los fragmentos F1 y F4 (seccidn
6.1.4), se selecciono un clon de cada fragmento y se purificé el ADNp para la transformacion de
las células BL21-Al (Invitrogen). Brevemente, 100uL de células BL21-Al se mezclaron con 5uL
del plasmido pEXP5-rPfRONSF1 y se incubaron durante 20min en hielo; luego, se indujo choque
térmico a 42°C durante 30s seguido de 5min en hielo. Para la seleccién de las bacterias
recombinantes, la reaccién se plaque6 en cajas de agar LB que contenian ampicilina. Las colonias
blancas puntiformes, se repicaron en cajas con medio Luria Bertani (LB) que contenia L-
arabinosa (0,2%) para inducir la expresion de la proteina y ampicilina (100 pg/mL); se incubaron
a 37°C por 4h y posteriormente una muestra de la colonia se transfiri6 a membrana de
nitrocelulosa y ésta se incub6 por 10min sobre un papel de filtro humedecido con una solucion de
SDS al 10%.

A continuacion, la membrana se incubd con varios papeles de filtro humedecidos con los
diferentes buffers: 5Smin con buffer denaturante (1,5M de NaCl y 0,5M de NaOH), seguido de
5min de incubacion con buffer neutralizante (1,5M de NaCl y 0,5M Tris HCI), y finalmente 5min
con PBS filtrado. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween al 0,05% por 5min cada uno y se
bloqued con leche en PBS-Tween al 0,05% por 1h. Después de 3 lavados con PBS-Tween al
0,05%, la membrana se incub6 con anticuerpo monoclonal antihistidina acoplado a peroxidasa
(1:4,500) en una solucion de leche descremada al 5% en PBS-Tween 0,05% durante 1h a TA.
Luego de 3 lavados con PBS-Tween 0,05%, el dot blot fue revelado con el kit de substrato

peroxidasa VIP (Vector Laboratories) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Un clon recombinante (positivo por dot-blot) fue cultivado en agitacion constante (~300 rpm) a
37°C durante 12h en medio liquido Terrific Broth (TB) (12g/L de triptona, 24g/L de extracto de
levadura, 4mL/L de glicerol, 2,31g/L de KH,PO, y 12,54g/L de K,HPO,) suplementado con
0,1mg/mL de ampicilina y 0,2% de glucosa. Este cultivo se uso para inocular 950mL de medio
liquido TB suplementado con 100ug/mL de ampicilina y 0,2% de glucosa y se incub6 a 37°C
hasta alcanzar densidad Optica entre 0,4-0,6 a 620nm. La expresion del fragmento rPfRONS5F1 se
indujo con L-arabinosa al 0,2% durante 4h a 37°C en agitacion constante y el tiempo 6ptimo de
expresion se evalué por WB cada hora durante 4h. Posteriormente, el cultivo se centrifugo a
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16000 x g durante 30min y la proteina recombinante se solubilizé en buffer de extraccion
denaturante (urea 6M, imidazol 15mM, Tris-Cl 10mM, NaH,PO, 100mM y 10mg/mL de
lisozima) suplementado con inhibidores de proteasas (PMSF 1mM, iodoacetamida 1mM, EDTA
1mM y Img/mL de leupeptina), seguido por disrupcion celular utilizando un sonicador Branson
digital. Finalmente, la solucién se centrifugd a 21000 x g durante 20min a 4°C y el sobrenadante
claro se utiliz para verificar la expresion de la proteina por WB. La proteina se purificd por
cromatografia de afinidad usando resina de Ni*“-NTA (Qiagen) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, el sobrenadante se incub6 con la resina Ni*-NTA
durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. La solucién resina-proteinas se transfirié a
una columna y se lavo exhaustivamente con buffer denaturante hasta eliminar todas las proteinas
no retenidas en la resina. Las proteinas rPfRONF1 y rPfRONF4 se eluyeron con imidazol en
gradiente de concentracion (50mM, 65mM, 80mM, 100mM, 250mM y 500mM) en buffer
denaturante. Los componentes de cada fraccion fueron separados por SDS-PAGE y analizados
por tincion de azul de Coomassie y WB. Las fracciones que contenian la proteina recombinante
se dializaron exhaustivamente frente a PBS pH 7,0 para eliminar la urea y renaturar las proteinas

recombinantes.

Las proteinas recombinantes dializadas se concentraron usando acetona fria en una relacién 3:1y
se incubd toda la noche a 4°C. La solucion se centrifugd a 16000 x g por 20min y se homogenizo
en PBS. Finalmente, las proteinas se cuantificaron mediante el método micro-BCA, usando como
patron de referencia BSA. Para la deteccion de las proteinas en las diferentes muestras (antes y
después de la induccion y las fracciones de purificacion), los geles se incubaron durante 20min en
agitacion constante con una solucion de tefiido que contenia metanol al 50%, &cido acético al
10% y azul de Coomassie al 0,2%. Posteriormente, los geles se incubaron con solucion

decolorante (30% de metanol y 10% de acido acético) y se analiz6 cada una de las muestras.

Para el WB, se utilizé el anticuerpo monoclonal antihistidinas acoplado a peroxidasa (1:4,500)
(Sigma) en leche descremada al 5% en PBS-Tween al 0,05% durante 1h a TA. Se revel6 con el
kit de substrato peroxidasa VIP (Vector Laboratories) de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.
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6.3.1. Union de rPfRON5F1 y rPfRON5SF4 a GRh

Para determinar si las proteinas se unen a GRh, proteina recombinante (16pg) se incubé con GR
al 5% en buffer salino HEPES (HBS) (0,01 M HEPES, 0,15 M NaCl, pH 7,4) durante 2h a 4°C.
Se lavd 2 veces con HBS y se bloqued por 1h con BSA al 1% en HBS. Luego, los GR se
incubaron por 1h a 4°C con suero anti-péptidos PfRON5 (suero 69) en una dilucion 1/40
(rPfRONS5F1) y con el anticuerpo monoclonal antihistidinas (rPfRON5F4). Para rPfRONSF1, las
células se lavaron dos veces con HBS y se incubaron con anticuerpos anti conejo marcado con
fluoresceina en una diluciéon 1/25 en HBS y azul de Evans 1:100 por 1h a 4°C. Como control
positivo de la unién (para las dos proteinas), GR al 5% tratados con HBS-BSA al 1% durante 1 h
a 4°C, se incubaron con un anticuerpo monoclonal de raton anti-glicoforina A 'y B (Sigma)
(dilucion 1:400 en HBS) por 1h a 4°C. Luego de dos lavados con el mismo buffer, se incubaron
con un anticuerpo anti-ratén marcado con fluoresceina (Vector Laboratories) 1h en dilucion 1:30
en HBS y azul de Evans 1:100 a 4°C. Una gota de cada una de las muestras se coloc6 en una
lamina y se observo al microscopio de fluorescencia (Olympus BX51). Muestras de GR solos o

sin el anticuerpo primario, fueron utilizadas como control negativo de la union.

6.3.2. Antigenicidad de la proteina refRON5SF1.

Para evaluar el reconocimiento de la proteina rPfRONSF1 por sueros de pacientes con malaria,
1ug de proteina recombinante se sembré por pozo en cajas de 96 pozos y se incubd durante 1 h a
37°C y posteriormente a 4°C durante toda la noche. Cada caja se lavo 5 veces con PBS-Tween al
0,05% y cada pozo se bloque6 con 200uL de leche descremada al 5% en PBS-Tween al 0,05%
durante 1h. A cada pozo se le adicionaron 100uL de una dilucién 1:100 de sueros de pacientes
infectados con P. falciparum o de sueros de individuos sanos y se incubaron durante 1h a 37°C.
Los pozos se lavaron 5 veces con PBS-Tween al 0,05% y se incubaron con 100uL de anticuerpo
secundario anti-lgG humano acoplado a peroxidasa en una dilucion 1:8000 por 1h a 37°C. El
exceso de anticuerpo fue removido lavando 3 veces con PBS-Tween al 0,05% Yy los pozos fueron
revelados usando el kit TMB Microwell Peroxidase Substrate System (KPL Laboratories) segun
las instrucciones del fabricante; la absorbancia de las cajas se ley6 a 620nm (A620). Cada suero
se ensay0 por triplicado y las diferencias en el reconocimiento de la proteina rPfRONS5SF1 por
sueros de pacientes infectados con P. falciparum e individuos sanos se evaluaron mediante la

Prueba de los Rangos con Signo de Wilcoxon [174].
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En un ensayo adicional, la proteina rPfRON5SF1 se separd por SDS-PAGE al 12% vy se transfirié
a membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqued con leche descremada al 5% en TBS-
Tween al 0,05% durante 1h y posteriormente se lavo tres veces durante 5min con TBS-Tween al
0,05%. La membrana se cortd en tiras de 4mm y cada tira se incub6 durante 1h a TA con: 1)
suero de conejo anti-RONS5 (1/40), 2) suero de conejo anti-RONS previamente incubado con los
péptidos inoculados, y 3) anticuerpo monoclonal antihistidinas (1:5000). Las tiras se lavaron tres
veces con TBS-Tween al 0,05% y finalmente las tiras 1 y 2 se incubaron durante 1h con
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a fosfatasa en una dilucién 1:5000. Las tiras se
lavaron tres veces con TBS-Tween al 0,05% y el complejo se revel6 con el kit Alkaline
Phosphatase Substrate BCIP/NBT (Vector Laboratories), de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. La tira 3 incubada con el anticuerpo monoclonal antihistidinas se reveld con el Kit de

substrato peroxidasa VIP (Vector Laboratories).

6.4. Regiones de PFRONS5 que se unen a glébulos rojos humanos

6.4.1. Sintesis y marcacion de los péptidos con Na'®l.

Péptidos de 20 aminoacidos de longitud que cubren la secuencia de la proteina PfRONS
(MALB8P1.73) se sintetizaron quimicamente mediante el sistema de sintesis multiple en fase
solida [168, 175], utilizando aminoéacidos t-Boc (Bachem) y resina MBHA (0,5 meg/g). Los
péptidos se separaron de la resina por la técnica de clivaje alto con &cido fluorhidrico [176], se
analizaron por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC, del inglés
reverse phase high-pressure liquid chromatography) y por espectrofotometria de masas MALDI-
TOF (Bruker). A los péptidos que no contenian un residuo de tirosina (Y) en su secuencia, se les

adiciond este residuo en el extremo carboxi-terminal para permitir el radiomarcaje con Na'?I.

Para el radiomarcaje de los péptidos, 5ug de cada uno de ellos se incubé con 5uL de Na'®|
(100mCi/mL) (ARC) y 15uL de cloramina T (2,8 mg/mL), utilizado como agente oxidante
durante la reaccion. Luego de 15min de reaccion, se adicionaron 15uL de metabisulfito de sodio
(2,3 mg/mL) para detener la reaccion. El péptido radiomarcado se separ0 del total de la reaccion
mediante una columna de Sephadex G-10 (Pharmacia). Cada fraccidn recogida se cuantificd en

un contador gamma (Packard Cobra I1).
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6.4.2. Ensayos de uniony saturacion

Para determinar las regiones de union de PfRONS5 a GRh, sangre total de individuos sanos se
lavé con buffer HBS hasta remover el plasma. Posteriormente, 2x10" GR se incubaron con
cantidades crecientes de péptido radiomarcado (10-200nM) en presencia (union inespecifica-Ul)
0 ausencia (union total-UT) de péptido no radio-marcado (16uM). Las muestras se llevaron a un
volumen final de 200uL con HBS y se incubaron por 90min a TA [38]. Luego, las células se
lavaron dos veces con buffer HBS vy la radiacion asociada a los GR se cuantifico en el contador
gamma (Packard Cobra II). Una vez se determinaron los péptidos de alta actividad de union o
HABPs (del inglés, High Activity Binding Peptides), para algunos de ellos y a partir de su
secuencia, se diseflaron péptidos que conservan la composicién de aminoacidos pero tienen
secuencia desordenada, utilizando la herramienta Shuffle Protein [177]. Los péptidos
desordenados se sintetizaron y se probaron en ensayo de unién a GR siguiendo la misma

metodologia.

Para determinar las constantes de disociacion (Kd), los coeficientes de Hill (ny) y los sitios de
unién por célula para algunos HABPS, se realiz6 un ensayo de unién modificado. Brevemente,
1,5x10" GR se incubaron con cantidades crecientes de péptido radiomarcado (0-3200nM) en
ausencia o presencia de péptido no-radiomarcado (20nM) en un volumen final de 255uL durante
90min a TA. Luego de dos lavados con HBS, se cuantifico la radioactividad asociada a las
células en un contador gamma (Packard Cobra Il). Los ensayos de unién y saturacién se

realizaron por triplicado.

6.4.3. Ensayos de union con GRh tratados enziméaticamente

Con el animo de determinar la naturaleza del receptor al cual se unen los HABPs sobre la
membrana del GR, se evaluo la unién especifica de los HABPs a GR tratados enzimaticamente.
Brevemente, GR en suspension (60%) fueron incubados con 150pU/mL de neuraminidasa (ICN
9001-67-6) en una solucion con buffer HBS pH 7.4, 1mg/mL tripsina (Sigma T-1005) o 1mg/mL
quimotripsina (Sigma C-4129), por 60min a 37°C. Luego de la incubacién, los GR se lavaron dos
veces con HBS y se utilizaron en un ensayo de union convencional. GR sin ningln tratamiento

fueron utilizados como control positivo de la union (100%).
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6.4.4. Determinacion de residuos criticos en la unién.

Para determinar cudles son los residuos directamente involucrados en la unién a GR (residuos
criticos de union), se sintetizaron analogos de glicina para 6 HABPs (37663, 37665, 37672,
37636, 37642 y 37745) distribuidos a lo largo de la proteina y se probaron en un ensayo de union
competitiva con los HABPs. En este ensayo, 2x10’ GR se incubaron 90min con cada HABP
radiomarcado (100nM) en presencia o0 ausencia del HABP no-radiomarcado y de cada uno de sus
analogos de glicina sin radiomarcar (12, 40 y160 uM) [40]. Luego de la incubacion, las células se

lavaron dos veces con buffer HBS y se cuantificé la radiacion asociada a los GR.

6.4.5. Estructura secundaria de los HABPs de la proteina PFRON5

Se realizaron estudios de dicroismo circular para obtener informacién acerca de la estructura
secundaria de los HABPs de PFRONS. Cada uno de los péptidos (0,1mM) se analiz6 en una celda
de cuarzo termostatada usando como co-solvente 2,2,2-trifluroetanol (TFE, del inglés
trifluorethanol) al 30% v/v [178]. Los espectros se obtuvieron a TA con el espectrémetro Jasco J-
810 y se hizo un promedio de tres barridos partiendo de 260nm a 190nm a una velocidad de
barrido de 20nm/min y ancho de banda de 1nm. Los datos se colectaron con el software Spectra
Manager y se analizaron con los programas SELCON3, CONTINLL y CDSSTR [179, 180].

6.4.6. Inhibicién de la Invasion

Para determinar la capacidad de la proteina rPfRON5SF1 y de los HABPs solos 0 en mezclas de
inhibir la invasion de merozoitos de la cepa FCB-2 a GRh, diferentes concentraciones de péptido
(50, 100 y 200 uM), se incubaron con un cultivo sincronizado de P. falciparum en fase de
esquizontes [67, 181]. Luego de incubar por 18 horas a 37°C en una atmosfera de 5% O,, 5%
CO; y 90% N, el medio se removid y se hizo tincion de las células con hidroetidina [182]
durante 30min a 37°C y se lavaron 3 veces con PBS. La suspensién se analizd con un citdometro
FACScan (Becton Dickinson) y el software CellQuest v 1.1 [183]. Como controles, se utilizaron
GRh infectados sin tratar y GRh infectados tratados con EGTA, cloroquina, peptidos de baja

capacidad de union y péptidos con secuencia desordenada. Cada ensayo se realizo por triplicado.
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7. Resultados y discusion

7.1.  Obtencion del ADN parasitario y amplificacion del gen MAL8P1.73

Se extrajo ADN de la cepa FCB-2 y se evaluo su integridad en gel de agarosa al 1%. Se observa
una unica banda de alto peso molecular y de buena concentracion, lo que muestra que el ADN no
se degrad6 durante el proceso de purificacion (Figura 13A). Con el ADN parasitario se hizo PCR
para amplificar un fragmento de ~2100pb del gen MAL8P1.73 con los cebadores F4 y R4 (Figura
11). En la Figura 13B se observa en el gel un producto de ~2300pb que corresponde al producto
del fragmento del gen MALB8P1.73 esperado mas 200pb de la regién 3’ extragenica. Estos
resultados indican la presencia del gen MAL8P1.73 en la cepa FCB-2 de P. falciparum.

A

Figura 13. Extraccion del ADN gendmico y amplificacion de un fragmento del gen MAL8P1.73 en la
cepa FCB-2. A. Se observan tres muestras de ADN, producto de tres extracciones independientes con el
kit Wizard® Genomic ADN Purification (Promega). B. Se observa una banda ~2300pb (linea 1) que
corresponde a un fragmento amplificado del gen MAL8P1.73. Linea 2: control positivo correspondiente a
un fragmento del gen Pfron2 con un peso aproximado de ~2377pb. Linea 3: control negativo.

7.2.  Estudio de la transcripcién del gen que codifica para PFRONS

7.2.1. Amplificacién del ADN copia del gen MAL8P1.73

Teniendo en cuenta que el gen MAL8P1.73 estid presente en la cepa FCB-2, se evalud su
transcripcion mediante la amplificacion del gen completo a partir de ADNc de esquizontes. Este

ensayo se realizo para las cepas FCB-2 y PAS-2. En la Figura 14, se observa como producto de la
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amplificacion por PCR una Unica banda de ~3468pb que corresponde al peso molecular esperado,
lo que sugiere que este gen se transcribe en la fase tardia del ciclo intraeritrocitico del parasito en
ambas cepas. El andlisis de transcripcion de la cepa 3D7 muestra que el mayor numero de
transcritos para el gen MAL8P1.73 se encuentra en la fase de esquizontes y que el pico de
transcripcion esta entre las 40 y 45h del ciclo [12]. La transcripcidon de genes y la expresion de
sus productos en el estadio de esquizontes tardios o segmentados ha sido asociado con la
liberacion de los merozoitos de los GR infectados y/o con la subsecuente invasion de los

merozoitos a nuevos GR.

A B
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3468 3000 2000
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Figura 14. Transcripcion del gen MALP1.73. Mediante electroforesis de ADN se visualiza un producto
amplificado de ~3468pb que corresponde a todo el ADNc del gen MAL8P1.73 en las cepas FCB2 (A) y
PAS-2 (B). La linea 1, corresponde a la amplificacion del gen MALB8P1.73. Linea 2: control negativo.
PPM (Patron de Peso Molecular).

7.2.2. Clonacidn

La region codificante del gen MAL8P1.73 obtenida por la amplificacion especifica del ADNc
sintetizado, se insert6 en el vector pEXP5-CT/TOPO® TA (Invitrogen). Este constructo se utilizo
para transformar células E. coli TOP10 competentes. Luego de la transformacion, se obtuvieron
colonias pequerias, transparentes y puntiformes. Se seleccionaron varias colonias para confirmar
la presencia del inserto en cada clon. La PCR de cinco colonias utilizando cebadores del vector y

del inserto muestran los productos de peso molecular esperado: 1263pb y 1338pb (Figura 15).
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Figura 15. Confirmacion de las bacterias recombinantes por PCR. Representacion esquematica del
inserto ligado (azul) en el vector de expresion y los cebadores utilizados para la PCR de colonia. En el gel,
los carriles del 1, 3, 5y 7 corresponden a un fragmento de ~1263pb amplificado con los cebadores T7 y
1R, mientras que los carriles 2, 4, 6, 8 y 10 muestran una banda de ~1338 con los cebadores 3F y
PEXP5R.

7.2.3. Determinacion de la secuencia y polimorfismo del gen MAL8P1.73

Se obtuvo la secuencia del ADNp proveniente de tres clones recombinantes y de PCRs
independientes para cada cepa (FCB-2 y PAS-2). Se considerd que existia un cambio en la
secuencia respecto a la secuencia de la cepa de referencia 3D7 cuando el cambio estaba presente
en los 3 clones secuenciados. El alineamiento de la secuencia consenso de la cepa FCB-2, junto
con la cepa de referencia 3D7, mostrd cuatro sustituciones nucleotidicas que producen cambio en
tres aminoacidos: Pro92Ser, Phe266Leu y Glu1015Asp (Tabla 2).

Tabla 2. Polimorfismo de la proteina PFRONS5

Posicion del Cepa Posicion del Cepa

nucledtido 3D7 FCB-2  PAS-2 aminoacido  3p7 FCB-2  PAS-2
274 C T T 92 P S S
798 C A A 266 F L L
2058 A C C 686 T T T
2543 A A G 848 Q Q R
3045 A T T 1015 E D D

La secuencia consenso de la cepa FCB-2 se deposito en la base de datos del GenBank con el
numero de acceso HQ424431. Para la cepa PAS-2, se encontraron los mismos cambios que
presenta la cepa FCB-2 y un cambio adicional que produce cambio de aminoacido GIn848Arg

(Tabla 2 y Anexo 1). Estos datos indican un alto grado de conservacion entre las cepas evaluadas
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en el gen MAL8P1.73 y en su producto, la proteina PFRONS5, y estan de acuerdo a lo reportado
en un estudio reciente donde se analizO a gran escala la variacion genética de cerca de 227
aislados clinicos de P. falciparum derivados de diferentes regiones endémicas, y se encontro que
el gen MALB8P1.73 y la proteina PFRONS presentan variaciones minimas en su secuencia [184].
Lo anterior podria sugerir que la proteina es funcionalmente importante para el parésito y
relevante en la busqueda de antigenos candidatos en el disefio de métodos de control. Se ha
reportado que una de las principales razones para no tener una vacuna totalmente efectiva, es el
enorme polimorfismo de las proteinas del parésito; esta variabilidad se fija en las poblaciones
parasitarias como consecuencia de las presiones selectivas por parte del sistema inmune. La
ausencia de polimorfismo puede ocurrir por falta de presiones selectivas positivas o por
restricciones funcionales en el caso de una proteina funcionalmente importante; en este caso

particular, el bajo polimorfismo permitiria evitar respuestas alelo-especificas [6, 185, 186].

El alineamiento maltiple con las secuencias de las proteinas homdélogas encontradas, muestra que
la region carboxi terminal es mas conservada que la region amino terminal y que la longitud de
las secuencias es mayor en los géneros mas ancestrales como Neospora, Theileria y Toxoplasma
(Anexo 2). Cuando se hizo el alineamiento mdultiple s6lo con las secuencias de RON5 de las
diferentes especies de Plasmodium, se encontro un alto grado de conservacion de esta proteina en
el género Plasmodium, particularmente la region central de la proteina (Figura 16). Los valores
de identidad (I) y similitud (S) entre PfRON5 y sus diferentes homdélogos en Plasmodium y
parasitos del filo Apicomplexa, mostraron los siguientes resultados en orden descendente: P.
vivax (1 68,7% y S 84,8%), P. knowlesi (I 68,3% y S 84,3%), P. berghei (I 56% y S 75,7%), P.
chabaudi (1 53% y S 72%), P. yoelii (1 32% y S 45%), B. bovis (1 17% y S 33%), T. annulata (I
15% y S 32,7%), T. parva (1 12,7% y S 29%), N. caninum (1 11,8% y S 27%) y T. gondii (I 10%
y S 26,5%) [187].

Cuando se hizo una busqueda en el genoma completo de P. falciparum utilizando como plantilla
la secuencia de PfRONS, no se encontr6 similitud con otras proteinas del parasito, incluidas las
localizadas en el cuello de las roptrias. Igualmente, no se encontraron en PfRON5 dominios o

motivos caracteristicos con las herramientas utilizadas (datos no mostrados).
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias de RON5 en diferentes especies de Plasmodium. Se
muestra el alineamiento para las proteinas RON5 de Plasmodium berghei, P. chabaudi, P. yoelii, P vivax
y P. knowlesi. EI sombreado indica el porcentaje de identidad. Letras blancas sobre fondo negro
representan residuos con 100% de similitud, letras blancas sobre fondo gris representan residuos con 80%
de similitud, y letras negras sobre fondo gris representan los residuos con 60% de similitud [187].
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7.2.4. Analisis de la secuencia de PFRONS de la cepa FCB-2

Se utilizé la secuencia primaria de la proteina PFRONS para la busqueda del péptido sefial (PS) y
dominios transmembranales (DTMSs). Para las dos caracteristicas se tuvo en cuenta la herramienta
PolyPhobius que predice la topologia transmembranal y el péptido sefial [158]. En la secuencia
de aminoacidos de PfRONS se encontré un PS predicho de 19 aminoacidos (residuos 1-19) con
un sitio probable de clivaje por una peptidasa entre los aminoacidos 119-S20. La presencia del PS
en la proteina podria estar relacionada directamente con el transporte y almacenamiento de
PfRONS en organelos secretorios o su expresion sobre la membrana plasmatica. Con esta misma
herramienta, se encontraron dos DTMs que se localizan entre los residuos 554-573 y 642-663
(Tabla 3). La prediccion de DTMs con otras herramientas bioinformaticas como TMpred,
Conpredll, TMHMM2.0 y Phobius, mostro diferencias en cuanto al nimero y posicion de los
DTMs. Esta discrepancia es posiblemente debida a los diferentes enfoques de cada predictor:
TMpred, se basa en un analisis estadistico de los datos consultados en relacion con la base de
datos TMbase, que otorga puntaje usando una combinacion de matrices de peso [161];
TMHMM2.0, Phobius y Polyphobius usan aprendizaje de maquina, principalmente modelos
ocultos de Markov. La diferencia entre ellos radica en que Phobius y Poliphobius usan ademas
redes neuronales artificiales para predecir la presencia de péptido sefial. Poliphobius, se basa
también en la prediccion por similitud, ya que calcula las probabilidades teniendo en cuenta

alineamientos de secuencias homdlogas [158, 160, 162].

Tabla 3. Prediccion de dominios transmembranales (DTMs) para la proteinaPf RON5

. NUmero de . .
Predictor DTMs Posicién Referencia
THMM2.0 0 Krogh y cols.,2001

. 6-24
Phobius 2 640-663 Kall y cols., 2004
1-19
250-270
555-573 '
645-663
Conpredll 1 554-574 Arai y cols., 2004
. 554-573
Polyphobius 2 642-663 Kall y cols., 2005
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Conpredll realiza un consenso basado en el promedio de los resultados de varios predictores
(KKD, TMpred, TopPred Il, DAS, TMAP, MEMSAT 1.8, SOSUIl, TMHMM 2.0 and HMMTOP
2.0) [163].

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que en los grupos de entrenamiento de los predictores
existe baja representacion de las secuencias de protozoos respecto a las demas secuencias
eucariotas, lo cual dificulta la prediccion de DTMs en estos organismos. La diferencia en el
nimero de DTMs predichos, también ha sido reportada para otras proteinas del cuello de las
roptrias como PFRON2 y TJRONZ2 [20, 150]. Para TJRONZ2, se reportaron inicialmente 3 DTMs,
y luego se demostrd que el tercer dominio (residuos 1346-1348) no correspondia a un DTM, ya

que esta region se encuentra en el medio extracelular durante la invasion en el TJ [150].

Basados en que Polyphobius tiene en cuenta la similitud con otras secuencias para la prediccion
de DTMs y que éstos son conservados en otros géneros y especies de Apicomplexa (a excepcion
de Toxoplasma y Neospora, en la cuales no se predicen DTMs), se puede sugerir que los residuos
554 al 573 y los residuos 642 al 663 corresponden a los DTMs de la proteina PARONS. En este
modelo, los residuos 20-553 y 664-1156 se encuentran en el medio extracelular y los residuos

574 al 641 en el citoplasma de la célula hospedera (Figura 17).

NH;W | ¥—-COOH

aa 554

Espacio extracelular \ ‘ /

aa 663

Membrana citoplasmatica H u

Citoplasma / | \

aa 573 4 2642

Figura 17. Topologia hipotética para la proteina PFRONS. Se propone un modelo en el cual la proteina
PfRONS tiene dos dominios transmembranales entre los residuos 554-573 y 642-663.
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7.3.  Evaluacion de la expresion de la proteina PFRONS

7.3.1. Obtencidén de anticuerpos anti-PfRON5

La reactividad de los anticuerpos policlonales de conejo anti-péptidos (36924, 36923 y 36926) de
PfRON5 se determindé mediante ELISA. En la Figura 18, se observa que después de la
inoculacién hay un aumento en el reconocimiento de los péptidos por parte de los sueros
hiperinmunes (69 y 73), en comparacién con los sueros preinmunes. Este resultado indica que los

sueros policlonales pueden utilizarse en el reconocimiento de la proteina PfRONS.
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Figura 18. Reactividad de sueros anti-PfRON5 frente a péptidos inoculados. A. Secuencia y
localizacion de los péptidos de PfFRONS inoculados en conejos. B. Los resultados del ensayo de ELISA
muestran que los sueros hiperinmunes (HI) reconocen a los péptidos inoculados, a diferencia de los sueros
preinmunes (PI).

7.3.2. Deteccion de la proteina PFRONS en lisado de P. falciparum

Los anticuerpos policlonales anti peptidos de PfRONS se usaron en ensayos de WB para evaluar
la expresion de PfRONS en estadios intraeritrociticos de la cepa FCB-2. En la Figura 19, se
observa que solo los sueros hiperinmunes reconocen especificamente una proteina de ~110 kDa
en esquizontes y merozoitos libres de la cepa FCB-2, que aunque difiere con el peso molecular

predicho en PlasmoDB (133,7 kDa), corresponderia a PFRONS. Reportes previos muestran que
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para algunas proteinas localizadas en las roptrias (TgRON2, TJRON4), el peso tedrico difiere del
experimental debido a procesamientos post-traduccionales, presencia de regiones repetidas o

migraciones electroforéticas anomalas [144, 147, 188].

La identidad de la proteina PfRONS vy la especificidad del reconocimiento, se confirm6 cuando
los sueros hiperinmunes fueron preincubados con los péptidos poliméricos de PfRONS usados en
la inmunizacion de los conejos, previo al ensayo de WB. Teniendo en cuenta que la
preincubacién con los péptidos removeria los anticuerpos anti-PfRONS del suero hiperinmune, la
ausencia de reconocimiento de proteinas en los lisados de esquizontes y merozoitos, confirma
que la banda de ~110 kDa observada es, en efecto, PFRONS (Figura 19).

4-8h 19-24h 26-31h 42-47h Merozoitos
PI HI PI HI PI HI PI HI 1 PI HI 1

170 —

130 —
<+—~110 kDa

q#
95 == ‘H

Figura 19. Tiempo de expresion de la proteina PFRONS5 durante el ciclo intraeritrocitico. WB
realizado con lisados de parésito de la cepa FCB-2 en diferentes tiempos: anillos (4-8 h), trofozoitos
jovenes (19-24 h), trofozoitos maduros (26-31 h), esquizontes (42—-47) y merozoitos libres. Se observa
una Unica banda especifica en los estadios de esquizontes y merozoitos libres. Pl: suero preinmune; HI:
suero hiperinmune; I: suero hiperinmune preincubado con los péptidos de PfRONS inoculados, antes de
realizar el WB. A la izquierda se observa el patrén de peso molecular en kDa.

7.3.3. Localizacién subcelular de PfRON5

Los anticuerpos policlonales anti-péptidos de PfRON5 se usaron en un ensayo de IFI para
determinar la localizacion subcelular de la proteina. En la Figura 20, se observa un patron de
reconocimiento punteado sobre los esquizontes, tipico para las proteinas localizadas en los
organelos apicales [189] y diferente al patron de los nlcleos del parasito (azul). EI doble marcaje
sobre esquizontes tardios de P. falciparum utilizando anticuerpos dirigidos contra MSP-1

(localizada en la superficie del parasito) y RAMA (expresada en las roptrias del parasito),
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muestran que el patrén punteado de PfRON5 se sobrepone parcialmente con el patrén de la
proteina RAMA [189], lo que sugiere que PfRONS se localiza en las roptrias, pero no en el
mismo compartimiento de RAMA (Figura 20). Varios reportes han sugerido que las roptrias se
dividen en dos compartimentos denominados cuello y bulbo [81, 190], y que ciertos antigenos del
parasito se distribuyen preferencialmente en estos compartimentos [19, 191]. Esta distribucion se
ha asociado con el papel funcional y con el tiempo de la descarga de los componentes durante el
proceso de invasion [192]. De esta forma, las proteinas albergadas en el cuello de las roptrias se
liberan primero y estarian implicadas en las interacciones con la célula huésped, mientras las

proteinas del bulbo estarian participando en la formacién de la VP [193].

A

MSP-1-24148 (5501) RONS-38556 (37742) Merge

DAPI Anti-PfRONS Merge

- . - - 4 -385 774 o
RAMA-36340 (33 60) RONS-38556 (3 2) )lerbe

Figura 20. Localizacién subcelular de PfRON5 en esquizontes de la cepa FCB-2 mediante
Inmunofluorescencia indirecta. A. Anticuerpos anti-PfRON5 reconocen una proteina apical sobre
esquizontes tardios de la cepa FCB-2 de P. falciparum (verde). En azul, se muestran los nicleos de los
parasitos dentro de los GR. Las flechas muestran un patrén punteado sélo con el suero hiperinmune (HI).
Se observa la ausencia de fluorescencia verde en el suero preinmune (Pl). B. Doble tincion con
anticuerpos anti-RAMA o anti-MSP1 y anti-PfRON5 (verde). No se encontré sobreposicion entre PfIMSP1
y PfRONS, pero si sobreposicion parcial entre la proteina PFRAMA y PfRONS.

Por lo tanto, para examinar la localizacion de PFRONS en las roptrias, se llevaron a cabo estudios
de microscopia inmunoelectronica utilizando anticuerpos anti-péptidos de PfRONS. La Figura 21
muestra que las particulas de oro coloidal se localizaron especificamente en el cuello de las
roptrias, similar a lo reportado para otras proteinas del cuello como PfRON4 [19] y PfRON2
[20]. La localizacion subcelular de PfRONS en el cuello de las roptrias sugiere la participacion de
esta proteina en la entrada del parasito a su célula hospedera. Estudios previos de
inmunoprecipitacion, han mostrado que PfRONS se asocia con PFRON4, PfRON2 y PTAMA-1,

todas ellas asociadas al TJ [23, 147]. Recientemente, se ha reportado que la proteina PfRON2,
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ademas de hacer parte de un complejo macromolecular y servir de receptor para la proteina

AMA-1, interactta con receptores sobre la célula hospedera [152].

200nm

Figura 21. La proteina PFRONS se localiza en el cuello de las roptrias. Inmunomicroscopia electrénica
con anticuerpos policlonales anti-péptidos de PFRON5 y GRh infectados con Plasmodium falciparum de
la cepa FCB-2, muestran la localizacion de la proteina PFRONS en el cuello de las roptrias.

7.4.  Unidn de las proteinas recombinantes rPfRON5F1 y rPfRON5F4 a GR humanos.

De acuerdo a reportes previos que han sugerido que PfRON2 interactla con receptores sobre la
célula huésped [152], se expresaron dos regiones de la proteina PfRONS y se incubaron con GR
humanos. La seleccion de las regiones a expresar, se hizo teniendo en cuenta la topologia de la
proteina sugerida por los analisis bioinformaticos (Figura 17, Tabla 3). Las regiones a expresar
(N- y C-terminal) se amplificaron mediante PCR y se clonaron en el vector de expresion pEXP5-
CT/TOPO (Figura 22 Ay B). La expresion de las dos proteinas se hizo utilizando el sistema de
expresion en E. coli bajo la induccion con L-arabinosa. Como se observa en la Figura 22, se
obtuvieron proteinas de ~33kDa (rPfRON5F1) y ~32kDa (rPfRON5F4) que fueron reconocidas
por el anticuerpo monoclonal antihistidinas, el cual esta dirigido hacia una secuencia especifica
de seis histidinas adicionada por el vector al extremo C-terminal de la proteina. Para la proteina
rPfRON5F4, se detectdé una banda adicional de ~23kDa, que corresponderia a un producto de
degradacion. Para los ensayos de union a GR humanos, la banda de ~32kDa de rPfRON5F4 se

separ0 del producto de degradacion mediante electro-elucion.
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Figura 22. Obtencion de las proteinas recombinantes rPfRON5F1 y rPfRON5SF4. A. Representacion
esquematica de la proteina RON5, donde se localizan los fragmentos expresados en E. coli. Se muestra la
longitud en nucle6tidos y en aminoacidos. B. Amplificacion de los fragmentos F1 y F4 del gen
MALS8P1.73 a partir de ADNc de la cepa FCB-2. El gel de agarosa muestra los dos productos de ADN
amplificados con pesos aproximados de 850pb y 840pb para F1 y F4, respectivamente. C.
Reconocimiento por WB de las proteinas recombinantes por anticuerpo monoclonal anitihistidinas.

Para los ensayos de union y reconocimiento de la proteina rPfRONSF1, se utilizaron anticuerpos
policlonales obtenidos en conejo contra los péptidos poliméricos (36923, 36924 y 36926),
mientras que para la proteina rPfRON5F4, se utilizé un anticuerpo monoclonal antihistidinas
marcado con fluoresceina. Como se observa en la Figura 23, los anticuerpos policlonales
reconocen especificamente la proteina rPfRON5FL1 con un peso molecular aproximado de
~33kDa. Cuando rPfRON5F1 y rPfRON5F4 se incubaron con los GR humanos, se observé por
inmunofluorescencia que ambas proteinas se unen a la superficie del GR con un patrén punteado
similar al encontrado para el reconocimiento de glicoforina A/B sobre la superficie del GR. La
union de estos dos fragmentos a membrana de GR, coincide con la topologia predicha para
PfRONS (Figura 17), donde se sugiere que las regiones amino y carboxi-terminal de la proteina

se encuentran expuestas hacia el medio extracelular.
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Figura 23. Union de rPfRON5F1 y rPfRON5F4 a GR humanos. A. Reconocimiento de la proteina
rPfRONSF1 con sueros policlonales. El suero 73, obtenido en conejo inoculado con los péptidos 36923,
36924 y 36926 de PfRONS, se utilizd para el reconocimiento especifico de la proteina recombinante
rPfRONSF1 (Linea 1). Cuando el suero hiperinmune se preincub6 con los péptidos inoculados, se pierde
el reconocimiento de la proteina recombinante (Linea 2). La linea 3 muestra el reconocimiento de la
proteina con anticuerpo monoclonal antihistidinas. B. Reconocimiento de Glicoforina A/B con anticuerpo
monoclonal de ratén anti-glicoforina A, seguido con anticuerpo anti-raton marcado con fluoresceina. C.
GR incubados con la proteina PFRON5-F1 (arriba) y PFRON5-F4 (abajo). Se observa un patron punteado
fluorescente sobre los GRs. Las muestras de GR solos o sin el anticuerpo primario no mostraron ninguna
sefial de fluorescencia (datos no mostrados).

7.5. Sueros de humanos infectados por P. falciparum reconocen a la proteina
rPfRONSF1

Se determind6 mediante ELISA la presencia de anticuerpos dirigidos contra la proteina
rPfRONS5F1 en 45 sueros de pacientes con episodios de malaria por P. falciparum que viven en
regiones endémicas de Colombia. La mayoria de los sueros de pacientes infectados con P.
falciparum presentaron reactividad frente a la proteina rPfRONSF1 (Figura 24) (As2o 0,18+0,016)
comparada con las muestras de individuos sanos (Asx 0,031+0,08), con una diferencia

estadisticamente significativa (p= 0,000). (Prueba de los Rangos con Signo de Wilcoxon [174])
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Figura 24. Antigenicidad del fragmento recombinante rPfRONS5SF1. Se utilizaron 23 sueros de
individuos sanos y se compararon con 45 sueros de pacientes con infeccion por P. falciparum. Cada suero
se diluyd en 1:100 y se ensayaron por triplicado.

7.6.  Péptidos sintéticos derivados de PfRON5 se unen a GR humanos

Para tamizar las regiones de union de la proteina PfRON5 a GR humanos, 45 péptidos no
sobrelapados se sintetizaron y se probaron en un ensayo de union a GR (secciones 6.4.1. y
6.4.2.). Los datos obtenidos del ensayo, se utilizaron para graficar la union total (UT: unién de
péptido radiomarcado) y la union inespecifica (Ul: unidn en presencia de péptido no-
radiomarcado). La diferencia entre las curvas de unién total y unién inespecifica corresponde a la
unién especifica (UE). Los péptidos mostraron tres distintos comportamientos de unién: 1) No
unién a GR humanos (baja unién total y baja union inespecifica), 2) union inespecifica a GR (alta
unién total e inespecifica), y 3) union especifica (alta union total y baja union inespecifica)
(Figura 25).

Aquellos péptidos que en la curva de union especifica mostraron una pendiente m>0,02 se
consideraron péptidos de alta capacidad de unién o HABPs. Un valor de m>0.02 significa que el
péptido se une por lo menos en un 2% a los GR. Esto es teniendo en cuenta un modelo de
interaccion bimolecular, que identifica interacciones con afinidad en el rango nM y alrededor de
100000 sitios de union por célula [38]. Para 16 péptidos distribuidos a lo largo de toda la
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Péptido unido (CPM)

secuencia de la proteina, la curva de UE presento m>0,02 (Figura 26), por lo tanto, se
consideraron como HABPs. De manera interesante, el péptido 37727 estaria localizado en la
region citoplasmatica, lo que sugiere que el modelo topologico propuesto no es del todo correcto.
Sin embargo, la presencia de HABPs en mayor nimero en los extremos (C y N terminal) de la
proteina y el hecho de que las proteinas recombinantes rPfRON5F1 y rPfRON5F4 (que contienen
en su secuencia algunos HABPS), se unen a GR, soporta el modelo. Se ha reportado que durante
la invasion, la proteina RON2 es insertada en la membrana de GR, pero su region C terminal
queda expuesta al medio para interactuar con la proteina AMA-1 y con receptores sobre la
membrana del GR [108, 152].
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Figura 25. Tipos de unién para los péptidos de la proteina PFRONS. Los ensayos de unién mostraron
la presencia de péptidos que no se unen (péptido 37739), péptidos de alta unién inespecifica (péptido
37747) y 16 péptidos de alta capacidad de union especifica, como el péptido 37736 (m>0,02). En las
figuras de la parte superior, se grafic la unién total (UT en rojo), obtenida de la unién de péptido
radiomarcado a GR, la unidn inespecifica (Ul en azul), obtenida de la unién de péptido radiomarcado a
GR en presencia de un exceso del mismo péptido sin radiomarcar, y representa la unién que no fue
desplazada por el péptido sin radiomarcar. En las figuras de la parte inferior, se graficé la union especifica
(UE en verde), que se obtiene al sustraer la Ul de la UT (UE=UT-UI).

Teniendo en cuenta que hasta el momento no se conoce el mecanismo por el cual las proteinas

RON son translocadas a la membrana de GR y cdmo estan organizadas dentro del complejo
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RONSs, no se debe descartar que regiones de la proteina PFRONS estén en permanente contacto

con la membrana de GR 0 momentaneamente durante su paso a la cara citoplasmatica de éste.

En un ensayo de union adicional, se observé que péptidos con igual composicion de aminoacidos
a la de los HABPs, pero con diferente secuencia primaria, se unen en un porcentaje mucho menor
que el de los HABPs (Figura 26). Esta caracteristica de la unién de los HABPs y sus analogos de
secuencia desordenada ha sido previamente observada con otros HABPs derivados de diferentes
proteinas del merozoito [194, 195]. También se ha reportado que un péptido de 11 residuos,
derivado de la subunidad Gas de la proteina G de GR, inhibe la invasion del merozoito, mientras
que el analogo de secuencia desordenada afecta minimamente la invasion [196]. En ambos casos,
se sugiere que la union especifica de los HABPs vy la actividad inhibitoria del péptido de 11

residuos, son dependientes de la secuencia y no de la composicion de aminoacidos.

7.6.1. Launion de los HABPs es saturable

Para evaluar la interaccion HABP-GR, se realizd un ensayo de unién similar al del tamizaje
inicial, pero utilizando concentraciones mayores de péptido radiomarcado. En la Figura 27, se
observa que a medida que se adiciona mayor concentracion de ligando (HABP radiomarcado),
los sitios de union van siendo ocupados por el ligando y la unién va en aumento, hasta el punto
en que todos los sitios de unidn estan ocupados y la unién no aumenta mas, es decir, la union de

los 3 HABPs evaluados es saturable.

El analisis de la curvas de saturacion [38, 197], muestra que las Ky de los HABPs 37727, 37736 y
37744 tienen valores alrededor de 1000 nM, que el nimero de sitios de unién por célula esta
entre 65000-265000, y que la interaccion de los HABPs con el receptor sobre el GR presenta
cooperatividad positiva (nH > 1) (Figura 27). Este resultado es muy interesante en el contexto de
interacciones relevantes en procesos bioldgicos: la interaccion HABP-GR es especifica, con

valores de mediana afinidad y saturable [197].
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Figura 26. Perfil de unién de la proteina PFRON5 a GRh. A. Las barras de color negro representan la
pendiente (m) de la curva de union especifica o actividad de union (%) para cada uno de los péptidos de
PfRONS. Para realizar la marcacion, se adiciond un residuo de tirosina en aguellos péptidos que no lo
contenian en su secuencia. A la izquierda, en gris la ubicacién de los DTMs predichos. B. Perfil de union
de los HABPs y sus analogos desordenados a GRh. Los anadlogos se unen mucho menos que los HABPs.
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Figura 27. Saturacion de los HABPs de PFRONS. A partir de la curva se saturacion y de la grafica
inserta, se calculan los valores de Ky, nimero de sitios de unién (NSU), y el coeficiente de Hill (ny). En la
gréfica inserta, la abscisa es Log F y la ordenada es Log (B/Bmax —B). F corresponde al péptido libre, B
la cantidad de péptido unido y Bmax es la cantidad maxima de péptido unido. Los valores calculados de
Kg, NSU y ny para los HABPs 37727, 37736 'y 37744 son Ky : 950, 1050 y 1080 nM, NSU: 65000, 265000
y 88000, ny : 1,7, 2,0 y 1,5, respectivamente.

7.6.2. Launion de los HABPs es sensible al tratamiento enzimatico

La naturaleza del receptor en membrana de GRh al cual se unen los HABPs, puede ser estudiada
determinando el efecto que el tratamiento enzimatico de los GR previo al ensayo de unidn tiene
en el resultado [136, 198]. Los GR fueron tratados con neuraminidasa, que remueve
carbohidratos como el &cido N-acetilneuraminico (NeuNAc, del inglés N-acetylneuraminic acid)
de glicoproteinas como glicofororina A, B y C, tripsina que degrada glicoforina A 'y B, y
quimotripsina que degrada la glicoforina B y proteinas como banda 3 [199, 200]. Luego del
ensayo de union, para cada tratamiento, la union especifica de los HABPs (Figura 28) se compar0
con la union obtenida con GR sin tratamiento (100% de unidn) y se analizaron en conjunto los

resultados de los tres tratamientos.

Se observa que, excepto para los HABPs 37763 y 37765, localizados en el extremo N-terminal de
PfRONS, el tratamiento con neuraminidasa no afecta la union de los HABPs (Figura 28). Esto
sugiere que la unién de los HABPs no es dependiente de NeuNAC o de cargas. Por el contrario,
el tratamiento con tripsina afecta la union de todos los HABPs, excepto el HABP 37745,
reduciendo la unién entre el 45% (HABP 37672) y el 80% (HABP 37744), y elimina

completamente la interaccion de los HABPs 37663 y 37742. El tratamiento con quimotripsina no
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afecta la union de los HABPs 37742 y 37745 (localizados hacia el C-terminal de la proteina),
disminuye entre un 35 a 85% la unién de los HABPs 37663, 37665, 37667, 37672 y 37740, y
elimina la interaccion de los HABPs 37736 y 37744 con el GR.

100 -
80 -
60 -
40 -

20 A

Unioén Especifica (%0)

37663 37665 37667 37672 37736 37740 37742 37744 37745

H Control B Neuraminidasa B Quimotripsina ® Tripsina

Figura 28. Unién de los HABPs a GR humanos tratados con enzimas. Se determiné el efecto del
tratamiento enzimatico (neuraminidasa, quimotripsina y tripsina) sobre la unién de los HABPs. Se realiza
un ensayo de union tipico, excepto que los GR han sido tratados previamente con las enzimas. La union a
GR sin tratar se considera como el 100% de unién.

Aunque no se observa un consenso en el efecto del tratamiento enzimatico sobre la unién de los
HABPs (Figura 28) como para poder postular un unico receptor para los HABPs, y por lo tanto
para PfRONS, es posible hacer algunas agrupaciones, por ejemplo: la union de los HABPs
37667, 37672, 37736 y 37740 es resistente a neuraminidasa, pero sensible a tripsina y
quimotripsina. Esto es bien interesante, ya que recientemente se reportd que la proteina receptor
de complemento 1 (CR1) es el receptor para la proteina PfRH4 y que esta interaccion es
resistente a neuraminidasa y sensible a tripsina y quimotripsina [95, 96]; nuestros resultados
sugieren un comportamiento similar en PFRONS. De otra parte, mientras la union de los HABPs
37663 y 37665 es sensible a los tres tratamientos, la union del HABP 37745 no se afecta con
ninguno de ellos. Hasta el momento, no se ha reportado algin receptor sobre membrana que
presente este patron frente al tratamiento enzimatico con las tres enzimas [201]. Por su parte, la
union del HABP 37742 se afecta s6lo con tripsina, un comportamiento similar al que ha sido
descrito para el receptor denominado “X”, que no ha sido caracterizado y para el cual no se
conoce el ligando del parasito con el que estaria interactuando [201, 202]. Lo anterior puede

sugerir entonces que los HABPs, aun siendo derivados de la misma proteina, se unen a diferentes
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receptores y por eso se obtienen patrones de union diferentes, sin embargo, también es posible
que los HABPs tengan un mismo receptor pero un sitio de union diferente. Por ejemplo, la union
de los HABPs 37736 y 37744 se afecta casi de la misma forma con el tratamiento enzimatico
(Figura 28) y la afinidad por su receptor es muy similar (Figura 27), sin embargo, difieren en el
numero de sitios de unién por célula (288000 vs. 88000).

7.6.3. Residuos criticos en la interaccion HABP-GRh

Estudios previos han mostrado que las regiones de union a las células hospederas, es decir los
HABPs, son Utiles en el disefio de subunidades que puedan ser incluidas en una vacuna sintética
contra la malaria, que incluya diferentes proteinas de los tres estadios infectivos del parasito [5,
203]. El primer paso es identificar cuéles son los residuos directamente responsables de la union
de los HABPs a los GRh. Para esto, se realiza un ensayo de unién competitiva entre el péptido
original (HABP) radiomarcado y los analogos de glicina (competidor) a tres diferentes
concentraciones. Se considera que si el peptido competidor no desplaza al menos un 50% la
union del péptido original, el cambio del residuo original por glicina afectd la unién y, por lo

tanto, es un residuo critico para la union del HABP al GR [38].

En la Figura 29, se observa a modo de ejemplo las graficas para la determinacion de los residuos
criticos (N424, L425, 1426) en la union del HABP 37672 a GR y en la tabla anexa, los residuos
criticos para los HABPs 37663, 37665, 37736, 37742 y 37745. Se encontr6 ademas, que los
HABPs 37740 y 37744 no presentan residuos criticos en la unién a GR, lo que sugiere que todos
los residuos participan de igual manera en la union, de tal forma que el reemplazo de solo uno no

afecta la unidn.

Para determinar la importancia de los residuos criticos en la induccion de respuestas inmunes
protectivas, es necesario disefiar y sintetizar péptidos andlogos a los HABPs (HABPs
modificados), en los cuales se reemplaza el o los residuos criticos de acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas [5]. Posteriormente, los resultados de la inmunizacion de los monos Aotus y del
reto experimental, nos diran cual o cuales de las modificaciones fueron las més adecuadas para

inducir respuesta inmune protectiva.
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Figura 29. Residuos criticos para la union de HABPs a GR humanos. A. Para este ensayo, se
sintetizaron péptidos analogos, en los cuales se reempla cada uno de los residuos por glicina. El ensayo de
unioén es similar al inicial, excepto que la inhibicién de la union del HABP radiomarcado, se hace con cada
uno de los analogos de glicina y con el HABP sin radiomarcar como control de la unidn. Si el anélogo de
glicina no es capaz de desplazar al péptido original por lo menos en un 50%, se considera que el residuo
cambiado es critico en la union. B. Se resaltan en negrilla los residuos criticos determinados para cada uno
de los HABPs. Los HABPs 37740 y 37744 no presentaron residuos criticos en la unién a GR.

En un trabajo publicado recientemente, se probo la reactividad de sueros humanos contra 91
proteinas recombinantes que representan la mayoria de las proteinas de membrana y organelos
del merozoito [204]. De las proteinas localizadas en el cuello de las roptrias se incluyeron RON2
(C y N terminal), RON3 (N y C terminal), RON4 y RONS, y se encontré que habia altos niveles
de anticuerpos contra RON2, que muestran fuerte asociacion con inmunidad protectiva [204]. En
un ensayo preliminar, el HABP modificado 38556 (KIRNYRDKESSFTILSTFMF), analogo del
HABP 3774, indujo respuesta inmune de anticuerpos (aunque no protectiva) en monos Aotus
(datos no mostrados). Teniendo en cuenta que los anticuerpos inducidos reconocen a la proteina
PfRONS en esquizontes de la cepa FCB-2 (Figura 19), este resultado, junto con el hecho de que
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la proteina rPFRONSF1 es reconocida por sueros de pacientes con episodios de malaria (Figura
24), sugieren que valdria la pena hacer un ensayo similar al reportado arriba por Richards, para
evaluar la antigenicidad de PfRON5 y sus HABPs. Ademaés, podrian realizarse estudios
adicionales de inmunogenicidad en la basqueda de subunidades candidatas a ser incluidas en una

vacuna contra la malaria.

7.6.4. Estructura secundaria de los HABPs de la proteina PFRON5

La estructura de los HABPs derivados de PFRONS fue determinada por dicroismo circular (DC) y
luego de la deconvolucion de los datos [179, 180], se encontré que los HABPsS presentan
diferentes elementos estructurales en su estructura secundaria (hebras beta, hélices alfa y
estructura al azar), aunque la mayoria presentan predominantemente estructura de hélice alfa
(Figura 30). De manera interesante, en trabajos previos se ha reportado que HABPs y HABPs
modificados derivados de proteinas localizadas en las roptrias, presentan preferencialmente
estructura de alfa hélice, lo que se ha relacionado directamente con la capacidad de los HABPs
modificados de unirse con alta afinidad a moléculas especificas del sistema inmune [205].
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Figura 30. Estructura secundaria por DC de los HABPs. La mayoria de los HABPs presentan
estructura de alfa hélice (derecha), con espectro caracteristico con maximo alrededor de 190nm y dos
minimos alrededor de 208 y 222nm. Algunos HABPs presentan estructura desordenada o de hojas beta
(izquierda).

Aunque algunos autores plantean que la estructura de péptidos cortos no representa la estructura

correspondiente de la proteina nativa [206], nuestros resultados previos de la estructura
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tridimensional determinada por resonancia magnética nuclear (NMR, del inglés nuclear magnetic
resonance) de algunos HABPs derivados de las proteinas EBA-175, TRAP, AMA-1 y MSP-1,
muestran que la estructura es practicamente la misma que la determinada por cristalografia de
rayos X con proteinas recombinantes completas [207]. De tal forma, que la obtencion de la
estructura por DC de los HABPs, nos aproxima acertadamente a la estructura que la region donde

estan incluidos los HABPs tendra en la proteina nativa.

7.6.5. HABPs de PFRONS5 inhiben in vitro la invasiéon de merozoitos a GRh

Para establecer si la proteina PfRONS tiene un papel fundamental en la invasion a GR, se
determino el efecto de los HABPs sobre la reinvasion de los merozoitos a GR humanos, en un
cultivo in vitro [67, 181]. En la Tabla 3, se observa que los HABPs inhiben la invasion entre un 6
a un 37%, y que este efecto inhibitorio es dependiente de la concentracion, lo que indica que los
HABPs se unen a los GR, impiden la unién del merozoito al GR y reducen la capacidad infectiva
de los merozoitos. Es interesante observar que la proteina refRON5FL1, que incluye los HABPs
67663 y 67665, inhibe fuertemente la invasion de los merozoitos a los GR y que la actividad

inhibitoria de los HABPs aumenta cuando se usan en mezclas (Tabla 4).

Para determinar la especificidad del efecto inhibitorio de los HABPs sobre el proceso de
invasion, se probo el efecto de los péptidos de secuencia desordenada (analogos de los HABPS),
en la invasion de merozoitos a GR. Se encontré que los péptidos de secuencia desordenada tienen
un efecto minimo sobre la invasién. Este resultado sugiere, una vez mas, que la actividad de
unién de los HABPs y su capacidad inhibitoria de la invasion es dependiente de la secuencia de
aminoacidos y no de su composicion, de tal forma que para este caso se puede plantear una

relacién secuencia-actividad de unién.

Estos resultados de union y de la especificidad de la misma, junto con los descritos en los apartes
anteriores, que muestran que la proteina PfRONS es conservada y se expresa en el cuello de la
roptrias de estadios del parésito relacionados con la invasion, que regiones de union
(recombinante 0 HABPs) inhiben la invasion in vitro del merozoito a GRh y que resultados
preliminares muestran que un HABP modificado induce respuesta inmune en monos Aotus,
sugieren que la proteina PfRONS desempefia un papel fundamental en la invasion. Igualmente,
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los 16 HABPs de la proteina PFRON5 con secuencia conservada son excelentes candidatos para
ser incluidos en estudios inmunolégicos para evaluar su potencial como subunidad en una vacuna

contra la malaria.

Tabla 4. Inhibicion de la invasion de merozoitos a GR por HABPs de Pf RON5

Inhibidor Inhibicién de la invasion (%)°
S50uM 100 uM 200 pM
37663 14 17 20
37665 18 23 32
37667 14 19 26
37672 13 18 31
37673 17 22 30
37677 18 23 27
HABPs 37730 12 28 54
37734 12 12 22
37736 17 19 26
37737 17 26 38
37740 17 25 33
37742 14 23 48
37745 6 16 27
37663/37665 48
37665/37667 51
37672/37673 58
Mezcla 37677137727 49
de HABPs 37734/37735 48
37736/37737 50
37740/37742 50
37744/37745 54
38660 (37762) 1 9 12
Péptidos 38663 (37736) 0 8 16
desordenados 38661 (37740) 3 7 13
38662 (37744) 9 13 14
rPf RON5SF1 22 43 92
LABP 37751 4 6 7
Cloroquina (0,93 mg/mL) 92

# Las desviaciones estandar fueron menores del 10%
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. Conclusiones

e EI gen MALB8P1.73 se transcribe en el estadio eritrocitico de la cepa FCB-2 de P.
falciparum.

e La secuencia de aminoacidos de la proteina PfRON5 de las cepas FCB-2 y PAS-2
presenta baja variabilidad respecto a la cepa de referencia 3D7.

e La proteina PfRONS se localiza en el cuello de las roptrias de merozoitos de la cepa FCB-
2 de Plasmodium falciparum.

e La proteina PfRONS tiene péptido sefial y dos DTMs predichos, que sugiere que las
regiones amino- y carboxi-terminal se encuentran expuestas para la interaccion con la
membrana de los GR.

e Las proteinas recombinantes rPfRON5SF1 y rPfRON5F4, que contienen las regiones
amino- y carboxi-terminal, respectivamente, se unen a receptores sobre la membrana de
los GRhs.

e La proteina recombinante rPfRON5F1 inhibe la invasion in vitro de merozoitos a GRh y
es reconocida por sueros de pacientes con infeccion natural por P. falciparum.

e Se identificaron dieciseis péptidos en la proteina PfRONS que presentan union especifica
a proteinas de la membrana de GRh sensible al tratamiento con tripsina y quimotripsina.

e Los HABPs de la proteina PfRON5 inhiben en forma aditiva y dependiente de la

concentracion la invasién in vitro de merozoitos a GRh.
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9. Perspectivas

Para determinar como y con cudl proteina estd interactuando PfRON5 en el complejo
RON2/RON4/RONS, se deben hacer ensayos de interaccion proteina-proteina o peptido-
proteina. Es necesario obtener fragmentos recombinantes de diferentes longitudes de las
proteinas PFRON2 y PfRON4 para determinar cudles interactdan entre si, y luego con

péptidos sintéticos cortos, determinar las regiones involucradas en esta interaccion.

Para determinar con certeza la identidad del receptor en membrana de GR para PfRONS,
se pueden realizar ensayos de entrecruzamiento luego del ensayo de union o de
inmunoprecipitacion, utilizando los anticuerpos policlonales anti-péptidos de PfRONS, y

finalmente las proteinas aisladas se pueden identificar por espectrometria de masas-masas.

Para determinar la inclusion de los HABPs de la proteina PFRONS en una vacuna sintética
multiantigeno, muiltiestadio de subunidades, es necesario evaluar en monos Aotus la
inmunogenicidad y la capacidad protectiva de los HABPs modificados ante el reto

experimental con el parasito Plasmodium falciparum.
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11.Aspectos éticos

Para la elaboracion de este trabajo, se utilizaron dos conejos Nueva Zelanda con el fin de
obtener anticuerpos policlonales contra péptidos derivados de la proteina PFRONS. EI manejo de
estos animales, se realizd teniendo en cuenta el titulo V: La investigacion biomédica con
animales, de La Resolucion Numero 8430 de 1993, proclamada por el Ministerio de salud de
Colombia. La Declaraciéon Universal de los derechos del animal, proclamada el 15 de octubre de
1978 y aprobada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura (UNESCO), y posteriormente, por la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) y el
Estatuto Nacional de Proteccion animal (Ley 84 de 1989), proclamada por el Congreso de la

Republica de Colombia.

Los sueros de individuos sanos y de pacientes con episodios de malaria por Plasmodium
falciparum, se tomaron de voluntarios mayores de edad que fueron informados del proyecto que
se realiza en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia-FIDIC y de los alcances del
mismo. La toma de muestra no represento ningdn tipo de riesgo para los voluntarios y fue
realizada por un profesional en Bacteriologia, bajo la supervision de un profesional en
Medicina. Previo a la toma de la muestra, los voluntarios firmaron un Consentimiento
Informado, en presencia de un familiar mayor de edad. No se llevaron a cabo intervenciones
experimentales, ni modificaciones intencionadas en los sujetos de investigacién, por lo que este
proyecto fue considerado como una investigacion de bajo riesgo, segun los criterios expuestos
en la resolucion 008430 de Octubre 4 de 1993, articulo 11, del Ministerio de Salud.
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12. Anexos

Anexo 1. Alineamiento de la proteina PfRONS de las cepas PAS-2, FCB-2 y 3D7
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Anexo 2. Alineamiento de secuencias homologas de PfRONS de diferentes generos y especies

del filo Apicomplexa.
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