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RESUMEN

La identificacion y caracterizacion de proteinas que utilizan los merozoitos de Plasmodium
para invadir a su célula hospedera, representan una estrategia importante para desarrollar un
método de control contra estos parasitos. A pesar de ello, la investigacion bésica en P. vivax esta
retrasada por su dificil propagacion in vitro, debido a la preferencia que tiene el parasito por invadir
reticulocitos, los cuales se encuentran en escaso porcentaje en sangre periférica de humanos
adultos (1-2%) y son dificiles de obtener con alta pureza, en suficiente cantidad y totalmente
viables. Como consecuencia de lo anterior, el conocimiento del nimero de moléculas que expresa

P. vivax y cudles de ellas son candidatas para componer una vacuna, es escaso.

En este estudio, se evalu6 el proteoma de una cepa de P. vivax adaptada a primates y se
caracterizaron moléculas antigénicas y con capacidad de adhesion a reticulocitos humanos. En el
analisis del proteoma de la cepa VCG-1 de P. vivax, se detectaron 734 proteinas, algunas esenciales
en los pasos clave para establecer la invasion del merozoito a su célula diana. Ademas, se
identificaron 811 componentes de eritrocitos (hospederos vitales de Plasmodium) del primate A.
nancymaae, de los cuales 51 son proteinas integrales de membrana, 7 descritas como receptores
de Plasmodium. Por otro lado, se identifico la presencia, transcripcion y expresion de los genes
codificantes de tres moléculas de P. vivax: PvARP, PvYRBSA y PvGAMA, asi como su
antigenicidad. De particular interés, se encontré6 que PYRBSA y PvGAMA se unen en mayor
proporcion a reticulocitos que expresan el receptor CD71 de forma abundante (CD71"), lo que
sugiere que estas moléculas pueden estar participando en la seleccion preferencial que tienen los

merozoitos de P. vivax por los reticulocitos humanos.

Este es el primer estudio en Colombia donde se determina la composicion proteica de una
cepa de P. vivax adaptada a primates, asi como la de eritrocitos de A. nancymaae. Como resultado
mas importante, se caracterizaron moléculas de P. vivax que son candidatos idoneos a ser

evaluados como componentes de una vacuna contra la malaria causada por esta especie parasitaria.
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ABSTRACT

Identifying and characterising proteins which use Plasmodium merozoites to invade host
cells represents an important strategy for developing a method for controlling these parasites.
However, basic P. vivax research has been delayed due to difficulties in propagating it in vitro as
the parasite prefers to invade reticulocytes; there is a low percentage of these in adult human
peripheral blood (1%-2%) and they are difficult to obtain with high purity, in a sufficient amount
and totally viable. Consequently, knowledge is scarce regarding the amount of molecules being
expressed by P. vivax and which of them represent good candidates for inclusion in an effective

vaccine.

This study has been aimed at evaluating the proteome of a primate-adapted P. vivax strain;
antigenic molecules able to bind to human reticulocytes have been characterised. Analysing the P.
vivax VCG-1 strain proteome led to detecting 734 proteins, some of them essential in key steps for
establishing merozoite invasion of target cells. Furthermore, 811 A. nancymaae primate
erythrocyte components (vital Plasmodium hosts) were identified; 51 of them were integral
membrane proteins, 7 described as Plasmodium receptors. The presence, transcription, expression
and antigenicity of genes encoding three P. vivax molecules (PvARP, PYRBSA and PvGAMA)
were identified. Particularly interesting was the finding that a higher percentage of PvRBSA and
PvGAMA bound to reticulocytes abundantly expressing the CD71 receptor (CD71M), thereby
suggesting that these molecules could be participating in P. vivax merozoite preferential selection

for human reticulocytes.

This the first study in Colombia which has determined the protein composition of a
primate-adapted P. vivax strain as well as A. nancymaae erythrocytes. More importantly, P. vivax
molecules were characterised which appear to be suitable candidates for being evaluated as

components of a vaccine against malaria caused by the parasite species.
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INTRODUCCION

La malaria: epidemiologia y agente etiologico.

La malaria es una enfermedad parasitaria que continuia siendo una de las mas importantes
en el mundo, ya que afecta la salud de miles de individuos que viven en paises localizados en
regiones tropicales y sub-tropicales (1). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 104 paises son endémicos de malaria (Figura 1), de los cuales 97 de ellos presentan
transmision y siete estan en la fase de prevencion de reintroduccion desde el aiio 2013 (1). En el
afio de inicio de esta investigacion, se registraron 207 millones de infecciones por paludismo y
627.000 muertes de nifios y adultos en todo el mundo, principalmente en Africa, areas de Oriente
Medio y Asia (1). En la actualidad, aunque el estimado de muertes por la enfermedad disminuy6
a 429.000, esta cifra sigue siendo alarmante (2). A lo anterior se suma que el parasito esta
desarrollando resistencia frente a medicamentos anti-malaricos (3, 4) y ademads, hay un incremento

de la resistencia a insecticidas por los vectores transmisores (5).

Tropico Subtropico
Figura 1. Paises endémicos de malaria segiin la OMS.

La enfermedad es causada en humanos por cinco especies de protozoos pertenecientes al
género Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae,

Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi. La primera de ellas es la mas importante por su
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letalidad y predominio, principalmente en Africa (1), mientras que P. vivax causa una morbilidad
alta en Asiay América, lo cual se debe en parte, a que la presencia del antigeno Duffy (Fy), esencial
para la invasion de P. vivax, es poco comun en los africanos (6) (Figura 2), mientras que es mas

frecuente en individuos que viven en zonas tropicales de Sudamérica y el Sudeste asiatico.

Frecuencia de Fy(a-b-) _ -

% 0-10% = 60 - 70%

10 - 20% 70 - 80%

B 20-30% [ 30 -90%

B 30-40% N 90 - 95%

B 40-50% I 95 - 98% i
B 50-60% [ 98- 100% <

Figura 2. Distribucion global del fenotipo Duffy negativo. Imagen modificada de Howes et al., 2011 (6).

Segun la literatura, 2,85 billones de personas se encuentran en riesgo de contraer la
infeccion por P. vivax; 91% (2,59 billones) viven en el Centro y Sureste de Asia, 5,5% (160.000
millones) en América y 3,5% (100.000 millones) en el continente africano (7). Price y su grupo
reportaron que P. vivax genera entre 132 a 391 millones de casos nuevos anualmente (8). Aunque
se piensa que P. vivax es una especie causante de enfermedad benigna, durante los Gltimos 15 afios
se han incrementado los reportes de casos de infeccion grave y muerte por el parasito,

principalmente en India, USA, Indonesia y Pakistan (9).

En Colombia, segun el informe del Instituto Nacional de Salud (INS) de Bogotd, se
notificaron 288.200 casos de malaria en total durante los ultimos 5 afos, de los cuales, el 55,1%
corresponden a P. vivax (10). Los departamentos con mayor numero de casos de paludismo
causado por dicha especie fueron Antioquia, Chocd, Cordoba, Bolivar y Narifio. Hasta la fecha se
notificaron 16 casos de malaria grave por P. vivax en los municipios Colombianos de Tumaco,
Cali y Buenaventura (11). A pesar de lo anterior, los reportes epidemiologicos, la carga global y
la gravedad de la enfermedad son subestimados, debido a la falta de notificacion de los casos
clinicos en los sistemas de informacion del pais (12).
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Prevencion y control

El comité asesor de politicas para controlar la malaria de WHO (MPAC: Malaria Policy
Advisory Committee) establecio varias estrategias para la prevencion del paludismo (1). Dentro de
ellas, se encuentra el uso de mosquiteras impregnadas con insecticidas de larga duracion (LLINSs:
Long-Lasting Insecticidal Nets), la fumigacion residual de interiores (IRS: Indoor Residual
Spraying), la creacion de sedes entomoldgicas para estudiar y controlar el vector, el tratamiento
intermitente preventivo (IPT: Intermittent Preventive Treatment), la quimioprevencion de malaria
estacional (SMC: Seasonal Malaria Chemoprevention) y el diagndstico y tratamiento oportuno
(Diagnosis and treatment of malaria) (1). El uso de dichas estrategias redujo la incidencia y
mortalidad de la enfermedad en zonas endémicas en un 21% y 29% respectivamente, en todos los
grupos de edad, y la mortalidad en nifios menores de 5 afios en un 35% (2). Pese a ello, la cantidad
de casos de paludismo contintian siendo alarmantes, mas aun si se tiene en cuenta que la poblacion

neonatal es la principalmente afectada.

Dado que las estrategias de control y prevencion de la malaria no son suficientes, distintos
grupos de investigacion concentran sus esfuerzos en desarrollar una vacuna, la cual es considerada
como una alternativa eficiente. Este enfoque mostrd ser util en el control y erradicacion de
enfermedades infecciosas como ocurri6 en el caso de la vacunacion contra la poliomielitis, la cual
redujo la incidencia global en un 99.9% entre los afios 1998-2002 (13). Por lo tanto, para poder
desarrollar una vacuna contra la malaria, es necesario conocer el ciclo de vida del parésito y

establecer los puntos de intervencion apropiados.
Ciclo de vida de Plasmodium

La infeccidon en humanos por parésitos del genero Plasmodium se inicia tras la inoculacion
de 30 a 200 formas infectivas denominada esporozoitos, a través de la picadura de un mosquito
hembra del género Anopheles (Figura 3) (14). Durante dicho estadio denominado pre-eritrocitico,
los esporozoitos se transportan en el torrente sanguineo e invaden los hepatocitos, en los cuales, el
parasito se replica en miles de merozoitos por célula, dando lugar a la formacion de esquizontes

tisulares. Una particularidad de P. vivax, es que éste puede permanecer en estado latente en las
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células hepaticas (forma conocida como hipnozoito) y puede reactivarse aun después de haber

desaparecido el parasito de la sangre (Figura 3) (15, 16).

Posteriormente, se produce la ruptura de los esquizontes hepaticos y la liberacion de los
merozoitos al torrente sanguineo, los cuales rapidamente invaden los eritrocitos (o reticulocitos en
el caso de P. vivax), dando inicio a la etapa eritrocitica. Una vez infectado el eritrocito, los
parasitos inician una division asexual para generar nuevas formas parasitarias, pasando por la etapa
de anillo, trofozoito y finalmente esquizonte, la cual dura aproximadamente 48-72 horas
dependiendo de la especie parasitaria. En esta Gltima etapa, las células hospederas se rompen y
liberan nuevos merozoitos con capacidad infectiva, los cuales repetiran el proceso de invasion,

multiplicandose de forma exponencial.

Etapa
pre-eritrocitica

% Yo
Vector 47— -
Anopheles sp. ‘t 2 ‘?

Glindula -

/ salival

- P

Ft'rli]%zucifm 7,

'\Qir-,_x
&/ b T
' —®

° @ @

Gametos,maduros

Gametocitos
inmaduros

Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium. Imagen modificada de Mueller e/ al., 2016 (14).

Por otro lado, algunos merozoitos se diferencian sexualmente en gametos maduros
masculinos o femeninos (etapa sexual). En P. vivax, estos se generan antes que los individuos
infectados sean sintomaticos, lo que favorece la transmision temprana del parasito (14). Los
merozoitos diferenciados sexualmente son ingeridos por el vector cuando se alimenta, y dentro de

éste, se da el ciclo sexual que involucra la fertilizacion de los gametos y el paso del cigoto a través
16



del intestino medio. Posteriormente, el cigoto se transforma en un oocito adherente, dentro del cual
se forman esporozoitos que son liberados y migran a las glandulas salivales del mosquito, los

cuales seran posteriormente inoculados durante una nueva picadura (Figura 3).
Invasion de los merozoitos de Plasmodium a los eritrocitos

Durante esta etapa ocurre la multiplicaciéon de los merozoitos, y su liberacion esta
directamente relacionada con la sintomatologia clinica y la gravedad de la enfermedad. Este
proceso ha sido ampliamente estudiado en P. falciparum, dado que se tiene establecido un cultivo
continuo in vitro para este parasito. Segin diversos estudios, la invasion del merozoito a la célula
ocurre rapidamente (en menos de 40 segundos) y se divide en varias fases: contacto inicial y
reorientacion hacia el polo apical, formacién de una union fuerte e irreversible y, por ultimo, la
invasion a los eritrocitos (Figura 4) (17). Durante dichas fases, participan numerosas proteinas del
merozoito presentes en su superficie o secretadas por los 6rganos incluidos en el complejo apical
(roptrias y micronemas), las cuales se unen a los componentes integrales de la membrana de los

eritrocitos, para facilitar la invasion (18, 19).

Contacto inicial y Union fuerte

reorientacion apical e irreversible
Invasion

Figura 4. Fases de invasion de merozoitos de Plasmodium a eritrocitos humanos. Imagen modificada de Koch et al.,
2016 (18).

Contacto inicial y reorientacion apical.

La unidn inicial del merozoito a la superficie del eritrocito es un proceso reversible y de
baja afinidad, mediado por moléculas pertenecientes a la familia de proteinas de la superficie del
merozoito (MSPs: Merozoite Surface Proteins). La proteina mas abundante y mejor estudiada es

MSP-1, la cual sirve de plataforma para el ensamblaje de un complejo molecular compuesto por
17



otras proteinas de superficie como MSP-6, MSP-7, MSP-9 y MSPDBL (Duffy binding-like) (20,
21). Estas moléculas se exponen a anticuerpos cuando el merozoito se libera al torrente sanguineo
y, al ser polimorficas, ayudan al parasito a evadir la respuesta inmune del hospedero. El bloqueo
de la union del merozoito a su célula diana, utilizando anticuerpos dirigidos contra MSP-1, valida

la funcidon que desempena la molécula durante la invasion (19).
Formacion de union fuerte e irreversible.

Las proteinas que participan en esta fase son adhesinas provenientes de las roptrias y
micronemas, las cuales tienen una mayor afinidad por los receptores celulares. Algunas moléculas
vinculadas en este proceso pertenecen a la familia de las EBAs (Erythrocyte Binding Antigens),
localizadas en micronemas, y las Rhs (Reticulocyte Binding Protein Homologues), localizadas en
roptrias, que son liberadas cuando se inicia el contacto merozoito-célula diana. Estas moléculas
permiten a P. falciparum invadir las células a través de rutas alternas, lo que le confiere al parasito

un mecanismo para contrarrestar la respuesta inmune humoral del hospedero (22).

Por otro lado, se conoce un complejo multimérico esencial en la invasion, dado que
establece la interaccion fuerte e irreversible entre el merozoito y su célula diana, conformado por
el antigeno apical de membrana 1 (AMAL1: Apical Membrane Antigen 1) y algunas proteinas del
cuello de las roptrias (RON: Rhoptry Neck Proteins) (RON2, RON4 y RONS). La deplecion
genética de AMA-1 es letal para P. falciparum, siendo esta molécula critica en la invasion
parasitaria (23). RhS5 es otra molécula importante, debido a que la eliminacion del gen es letal para
el parasito (24) y ademas, se ha demostrado que anticuerpos dirigidos contra la proteina, logran

bloquear la invasion de multiples cepas de P. falciparum a eritrocitos humanos (25).
Invasion a los eritrocitos.

Una vez establecida la union fuerte, el contenido proteico del complejo apical es liberado
por un mecanismo aun desconocido, y se inicia la formacion de la vacuola parasitéfora, a medida

que el parasito se internaliza dentro de la célula diana (17).

Seglin lo descrito hasta ahora, las proteinas mas importantes para el contacto inicial e

invasion del parasito a los eritrocitos se localizan en la superficie o en los organelos apicales. En
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este sentido, es importante conocer las proteinas que expresa P. vivax al final del ciclo
intraeritrocitico y, principalmente, aquellas que se unen a la célula hospedera, con el fin de

establecer estrategias para controlar su adhesion e invasion.
Ciencias omicas en P. vivax

En los ultimos afios, ha surgido gran interés por obtener datos genéticos y moleculares de
los microorganismos, mediante el uso de las ciencias dmicas. Estas herramientas son de utilidad
para conocer la biologia y entender la compleja maquinaria que utilizan algunos microorganismos
para invadir sus cé€lulas diana. Parte de la investigacion a nivel mundial para el desarrollo de
vacunas contra la malaria, se enfoca principalmente en P. falciparum, la cual es soportada de forma
importante por el desarrollo del cultivo in vitro del parasito, sumado a los estudios de identificacion
a gran escala de genes (26), transcritos (27) y proteinas (28, 29). Con base en la caracterizacion de
moléculas que permitieron los estudios anteriores, se pudo avanzar en la determinacion del papel
que juegan algunas de ellas en el proceso de invasion de P. falciparum a los eritrocitos y, como

consecuencia, se han evaluado como candidatas a vacuna en estudios clinicos (30).

En el caso de P. vivax, la investigacion orientada a conocer su biologia esta notablemente
retrasada, debido en gran parte a la dificil propagacion del parasito in vitro, por la preferencia que
tiene de invadir reticulocitos, los cuales son escasos en sangre periférica de humanos adultos (1-
2%) y dificiles de obtener de forma viable y en suficiente cantidad (31). Como consecuencia de lo
anterior, los estudios enfocados a determinar el genoma, transcriptoma y proteoma en P. vivax no

tienen la misma cronologia con respecto a la investigacion en P. falciparum (Tabla 1).

Tabla 1. Cronologia de la investigacion en ciencias 6micas de P. vivax vs P. falciparum.

Tipo de estudio/Especie  P. falciparum - Ao (Ref) P. vivax - Aiio (Ref)
Genoma 2002 (26) 2008 (32)

Transcriptoma 2003 (27) 2005 (33), 2008 (34)
Proteoma 2002 (28,29) 2009 (35), 2011 (36, 37)

La secuenciacion completa del genoma de P. vivax realizada por el J. Craig Venter Institute
(JCVI) permitio hacer estudios comparativos in silico entre las diferentes especies de Plasmodium

(32). Este estudio fue el punto de partida para conocer la mayoria de genes homoélogos entre las
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especies de Plasmodium, nuevas familias de genes en P. vivax, y algunos de los ligandos de union
mas relevantes, pertenecientes a la familia de genes codificantes de las RBPs (Reticulocyte binding
proteins). Estos hallazgos soportan la idea de que P. vivax puede usar rutas de invasion adicionales,

al igual que lo hacen los parasitos P. falciparum y Plasmodium yoelii (32).

En transcriptomica hay dos estudios. Cui y su grupo construyeron una libreria de ADNc
proveniente de pardsitos de P. vivax mezclados en los distintos estadios sanguineos (anillos,
trofozoitos y esquizontes), para conocer los genes codificantes de la especie y acelerar su anotacion
(33). Al comparar las secuencias expresadas (EST: Expressed Sequence Tags) con la base de datos
publica del Instituto para Investigacion en Genémica (TIGR: The Institute for Genomic Research),
encontraron que la mayoria de sus secuencias eran similares a las de P. falciparum. Mas adelante,
Bozdech y su grupo cultivaron el parésito en forma sincrénica para estudiar la expresion estadio-
especifica de los genes (34). El estudio permitié conocer los genes que se expresan de manera
abundante en las distintas etapas de desarrollo intraeritrocitico. De interés, se encontré una
expresion diferencial de las RBPs seglin el aislado analizado y, ademas, se identificaron algunas
proteinas homologas a las de otras especies de Plasmodium para las cuales habia evidencia

experimental de su funcion de adhesion celular.

En el estudio de proteoma de esquizontes de P. vivax, se utilizo la técnica de separacion de
proteinas en 2D y su posterior analisis por espectrometria de masas (MS: Mass Spectrometry). En
un primer estudio, Acharya y su grupo, identificaron 154 proteinas en parasitos de P. vivax
provenientes de aislados clinicos; algunas fueron proteinas hipotéticas, otras enzimas metabolicas,
chaperonas y moléculas involucradas en virulencia (37). En el mismo afio, Roobsoong y
colaboradores, identificaron 316 proteinas en muestras de pardsito extraidas de pacientes
sintomaticos; las funciones encontradas mas comunes fueron: union, sintesis, metabolismo y
transporte celular (36). Cabe destacar que, al momento de iniciar esta investigacion, no habia

ningun reporte del proteoma de parasitos de P. vivax adaptados a primates no humanos.

La inmunoproteémica se uso en los ultimos afios para determinar la capacidad de varias
proteinas para desencadenar una respuesta antigénica durante la infeccién natural. Usando la
tecnologia de microarreglos de proteinas obtenidas mediante el sistema WGCF (Wheat Germ Cell-

Free System), Chen y su grupo reportaron la inmunoreactividad frente a 18 proteinas (de las cuales
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11 no tenian evidencia funcional) de un total de 86 (38), mientras que el grupo de Lu mostro la
reactividad frente a 44 moléculas de 152 (39). Las moléculas inmunoreactivas se consideran
relevantes para evaluarlas como componentes de una vacuna, dado a que éstas logran desencadenar
una respuesta inmune natural, que a menudo se encuentra relacionada con la disminucion de la
parasitemia (22). Por todo lo expuesto, los anteriores estudios son de gran utilidad, debido a que
ofrecen informacion acerca de las proteinas que generan una respuesta inmune en P. vivax,

pudiendo asi ser consideradas como candidatas a vacuna.
Proteinas caracterizadas en P. vivax

Hasta el afio 2012, se habia reportado la caracterizacion de 26 moléculas de la fase
intraeritrocitica (Figura 5) (40). En general, las primeras moléculas de P. vivax caracterizadas se
seleccionaron segiin su homologia a las de otras especies de Plasmodium, cuyo papel en invasion
celular se habia determinado experimentalmente. Sin embargo, recientemente se tienen en cuenta
otros criterios como la elevada expresion al final del ciclo de vida intraeritrocitico (mayor a 35
horas), la prediccion de un péptido sefial o localizacion extracelular, la presencia de dominios de
interaccion entre proteinas y/o secuencias transmembranales o de anclaje a GPI (41). En cuanto a
la validacion por biologia molecular, se utiliza el parasito obtenido de sangre de pacientes

infectados naturalmente o de primates infectados experimentalmente.

Merozoito de Plasmodium vivax

Micronemas Roptrias
DBP* RAPI, -2*
AMAT* Pv38, -34
MSP3 RONI, -2, -4,-§
TRAMP RhopH1, -2, -3
RBP1a, -1b RALPI1
Sin localizacion
Superficie
RBP1%, -2, Pv24
MSP1* -1p PvTRag26.3, -32.4, -33.5, -33.6,
MSP3.2-33-35, -34,-34.9, -35.2, -35.2a, -35.7, -36, -36.6.
-3.6,-3.7,-3.8,-3.9,-3.10 -36.7, -37.4, -38,-38.5, -38.7, -38.8, -39.8,

MSP4, -7, -8, -9%, -10% -39.8a, -39.9, -40, -40.8, -42.9, -42.9a, -43.1, -53.7,

PYTRAg40, PYATRAgT6 -36.2,-69.4, -35, -73 4, 74, -80.6, -99.6, 157, -309
Pyd1,-12, -92 RAMA, MSP3.1, -3.4, -3.11, ETRAMP 112,
MSA180 EXP1, EBP2, REP2a, RBP2b, RBP2-P2

Figura 5. Proteinas del estadio intraeritrocitico de P. vivax caracterizadas a la fecha. Los asteriscos indican las
moléculas evaluadas previamente a nivel pre-clinico. Los nombres en negrita corresponden a las moléculas con
capacidad de union a reticulocitos.
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En la actualidad, se han reportado 87 proteinas de P. vivax, excluyendo las caracterizadas
en este trabajo: algunas son miembros de las familias multigénicas como las MSPs (42-49), TRAgs
(Tryptophan Rich Antigens) (50-54), EXPs (Exported Proteins), ETRAMPs (Early Transcribed
Membrane Proteins), asi como también las RBPs (Reticulocyte Binding Proteins) (55-57) y DBPs
(Duffy Binding Proteins) (58, 59), relacionadas a las Rh y EBAs de P. falciparum,
respectivamente, y por ultimo las RONs (60-63) (Figura 5).

Proteinas de P. vivax con actividad de union a reticulocitos.

A pesar del avance logrado en la caracterizacion de moléculas de P. vivax, la funcion de
unidn a eritrocitos se ha descrito para pocas de ellas. A continuacion, se describen las distintas
técnicas que se utilizan para estudiar la interaccion entre las proteinas de P. vivax (Figura 5) y los
reticulocitos humanos. La primera aproximacion para determinar la union de moléculas de P. vivax
a las células fue mediante el ensayo de rosetas. DBP fue la primer molécula de P. vivax estudiada,
de la cual se conocia su interaccién con eritrocitos que expresan el antigeno Duffy sobre su
superficie, también conocido como DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) (64, 65).
DBP se expreso en varios fragmentos sobre la superficie de células COS-7, las cuales se incubaron
con una muestra de sangre de humanos adultos. Como resultado, se encontrd que los eritrocitos
Duffy positivo eran capaces de unirse solo a las células COS-7 que expresaban la region II de la

proteina DBP (DBP-RII) , considerandose como el dominio de unién de la molécula (66).

Afos mas tarde, se estudiaron las interacciones proteina-célula diana mediante un ensayo
de union a eritrocitos in vitro (EBA: Erythrocyte-Binding Assay). En resumen, proteinas marcadas
con metionina S, provenientes del sobrenadante de un cultivo de merozoitos de P. vivax, se
incubaron con dos tipos de muestras: una enriquecida y otra depletada de reticulocitos. El analisis
mediante SDS-PAGE y fluorografia de las proteinas eluidas con un buffer salino, permitio
identificar dos bandas de alto peso molecular (250 y 280 kDa), cuya intensidad se correlacionaba
con el porcentaje de reticulocitos de cada muestra independiente del fenotipo Duffy, y fueron
denominadas RBP-1 y RBP-2. Con este hallazgo, los autores propusieron que los merozoitos de
P. vivax contienen otras adhesinas diferentes a DBP, que interactian con los reticulocitos humanos

(55).
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Posteriormente, se us6 una estrategia altamente sensible para identificar los fragmentos de
las moléculas de P. vivax que se unen especificamente a sus células hospederas. Esta metodologia
implico la sintesis de proteinas parasitarias en péptidos de 20 aminoacidos de largo, y su posterior
incubacion con eritrocitos de un individuo sano o un individuo que sufria de una B-talasemia, y
cuyo porcentaje de reticulocitos en sangre periférica excedia el 85%. Los ensayos de competicion
en los que se usaron péptidos radiomarcados con '?’I, permitieron encontrar péptidos de alta
capacidad de unién (HABPs: High Activity Binding Peptides) especifica para reticulocitos. Asi
mismo, se identificaron los residuos criticos en la unioén de los HABPs, mediante un cribado con
analogos de glicina. De esta manera, se demostr6 que DBP, MSP-1 y RBP-1 contienen varios
péptidos que se unen fuertemente a reticulocitos y que tienen residuos criticos en la union (67-69),
lo que soporta que el parasito utiliza regiones especificas de sus moléculas, para poder interactuar
con los receptores de sus células diana. Pese a lo anterior, no se pudo continuar con este enfoque,

debido a la dificultad de obtener muestras enriquecidas en reticulocitos.

En la actualidad, se evalua la interaccion proteina-célula diana con técnicas como
inmunoprecipitacioén, inmunoflorescencia indirecta (IFI) o citometria de flujo. En el primer caso,
un fragmento de 33 kDa de la proteina PvRONS expresado en Escherichia coli y purificado
(rPvRONS5-33kDa), se incubd con una muestra de reticulocitos enriquecidos mediante un gradiente
de Percoll. Posteriormente, rPvRONS-33kpa se eluyd con cloruro de sodio, se inmunoprecipitd
utilizando anticuerpo anti-histidinas y perlas de sefarosa conjugadas con proteina G, evaluandose
por Western blot. Por otro lado, rPYRONS-33kpa se incubd con una muestra de sangre de cordon
umbilical que contiene 5-6% de reticulocitos, y la interaccion proteina-célula diana se determin6
por IFI usando los anticuerpos anti-histidinas (marcador de la proteina) y anti-CD71 (marcador de
reticulocitos). Los resultados de Western blot y microscopia, revelaron que rPvRONS5-33kpa s€ une
a eritrocitos maduros e inmaduros. Sin embargo, el analisis de la intensidad media de fluorescencia
asociada a las células, mostré mayor unién de rPvRONS5-33kpa a reticulocitos, lo que soporta que
la molécula esta involucrada en la adhesion del merozoito de P. vivax a células rojas inmaduras

(60).

En el caso de la citometria de flujo, se utilizd sangre de corddén umbilical total o

reticulocitos enriquecidos por sorting inmunomagnético con perlas CD71 o solucion de Nycodenz.
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La interaccion proteina-célula diana se determino usando Reticount (marcador de ARN/ADN) y
el anticuerpo anti-histidinas acoplado a Alexa fluor 647. Como resultado, se ha descrito la uniéon a
reticulocitos para algunas moléculas como: TRAgs (PvTRAg (TRAg40), PvTRAg26.3,
PvTRAg33.5, PvTRAg34, PvTRAg35.2, PvTRAg36, PvTRAg36.6, PvTRAg38, PvTRAg69.4 y
PvTRAg74 (50, 51)), EBP2 (Erythrocyte Binding Protein 2) (59), RBP-1a, RBP-1b (56) y RBP-
2b (57).

Vacunas contra P. vivax

Cien afios después del inicio de la vacunologia por Edward Jenner, la “prueba de concepto”
se establecid con la investigacion de Louis Pasteur, quien demostré que la inoculacién de un
microorganismo atenuado o inactivado en humanos, conlleva al desarrollo de una respuesta
inmune (similar a la natural) que protege contra la infeccion (70). Actualmente, las vacunas se
agrupan en tres categorias de acuerdo a la metodologia empleada: de primera, segunda y tercera
generacion, siendo las de primera generacion aquellas que emplean el microorganismo completo
(70). Siguiendo la misma metodologia para P. vivax, Clyde y su grupo inmunizaron un individuo
con esporozoitos de la especie mediante la picadura de 1.000 mosquitos irradiados, los cuales
desencadenaron una respuesta protectiva de corta duracion contra la enfermedad, mostrando asi su
seguridad e inmunogenicidad (71). A pesar de lo anterior, varias dificultades técnicas se presentan
al trabajar con este tipo de vacunas de primera generacion para P. vivax: no se cuenta con una
fuente rica en gametocitos que pueda usarse como precursor de esporozoitos viables, es dificil
estimar la cantidad de esporozoitos requerida para desarrollar una respuesta inmune protectiva, la
produccion en masa y preservacion de la vacuna contintia siendo un reto, y por ultimo, el
procedimiento no es practico, dado que involucra la picadura por mas de 1.000 mosquitos en el

individuo.

Las vacunas de segunda generacion estan compuestas por moléculas purificadas que
desencadenen una fuerte respuesta inmunoldgica protectiva (70). Esta metodologia no ha tenido
éxito en Plasmodium, dada la alta variabilidad antigénica de los parésitos (40, 72). Del total de
proteinas descritas en la fase intraeritrocitica de P. vivax, tan solo 7 de ellas (DBP, AMA-1, MSP-
1, MSP-9, MSP-10, RBP-1 y RAP2 (Rhoptry-Associated Protein)) han sido evaluadas en primates
o roedores (Figura 5) (73-81), y ninguna ha sido ensayada todavia a nivel clinico.
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Se demostrd que anticuerpos dirigidos contra DBP-RII, generados en el modelo murino o
primate, son capaces de inhibir la unién del dominio de la proteina al receptor in vitro (74, 77).
Ademas, dos epitopos de DBP inducen una respuesta de tipo Th1/Th2 (con secrecion de IFN-y e
IL-6) en individuos que tienen malaria (82, 83). En cuanto a MSP-1, dos fragmentos emulsificados
en adyuvante de Freund desencadenaron una respuesta inmune protectiva que oscilo entre el 50%
y 80% en los animales inmunizados, la cual se relaciona con altos titulos de anticuerpos y elevados
niveles de producciéon de IFN-y (73, 81). AMA-1 gener6 una fuerte respuesta inmune humoral en
ratones BALB/c al ser formulada en adyuvante de Freund, hidréxido de aluminio, Quil A,

Saponina QS-21, CpG ODN 1826 o TiterMax (75).

La inmunizacion de monos Aotus con la region recombinante III de RBP-1, formulada con
adyuvante de Freund, desencadené la produccion de anticuerpos y estimulacion de linfocitos T;
pese a ello, la respuesta inmune no fue protectiva frente al reto experimental con la cepa VCG-1
de P. vivax (79). Por otro lado, la vacunacién de monos con la proteina MSP-10 fue inmunogénica
al formularse en adyuvante de Freund, Montanide ISA 720 o hidroxido de aluminio. Sin embargo,

tampoco protegid frente al reto experimental (76).

Un ensayo realizado con RAP2 recombinante, mostré proteccion parcial de los monos,
representada en la baja parasitemia encontrada en el grupo de primates inmunizados con respecto
al grupo control (80). Por otro lado, dos recombinantes de MSP-9, una que incluye la region N
terminal (PvMSP-9-Nt) y otra que contiene un bloque repetitivo (MSP-9-Repll), se inocularon en
roedores (78). Aunque ambas formulaciones fueron inmunogénicas, tan solo aquella que contenia
la region N-terminal estimul6 la produccion de INFy e IL-5 en células mononucleares de sangre

periférica (PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells) de los animales inmunizados.

La tercera generacion de vacunas se basa en tecnologias como vacunologia reversa,
biologia estructural y vacunas sintéticas (70). Estas ultimas, se componen de proteinas o
fragmentos de ellas que utiliza el parésito para unirse a su célula diana y se caracterizan por ser
multivalentes, dado que incluyen mas de un antigeno. Esta metodologia ha sido el enfoque
principal de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) desde hace mas de 30
afios. La investigacion permitié establecer los principios para el disefio légico y racional de

vacunas sintéticas multi-antigénicas y multi-estadio basadas en subunidades contra P. falciparum
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(72, 84). A diferencia del enfoque clasico, la metodologia seguida por la FIDIC involucra la
identificacion de HABPs, los cuales son conservados entre las distintas cepas de parasito.
Posteriormente, los residuos criticos de union a los eritrocitos son modificados para permitir un
mejor anclaje en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC: Major
Histocompatibility Complex) y asi volverlos altamente inmunogénicos e inducir una respuesta
protectiva en el modelo experimental (72). Mientras que en P. falciparum se han analizado mas de
58 moléculas siguiendo la metodologia previamente descrita, en P. vivax sélo se han estudiado las
proteinas DBP (69), MSP-1 (67) y RBP-1 (68), debido a la dificultad de obtener reticulocitos puros

y en suficiente cantidad para realizar los ensayos de union.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

De acuerdo a lo descrito anteriormente, la investigacion realizada en P. vivax, en relacion
a la composicion proteica del pardsito, es minima en comparacion con lo reportado para P.
falciparum. Por otro lado, la mayoria de moléculas de P. vivax identificadas por bioinformatica y
caracterizadas por biologia molecular, carecen de validacion experimental en cuanto a funcién de

unidn a las células diana. Por lo tanto, nos planteamos las siguientes preguntas:

1. (Essimilar el nimero de proteinas expresadas por P. vivax durante el ciclo intraeritrocitico,

al referido para P. falciparum?

2. ¢Se ha comprobado experimentalmente que las moléculas seleccionadas por prediccion
bioinformatica, tienen caracteristicas adecuadas para considerarlas como buenas

candidatas a vacuna?

Para dar respuesta a las preguntas de investigacion, nos planteamos un objetivo general que se

desarroll6 en tres objetivos especificos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la composicion proteica de la cepa VCG-1 de Plasmodium vivax y caracterizar algunas

moléculas con posible funcion en invasion a reticulocitos.

Objetivos especificos

Determinar el proteoma de la cepa VCG-1 de P. vivax.

Seleccionar y caracterizar moléculas con potencial papel en invasion celular.

Evaluar la antigenicidad de las proteinas caracterizadas durante la infeccion natural por P. vivax.
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INTRODUCCION A LOS CAPITULOS

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud publica importante por las altas
tasas de mortalidad que generan, principalmente en paises en vias de desarrollo. Dentro de éstas,
la malaria es la tercera causa de muertes en el mundo (1) y aunque se han desarrollado varias
estrategias de control, los indices de morbi-mortalidad contintian siendo excesivamente altos, lo
que ha llevado a varios grupos de investigacion a enfocarse en desarrollar vacunas como una

alternativa para prevenir la enfermedad.

El primer paso clave para poder hacer una vacuna, es identificar y caracterizar las proteinas
involucradas en la union de merozoitos de Plasmodium a sus células diana y posteriormente inhibir
dicha interaccion parasito-cé€lula. Pese a lo anterior, el proceso de adhesion celular e invasion de
P. vivax a sus células diana es poco conocido. Por lo tanto, se han llevado a cabo dos enfoques con
la finalidad de conocer en profundidad la biologia de P. vivax: el andlisis mediante ciencias dmicas

y la prediccion in silico y validacion por biologia molecular de las proteinas candidatas a vacuna.

Dentro de las técnicas altamente eficientes empleadas para identificar cientos de proteinas,
se encuentra la protedmica (85); esta estrategia permite hacer analisis a gran escala de la
composicion de diversos organismos 0 microorganismos, sirviendo ademas de fuente para realizar
predicciones in silico de la funcion que estas proteinas puedan tener. A la fecha de inicio de este
trabajo, este enfoque habia permitido la identificacion de tan solo un tercio de las moléculas que
P. vivax expresa en su estadio intraeritrocitico (36, 37), comparado con lo reportado previamente

para P. falciparum (28).

En cuanto a la caracterizacion de proteinas en la especie mas estudiada, P. falciparum, se
cuenta con la descripcion de 58 moléculas que se expresan al final del ciclo intra-eritrocitico y que
estan implicadas en la invasion a los eritrocitos (84). En el caso de P. vivax, mediante los estudios
comparativos con otras especies de Plasmodium y la adaptacion de varias cepas del parasito en
primates, se habian podido describir 25 moléculas al momento de iniciar esta investigacion, de las
cuales solamente 3 tenian evidencia de participar en la adhesion celular (36, 39, 42-49, 52-55, 58,
61-63, 86-96) (Anexo 1). Esto se debe a la carencia de un cultivo in vitro que soporte el crecimiento

continuo del parasito, lo cual, no solo afecta al avance en el conocimiento de la biologia de P.
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vivax en cuanto a las proteinas relacionadas con la invasion celular, sino también al desarrollo de

una vacuna contra esta especie de Plasmodium (40).

Teniendo claro que el conocimiento de la biologia de P. vivax es importante para entender
el mecanismo de invasion del parasito a su célula hospedera, en este proyecto se propuso estudiar
la composicion proteica de la cepa VCG-1 de P. vivax y caracterizar otras moléculas (distintas a
las ya identificadas) que fuesen interesantes candidatas para evaluar su utilidad a futuro, en el
disefio de una vacuna contra el parésito. Para abordar los componentes descritos y cumplir con el
objetivo general de esta investigacion, se desarrollaron tres objetivos especificos, cuyos resultados

se describen a continuacion, en tres secciones que comprenden la introduccion a los capitulos.
Proteémica en P. vivax

Segtin la literatura, en el afio 2013 se habian identificado 457 proteinas en total en P. vivax
mediante protedmica e inmunoprotedmica, lo cual era poco mas de un tercio de las moléculas
detectadas para P. falciparum en los diferentes estadios intraeritrociticos del parasito (1.289
moléculas, de las cuales 714 son del estadio asexual, 931 de gametocitos (célula sexual germinal)
y 645 de gametos (célula sexual madura), siendo 651 moléculas comunes entre estadios) (28). Para
investigar si P. vivax expresa un nimero similar de moléculas a las reportadas para P. falciparum
y dar respuesta a la primera pregunta de investigacion, se analizé el proteoma de la cepa VCG-1
de P. vivax propagada en primates, cuyos resultados se describen en el capitulo 1 de este
documento. Este objetivo se desarrolld analizando los péptidos de las proteinas parasitarias por
LC-MS/MS. Como resultado, se detectaron 1.309 moléculas en total, 56,1% de P. vivax y 43,2%

de primates.

En comparacion con estudios previos de proteoma e inmunoproteoma (35-39), se
detectaron 504 moléculas nuevas y 230 en comun, lo que permitié incrementar el numero de
proteinas identificadas en P. vivax a 960 en total. Es de gran interés que el 27% de las proteinas
detectadas participan en procesos clave de invasion como el contacto inicial con eritrocitos,
reorientacion y formacion de la union estrecha e internalizacion del parasito dentro de su célula.
Segun el analisis in silico, se predijeron 16 proteinas que participan en una sola ruta metabolica

del pardsito y no tienen ortdlogos en humanos. La carencia de este grupo de proteinas en
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mamiferos, las hace una diana ideal para el disefio de nuevos medicamentos antimalaricos. Por
otra parte, se identificaron 31 proteinas con posible papel en la invasion celular, de las cuales 7
habian sido caracterizadas previamente por la FIDIC, mediante técnicas bioquimicas y de biologia

molecular.

Por otro lado, el conocimiento de las caracteristicas protedmicas de los eritrocitos de A.
nancymaae representa un area fascinante de estudio, ya que estas células son la principal diana de
invasion de los Plasmodium. Sin embargo, y aunque el Aotus es uno de los modelos de primates
no humanos considerados mas apropiados para la investigacion biomédica en malaria, el
conocimiento de su proteoma y en particular el de sus eritrocitos era desconocido. Teniendo en
cuenta lo anterior y tomando los resultados obtenidos en este estudio, se realizo la identificacion
comparativa de proteinas de los eritrocitos de 4. nancymaae utilizando la informacién disponible

para Homo sapiens.

Se reportd por primera vez el proteoma de eritrocitos de A. nancymaae (Anexo 2). Hubo
alta similitud de los péptidos del primate encontrados por LC-MS/MS con aquellos de H. sapiens,
lo cual soporta la estrecha relacion filogenética entre las dos especies. Se identificaron 1.138
moléculas en total, de las cuales 811 son componentes de eritrocitos maduros. De estos, 51
correspondieron a proteinas integrales de membrana. Siete de ellas son receptores para merozoitos
de Plasmodium, de acuerdo a lo observado experimentalmente en estudio previos. Este analisis
preliminar, fortalece la idea que el primate es un modelo apropiado para continuar con estudios de
investigacion biomédica basica y aplicada, orientados a desarrollar una vacuna totalmente efectiva

contra la malaria.
Seleccion y caracterizacion de proteinas de P. vivax

La caracterizacion de proteinas relacionadas con la invasion celular se considera un paso
clave para disefiar vacunas efectivas contra los agentes patogenos (Plasmodium en nuestro caso).
Sin embargo, la informacion disponible para P. vivax es escasa en relacion a las moléculas que
utiliza el pardsito para invadir sus células diana. Esto se debe principalmente a la dificil

propagacion continua del parasito in vitro. Consecuentemente, la bioinformatica se ha utilizado
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desde hace varios afios para identificar proteinas candidatas a vacuna en P. vivax mediante analisis

comparativos.

Por ejemplo, Restrepo-Montoya y su grupo identificaron 45 genes de P. vivax que codifican
para moléculas candidatas a vacuna, utilizando un perfil probabilistico de Modelos Ocultos de
Markov (HMM: Hidden Markov Models), entrenando los clasificadores con proteinas de varias
especies de Plasmodium (diferentes a P. vivax) involucradas en la invasion celular (97). Por otro
lado, Frech y su equipo, encontraron 8 genes exclusivos de P. vivax (posiblemente codificantes de
proteinas que participan en la adhesion a sus células diana) en un cluster no sinténico sobre el
cromosoma 6, mediante la comparacion de los genes del parasito con la anotacion del genoma de

otras especies de Plasmodium (98).

Teniendo en cuenta lo anterior y explorando la informacion del proteoma de P. vivax, se
realiz6 un anélisis in silico con el fin de predecir proteinas que compartan caracteristicas de un
buen candidato a vacuna como las descritas (y confirmadas experimentalmente) para P.
falciparum, tales como: la expresion del gen en la forma infectiva del parasito (merozoitos) a las
células rojas y la presencia de una secuencia sefial de secrecion, ya sea para llevar la proteina a la
superficie del parasito, o a sus organelos apicales (roptrias o micronemas). Ademas, se tuvo en
cuenta la presencia de regiones transmembranales o de anclaje GPI, la determinacion de dominios
de interaccion proteina-proteina o la funcién de adhesion en otras especies de Plasmodium. De
acuerdo a los anteriores criterios, se seleccionaron tres moléculas de P. vivax: una proteina rica en
asparagina (ARP: Asparagine Rich Protein), el antigeno de superficie de union a reticulocitos
(RBSA: Reticulocyte Binding Surface Antigen) y el antigeno de micronemas anclado a GPI
(Glycosylphosphatidylinositol) (GAMA: GPIl-Anchored Micronemal Antigen). Vale la pena
destacar que PvRBSA solo estaba presente en especies del parasito que infectan reticulocitos

humanos (como P. vivax o P. cynomolgi).

La caracterizacion de las proteinas seleccionadas se realizd siguiendo los pardmetros
clasicos del dogma central de la biologia molecular, como se describe en el capitulo 2 y en el
anexo 3. Inicialmente, se confirmd la presencia y transcripcion de los genes arp, rbsa 'y gama en
el genoma de la cepa VCG-1 de P. vivax. Ademas, se verificod el patron de localizacion de los

productos codificantes, ya sea en la superficie (en el caso de PvARP y PvRBSA) o en los organelos
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apicales (en el caso de PvGAMA). A pesar de lo anterior, en este punto no hay suficiente evidencia
para sugerir que PvARP, PvRBSA y PvGAMA pueden ser componentes de una vacuna. Por ello,
se evaluaron otras magnitudes para fundamentar que las proteinas puedan llegar a ser buenos

candidatos a vacuna, como la antigenicidad y la capacidad de union a las células hospederas.
Antigenicidad y adhesion celular de proteinas de P. vivax
Antigenicidad

Durante la liberaciéon de los merozoitos de Plasmodium al torrente sanguineo, se
desencadena una respuesta inmune por parte del hospedero, la cual a menudo se correlaciona con
la inmunidad adquirida naturalmente (57, 99-101). De esta manera, conocer las moléculas
antigénicas de P. vivax y en particular, aquellas que utiliza el parasito para adherirse e invadir a
sus células diana, tiene implicaciones importantes para el desarrollo de vacunas sintéticas. La
evidencia experimental del papel antigénico y de adhesion de PvARP, PPRBSA y PvGAMA a las
células diana permite dar respuesta a la segunda pregunta de investigacion planteada en este

trabajo.

Se han detectado anticuerpos anti-PvARP, PPRBSA y PvGAMA en sueros de individuos
que habian sufrido malaria por P. vivax (capitulo 2), sugiriendo la antigenicidad de estas
moléculas durante la infeccion natural. Ademas, se evalu6 si las regiones repetitivas (RR) estaban
implicadas en la evasion de la respuesta inmune, como se indica en estudios previos (102, 103),
utilizando los fragmentos amino (Nt) y carboxilo (Ct) terminal de PvGAMA. Se observd una
mayor reactividad de los sueros contra PvGAMA-Ct que contiene la RR. Hay que poner de
manifiesto que la respuesta de anticuerpos anti-PvGAMA-Ct no inhibi6 la unién del fragmento a
reticulocitos humanos (ver mas adelante), lo que soporta la idea de que las RR pueden ser
distractores de la respuesta inmune. Estos datos sugieren que la respuesta inmune del hospedero
esta dirigida contra regiones no importantes en la adhesion celular (como las RR), lo cual puede
ser la explicacion de por qué PvARP y PvGAMA, las cuales tienen RR, no presentaron asociacion
entre los niveles de anticuerpos y la reduccion del riesgo de presentar enfermedad clinica, como

se habia descrito previamente (104).
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Union a reticulocitos humanos

Como objetivo adicional a los inicialmente planteados en esta investigacion, se determind
la actividad de union de las moléculas recombinantes a reticulocitos humanos, dada la importancia
que presentan las proteinas tipo adhesinas en el disefio de una vacuna. Teniendo en cuenta que la
principal dificultad de estudiar P. vivax es no poder propagar continuamente el parasito, debido a
que el crecimiento de éste en células sanguineas se produce preferentemente en reticulocitos (105),
se realiz6 una revision de las fuentes ricas en dicho tipo de células para escoger la mas apropiada
y utilizarla en un ensayo que permitiera cuantificar la interaccion proteina-célula (Anexo 4). Segin
lo descrito en la literatura, se escogi6 la sangre de cordon umbilical (SCU) de nifios recién nacidos,

por su mayor porcentaje de reticulocitos (6-7%) y por su facilidad en la obtencion y procesamiento.

La cuantificacion de la interaccidon proteina recombinante-célula diana se realizo por la
técnica de citometria de flujo, utilizando una muestra de SCU con fenotipo Duffy positivo
(molécula esencial para la invasion de P. vivax a reticulocitos (66)) y proteina obtenida de forma
soluble utilizando el sistema de expresion en E. coli (manuscrito en preparacion). PvARP es
insoluble y aunque se extrajo a partir de cuerpos de inclusion y se dializd exhaustivamente, €ésta
no se unid a las células, posiblemente por la ausencia de una apropiada conformacion estructural.
Por otro lado, PvRBSA, expresada sin el péptido sefial ni la region transmembranal, se obtuvo de
forma soluble y se uni6 en un mayor porcentaje a reticulocitos en comparacion con los eritrocitos

maduros.

PvGAMA se utilizé en la validacion de una nueva estrategia disefiada para identificar
regiones conservadas en moléculas de P. vivax que estan sujetas a restriccion funcional. Lo anterior
se debe a que las moléculas del parasito contienen regiones de union funcionales que se conservan
entre distintas especies de Plasmodium y evolucionan de una manera mas lenta. De acuerdo al
analisis de seleccion natural, PvGAMA tiene dos regiones altamente conservadas entre especies,
las cuales se unieron en mayor porcentaje a reticulocitos que a eritrocitos maduros, validando asi
el modelo propuesto. Este resultado confirma la utilidad del método de seleccion natural para
identificar regiones conservadas de las moléculas y de esta manera evitar respuestas alelo

especificas, lo cual es contraproducente para el desarrollo de una vacuna ampliamente protectiva.
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Como se demostro, PvRBSA y los fragmentos de PvGAMA se unieron a reticulocitos en
un mayor porcentaje comparado con eritrocitos maduros, lo cual sugiere que estas moléculas
tienen preferencia de union a dicha poblacion celular. Con base en esto y teniendo en cuenta el
tropismo de los merozoitos de P. vivax por invadir la poblacion de reticulocitos que expresan el
receptor CD71 de forma abundante (CD71") (105), se determiné si PVRBSA y PvGAMA
interactian con dicha poblacion de células. Al analizar la unién de las moléculas en funcién de la
intensidad de la sefial para el marcador CD71, se encontré que PvRBSA vy tres fragmentos de
PyGAMA se unen en mayor proporcion a las células que expresan CD71", confirmando asi la

union de las proteinas al estadio mas inmaduro de los reticulocitos.

Esta union también se demostrd en otros estudios en los que se evaluaron proteinas de P.
vivax localizadas en superficie (como MSP-1 (67)), en micronemas (como DBP (69) y RBPla,
RBP1by RBP2b (56, 57)) o en roptrias (como PvRONS (60)), cuyos homologos en P. falciparum
son particularmente importantes durante el proceso de contacto inicial, reorientacion y formacion
de la union fuerte. Se ha sugerido que las RBPs estdn implicadas en la pre-seleccion de
reticulocitos por los merozoitos de P. vivax. Sin embargo, en un estudio receptor-ligando en el cual
se utilizaron péptidos de 20 aminoéacidos de largo, derivados de la proteina MSP-1, se encontrd
que varios de ellos se unen fuertemente a reticulocitos, pero no a eritrocitos maduros, lo que
destaca el papel de la proteina en la seleccion celular durante el contacto inicial con la célula.
Seglin lo anterior y teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se sugiere que no solo DBP, las
RBPs y MSP-1 participan en la seleccion de reticulocitos, sino que PvRBSA y PvGAMA también

intervienen en este proceso.
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CAPITULO 1

“Determinacion del proteoma del estadio sanguineo de la cepa VCG-1 de Plasmodium vivax”
Nota: Se muestra solo la primera hoja, ya que la version completa del articulo de investigacion
no se encuentra disponible debido a las politicas derecho a copia de la revista. Sin embargo, en
caso de requerir una copia, esta puede ser solicitada a los siguientes correos:

darandmorper@gmail.com, mapatarr.fidic@gmail.com.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Article history: Plasmodium vivax is the second most prevalent parasite species causing malaria in humans
Received 12 June 2014 living in tropical and subtropical areas throughout the world. There have been few P. vivax
Accepted 2 October 2014 proteomic studies to date and they have focused on using clinical isolates, given the technical

difficulties concerning how to maintain an in vitro culture of this species. This study was thus
focused on identifying the P. vivax VCG-1 strain proteome during its blood lifecycle through LC-

Keywords: MS/MS; this led to identifying 734 proteins, thus increasing the overall number reported for
P. vivax P. vivax to date. Some of them have previously been related to reticulocyte invasion, parasite
Proteome virulence and growth and others are new molecules possibly playing a functional role during
Mass spectrometry metabolic processes, as predicted by Database for Annotation, Visualization and Integrated
Proteins Discovery (DAVID) functional analysis. This is the first large-scale proteomic analysis of a P. vivax
Biology strain adapted to a non-human primate model showing the parasite protein repertoire during

the blood lifecycle. Database searches facilitated the in silico prediction of proteins proposed for
evaluation in further experimental assays regarding their potential as pharmacologic targets or
as component of a totally efficient vaccine against malaria caused by P. vivax.

Biological significance
P. vivax malaria continues being a public health problem around world. Although considerable
progress has been made in understanding genome- and transcriptome-related P. vivax biology,
there are few proteome studies, currently representing only 8.5% of the predicted in silico
proteome reported in public databases. A high-throughput proteomic assay was used for
discovering new P. vivax intra-reticulocyte asexual stage molecules taken from parasites
maintained in vivo in a primate model. The methodology avoided the main problem related to
standardising an in vitro culture system to obtain enough samples for protein identification
and annotation. This study provides a source of potential information contributing towards a
basic understanding of P. vivax biology related to parasite proteins which are of significant
importance for the malaria research community.
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“Caracterizacion de proteinas de Plasmodium vivax de potencial utilidad en el desarrollo de una

vacuna antimalarica”
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Abstract

Background: Plasmodium vivax continues to be the most widely distributed malarial parasite species in tropical
and sub-tropical areas, causing high morbidity indices around the world. Better understanding of the proteins used
by the parasite during the invasion of red blood cells is required to obtain an effective vaccine against this disease.
This study describes characterizing the P. vivax asparagine-rich protein (PvARP) and examines its antigenicity in
natural infection.

Methods: The target gene in the study was selected according to a previous in silico analysis using profile hidden

Markov models which identified P. vivax proteins that play a possible role in invasion. Transcription of the arp gene
in the P. vivax VCG-1 strain was here evaluated by RT-PCR. Specific human antibodies against PYARP were used to

immune response during infection.

confirm protein expression by Western blot as well as its subcellular localization by immunofluorescence.
Recognition of recombinant PvARP by sera from P. vivax-infected individuals was evaluated by ELISA.

Results: VCG-1 strain PvARP is a 281-residue-long molecule, which is encoded by a single exon and has an
N-terminal secretion signal, as well as a tandem repeat region. This protein is expressed in mature schizonts and is
located on the surface of merozoites, having an apparent accumulation towards their apical pole. Sera from

P. vivax-infected patients recognized the recombinant, thereby suggesting that this protein is targeted by the

Conclusions: This study showed the characterization of PvARP and its antigenicity. Further assays orientated
towards evaluating this antigen'’s functional importance during parasite invasion are being carried out.

Keywords: Plasmodium vivax, Protein, Invasion, Antigenicity, Vaccine

Background

Malaria is a tropical disease that causes millions of deaths
per year around the world. The World Health Organiza-
tion’s (WHQO) Malaria Report 2011 indicated that there
were 216 million cases and 655,000 deaths, mainly in chil-
dren aged less than five years [1]. In spite of the incidence
of cases worldwide and mortality index having become
substantially reduced by 17% and 25% between 2000 and
2010, respectively, the figures regarding cases of malaria
continue to be alarming. This is due to two main aspects
impeding the total eradication of the disease: a gradual in-
crease of parasite strains which are resistant to anti-
malarial drugs [2] and populations of the mosquito vector
which are insecticide-resistant [3].

* Correspondence: mapatarr.fidic@gmail.com

'Fundacién Instituto de Inmunologfa de Colombia (FIDIC), Carrera 50 No. 26-
20, Bogota, Colombia

2Universidad del Rosario, Calle 63D No. 24-31, Bogotd, Colombia
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Plasmodium vivax stands out as the most widespread
parasite species causing malaria in humans; it is found
throughout tropical and subtropical areas of the world
and causes the disease’s highest morbidity indices on the
Asian and American continents [4]. Even though it has
been thought that P. vivax was a benign species, recent
studies have shown that infection caused by this parasite
could cause severe clinical symptoms [5,6], similar to
those found in Plasmodium falciparum infection, thereby
making it a potential menace.

Synthetic vaccines have been considered a good choice
among control strategies when combating infectious dis-
eases. Regarding malarial blood stages, vaccine develop-
ment has been focused on the recombinant expression of
parasite antigens (MSP-1 [7-9] and AMA-1 [10,11] having
been the most studied) or on using synthetic peptides

© 2013 Moreno-Pérez et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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[12,13]; however, no fully effective vaccine against any spe-
cies has been reported to date.

Recent work has established that the key to achieving an
effective vaccine lies in blocking the interaction of parasite
ligands which facilitate adhesion to target cell receptors
[14]; this means that molecules localized on parasite surface
and apical organelles (rhoptries and micronemes) must be
identified. Unfortunately, data regarding the P. vivax pro-
teins involved in invasion of reticulocytes that have been
functionally characterized to date lag behind that available
for their P. falciparum counterparts [15]. The foregoing has
been due to the difficulty of standardizing an in vitro cul-
ture given poor reticulocyte recovery from adult human
total blood [16]. Such experimental limitation has led to
several study alternatives having been suggested; probabilis-
tic techniques have been most useful when predicting pos-
sible vaccine candidates. A recent study involving hidden
Markov models for analyzing the transcriptome of the
P. vivax Sal-1 strain’s intra-erythrocyte life-cycle has led to
the identification of 45 proteins that play a potential role in
invasion; the role in cell adhesion for 13 of them (localized
in merozoite rhoptries or on their surface) had previously
been determined [17]. It was particularly interesting that an
asparagine-rich protein (ARP) was found, this being con-
served throughout the Plasmodium genus [17]. Only its
P. falciparum orthologue has been described to date, called
the apical asparagine-rich protein (PfAARP) [18]. The
PfAARP-encoding gene has a prominent expression pattern
towards the last intra-erythrocyte parasite development
stage (48 hours post-invasion), which has been shown by
real-time PCR and Northern blot. Antigenicity assays have
shown that the N-terminal protein’s region (PfAARP-N)
obtained as a recombinant is recognized by antibodies from
patients who have been naturally infected by P. falciparum.
Rabbit antibodies directed against PAARP-N have been
able to significantly inhibit parasite invasion of RBC
in vitro. The foregoing, together with an RBC binding assay
involving the expression of the complete protein on COS
cell surface, has highlighted this antigen’s functional role in
parasite binding to and invasion of target cells [18].

The present study was thus aimed at characterizing the
asparagine-rich protein orthologue for PAAARP in P. vivax.
Molecular biology assays and immunochemistry techniques
were used to demonstrate Pvarp gene transcription, protein
expression and localization, as well as the ability to induce
an antigenic response in patients who had suffered episodes
of P. vivax malaria.

Methods

Selecting the gene and designing the primers and
synthetic peptides

PvARP was selected, bearing in mind the in silico study
by Restrepo-Montoya et al. [17] of P. vivax proteins
playing a potential role in invasion. The PlasmoDB [19]
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database was then scanned to obtain the Pvarp gene se-
quence from the Salvador 1 (Sal-1) reference strain and to
analyze adjacent genes’ synteny in different Plasmodium
species. Specific primers were designed manually using
Gene Runner software (version 3.05). B-cell lineal epitopes
were predicted with AntheProt software [20] using the de-
duced amino-acid (aa) sequence. A tBlastn analysis of the
predicted B-cell epitopes was then carried out to select
peptide sequences exclusive for the P. vivax ARP.

Animal handling

The experimental animals used were handled in accord-
ance with Colombian Law 84/1989 and resolution 504/
1996. Aotus monkeys kept at FIDIC’s primate station
(Leticia, Amazon) were handled following established
guidelines for the care and use of laboratory animals
(National Institute of Health, USA) under the constant
supervision of a primatologist. All experimental proce-
dures involving Aotus monkeys had been previously ap-
proved by the Fundacién Instituto de Inmunologia's
ethics committee and were carried out in agreement
with the conditions stipulated by CorpoAmazonia (reso-
lution 00066, 13 September, 2006). An Aotus monkey
was experimentally infected with the Vivax Colombia
Guaviare 1 (VCG-1) strain and monitored daily to assess
infection progress throughout the entire study (up to
day 18) using Acridine Orange staining. The monkey was
treated with paediatric doses of chloroquine (10 mg/kg on
the first day and 7.5 mg/kg/day until the fifth day) and
primaquine (0.25 mg/kg/day from the third to the fifth
day) at the end of the study to guarantee parasite clear-
ance from total blood. Once experiments were over,
CorpoAmazonia officers supervised the primate’s return
to its natural habitat in excellent health.

Isolating the Plasmodium vivax parasite

VCG-1 strain parasites were maintained in vivo according
to previously described methodology [21]. A P. vivax-
infected blood sample (3 mL) was passed through a dis-
continuous Percoll gradient (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) according to an already established protocol [22]
for obtaining schizont-stage enriched parasite. The sample
was then used as RNA, genomic DNA (gDNA) and total
protein source.

Extracting RNA and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from the schizont-enriched
sample using the Trizol method and treated with RQ1
(RNA-qualified) RNase-free DNase (Promega, Wisconsin,
USA) according to the manufacturer’s recommendations.
Complementary DNA (cDNA) was synthesized using a
SuperScript III enzyme (RT+) (Invitrogen, California,
USA) in the following conditions: 65°C for 5 min, 50°C for
1 hour and 70°C for 15 min. An additional reaction



Moreno-Pérez et al. Malaria Journal 2013, 12:165
http://www.malariajournal.com/content/12/1/165

without the SuperScript III enzyme (RT-) was made for
use as control. Following 15 min’ incubation at 37°C with
RNase (Promega, USA) the product was stored at -70°C
until its later use.

Cloning, sequencing and bioinformatics analysis

The ¢cDNA RT + and RT- samples, as well as the gDNA
obtained using a DNA Wizard Genomic purification kit
(Promega), were used as template in 10 pL. PCR reactions
containing 0.5 U/pL Accuzyme DNA polymerase (Bioline),
1x AccuBuffer, 2 mM MgCl,, 0.5 mM dNTP 0.5 pM
primers and DNAse-free water for completing the reaction
volume. Specific primers were designed for amplifying a re-
gion containing the entire Pvarp gene (direct 5'- CATTT
GATCAGAGACGAC -3’ and reverse 5'- TTGGCACTTT
TGTCACGA -3°), or the encoding sequence without the
signal peptide (direct 5'- atgTGCAACACAAATGGGA
AAA -3’ and reverse 5'- CACGCCAAACAGCTTCA -3");
the protein expression start codon was included in the dir-
ect primer’s 5" end. A set of primers which had been previ-
ously designed for amplifying the Pvronl-a region (direct
5'- atgGCGAAGGAGCCCAAGTG-3" and reverse 5'- AT
CCCTAGCAATGCTTCG -3") [23] was used as control for
c¢DNA contamination with gDNA. The PCR for the Pvarp
gene began with a denaturing step at 95°C for 5 min,
followed by 35 cycles at 95°C for 30 sec, 52°C for 10 sec
and 72°C for 1 min. PvronI-a PCR began with a denaturing
step at 95°C for 5 min, followed by 35 cycles at 95°C for
30 sec, 56°C for 10 sec and 72°C for 1.5 min. A Wizard
PCR preps kit (Promega) was used for purifying Pvarp gene
amplicons obtained from independent PCRs done with the
RT + sample, once quality had been evaluated by 1% agar-
ose gel. Pure products were then ligated to the pEXP5 CT/
TOPO expression vector and transformed in TOP10
Escherichia coli cells (Invitrogen). Various clones were
grown to purify the plasmid, using an UltraClean mini plas-
mid prep purification kit (MO BIO laboratories, California,
USA); insert integrity and its correct orientation were con-
firmed by sequencing using an ABI PRISM 310 genetic
analyzer (PE Applied Biosystems, California, USA). VCG-1
strain PvARP was characterized in silico using SignalP 3.0
[24], FragAnchor [25], XSTREAM [26], tools and the
Interpro database [27] to search for secretion signal or
GPI-anchor sequences, tandem repeats and putative do-
mains, respectively. Clustal W software was used for
aligning genes and pertinent encoding sequences [28].

Recombinant protein expression and purification

The pEXP5-PvARP recombinant plasmid which encodes
the entire PvARP sequence without the signal peptide (con-
firmed by sequencing) was transformed in E. coli BL21-Al
(Invitrogen), according to the manufacturer’s recommenda-
tions. A protocol described by Sivashanmugam and his
group [29] with some modifications, was used for
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improving expression yield. Briefly, the cells were grown
overnight at 37°C in 10 mL Luria Bertani (LB) medium
containing 100 pg/mL ampicillin and 0.1% (w/v) D-
glucose. The initial inoculum was then seeded in 100 mL
LB volume with the same amount of the aforementioned
ampicillin and D-glucose and left to grow at 37°C
using ~300 rpm until reaching 0.5 ODggg; 0.2% L-arabin-
ose (w/v) was used for five hours to induce expression.
The culture was spun at 13,000 rpm for 30 min and lysed
in extraction buffer (EB) (6 M urea, 12 mM imidazole,
10 mM Tris-Cl, 100 mM NaH,PO, and 10 mg/mL lyso-
zyme) supplemented with protease inhibitors (1 mM
PMSE, 1 mM iodoacetamide, 1 mM EDTA and 1 mg/mL
leupeptin). PvARP recombinant expression (rPvARP) was
verified by Western blot and the protein was then purified
by solid-phase affinity chromatography using Ni**:-NTA
resin (Qiagen, California, USA) following the manufac-
turer’s recommendations. Briefly, total lysate was incu-
bated with the resin pre-equilibrated with EB overnight at
4°C. The rPvARP mixture coupled to the resin was placed
on a column and then washed several times with EB to
eliminate weakly bound proteins. The recombinant pro-
tein was eluted with EB containing imidazole at differing
concentrations (20, 100, 250 and 500 mM) in 3 mL frac-
tions, which were analyzed by Coomassie blue staining to
verify the presence of a single band and then dialyzed
in PBS, pH 7.0. A micro BCA protein assay kit (Thermo
Scientific) was used for quantifying every fraction so
obtained; a bovine serum albumin (BSA) curve was used
as reference.

Peptide synthesis and obtaining polyclonal antibodies

A 20 aa-long peptide (predicted to be a good B-cell
epitope), located at the N-terminus of PvARP (CG-
LDNLKAKESPSSNDDGVYAKG-GC), was synthesized
according to a previously-established methodology [30], po-
lymerized, lyophilized and characterized by RP-HPLC and
MALDI-TOF MS. Five mg of peptide (called 38582 herein)
were immobilized on a CNBr-activated Sepharose 4B col-
umn, according to the manufacturer’s recommendations. A
pool of fifteen sera taken from patients who had suffered
previous P. vivax malarial episodes (stored in FIDIC’s
serum-bank, see the ‘Sample source’ section) was incubated
with the peptide coupled to a Sepharose 4B column over-
night at 4°C with constant shaking to purify specific anti-
bodies against peptide 38582 (anti-PvARP3gs5,). The
retained antibodies were eluted with gradients of increasing
salt concentration (50 mM-0.3 M NaCl); they were then di-
alyzed in PBS, pH 7.8, and stored at —20°C until use.

SDS-PAGE and Western blot

Five ug rPvARP and 50 pg total parasite proteins were
separated on 12% SDS-PAGE and then transferred to
nitrocellulose membranes. After having been blocked with
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5% skimmed milk in PBS-0.05% Tween for one hour, each
membrane was cut into strips and individually analyzed as
follows: strips with the recombinant protein were incu-
bated for two hours at room temperature (RT) with anti-
PvARP3gs55, serum fractions (1:100 dilution) in a solution
of 5% skimmed milk in PBS-0.05% Tween to assess which
of them contained anti-PvARP specific antibodies; one
strip was incubated with an anti-histidine monoclonal
antibody coupled to peroxidase (1:4,500) as positive con-
trol for Western blot. Serum fractions recognizing the re-
combinant protein were then used to detect PvARP in
total parasite lysate in the aforementioned conditions.
Once antibody reactivity had been eliminated by incubat-
ing anti-PvARP3g55, serum with peptide 38582 for one
hour at 37°C, then this solution was used as control. Fol-
lowing three washes with PBS-0.05% Tween (5 min per
wash), the strips were incubated for one hour with
phosphatase-conjugated goat anti-human IgG as second-
ary antibody (1:5,000) at RT. The blots were revealed with
a VIP peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame,
Canada) or BCIP/NBT colour development substrate kits
(Promega), according to the manufacturers’ indications.

Indirect immunofluorescence assay (IFA)

Plasmodium vivax-parasitized reticulocytes were washed
thrice with PBS and then diluted in this solution until
obtaining five to seven schizonts per field evaluated by
staining with Acridine orange. Twenty uL of the sample
were fed per well on eight-well multitest glass slides
(Biomedicals, Inc) and the supernatant was removed
10 min later. Once the samples were dry, they were fixed
with 4% formaldehyde for 5 min at RT. Following five
washes with PBS, the sample was incubated with 1% Tri-
ton X-100 for 5 min in the previously described condi-
tions. After 10-min blocking at RT with 1% (v/v) skimmed
milk in PBS, each sample was incubated for one hour at
RT with anti-PvARP3gs5g, antibodies (20 pL). The samples
were then incubated with FITC-conjugated anti-human
IgG antibody (Sigma) at 1:30 dilution for 45 min in the
dark. The DNA was stained with DAPI (0.5 pg/mL) for
10 min at RT and the excess was removed by washing sev-
eral times with PBS-0.05% Tween. Once the slides had
been examined under an Olympus BX51 florescence
microscope (using 100x oil immersion objective), Volocity
software (version 5.3.2) was used for superimposing
the images.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

PyvARP antigenicity was evaluated in triplicate using
serum from patients who had been living in malaria-
endemic areas in Colombia and had presented episodes
of such infection. Sera taken from healthy individuals who
had never suffered the disease were used as negative con-
trols. Briefly, 96-well polysorb plates were covered with
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1 pg/mL rPvARP overnight at 4°C and then incubated
at 37°C for one hour. The dishes were blocked with 200 pL
5% skimmed milk - PBS-0.05% Tween for one hour at
37°C. Antibody reactivity against the recombinant protein
was evaluated by incubating the plates with a 1:100 dilution
of each human serum in 5% skimmed milk -PBS-0.05%
Tween for one hour at 37°C. Following incubation of the
dishes with peroxidase-coupled anti-human IgG secondary
antibody (1:10,000) diluted in 5% skimmed milk - PBS-
0.05% Tween for one hour at 37°C, a peroxidase substrate
solution (KPL Laboratories, WA, USA) was added to re-
veal the reaction, according to the manufacturer’s recom-
mendations. Optical density (OD) was detected at 620 nm
with an MJ ELISA multiskan reader and then calculated by
subtracting the OD value obtained from the control well
(no antigen). A 0.11 cut-off value for evaluating the positiv-
ity threshold was determined by taking the average of the
OD plus twice the standard deviation (2 + SD) of healthy
individuals’ sera reactivity.

Statistical analysis

Differences in average OD for rPvARP recognition by
P. vivax-infected patients’ sera and in the control group
were evaluated using the Kruskal-Wallis rank-sum test. A
0.05 significance level was used for testing a stated
hypothesis.

Sample source

Sera were obtained from 38 patients who were living in
malaria-endemic areas of Colombia and who had suffered
previous episodes of P. vivax malaria (but not P. falcip-
arum), as well as from 15 healthy individuals who had
never been affected by the disease. All individuals signed
an informed consent form after receiving detailed infor-
mation regarding the study’s goals.

Accession number

The nucleotide and aa sequences used here have been
reported in the GenBank database, under accession
number KC514070.

Results and discussion

Analyzing the arp gene in Plasmodium species

The P. vivax proteins identified as playing a potential role
in invasion by profile hidden Markov models [17] led to
PvARP being selected. According to the information pro-
vided by the PlasmoDB database, the Pvarp gene (access
number: PVX_090210) was found to be located between
base pairs 1,230,371 and 1,231,228 in chromosome 5 of
the Sal-1 strain. Similar genes were also found in the gen-
ome of other Plasmodium species known to be causing
malaria in humans (P. falciparum and Plasmodium
knowlesi), apes (Plasmodium cynomolgi) and rodents
(Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii and Plasmodium
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Figure 1 Pvarp gene transcription during blood stage. Lane 1
indicates the molecular weight marker. Lanes 2-4 show Pvarp gene
amplification using cDNA RT+, RT- and gDNA, respectively. Lanes
6-8 show the amplification of the Pvroni-a region using cDNA RT+,
RT- and gDNA as template, respectively. Lane 5 shows the negative
control for amplifying the Pvarp gene.

chabaudi). When analyzing alignment, the Pvarp gene co-
dified product was 61.19%, identical to its orthologue in
P. knowlesi (PKH_052690), 53.15% to its orthologue
in P. cynomolgi (PCYB_053680) and 33.68% to its
orthologue in P. falciparum (PF3D7_0423400), while iden-
tity ranged from 23.61% to 22.22% regarding orthologues
in P. chabaudi (PCHAS_052400), P. yoelii (PY06454) and
P. berghei (PBANKA_052380). Such genes were located in
a syntenic region, as corroborated by their open reading
frame orientation and exon-intron structure. The forego-
ing supported the idea that the Pvarp gene has been de-
rived from a common ancestor; however, experimental
evidence concerning the functional role that the encoded
protein might have in different parasite species remains to
be determined.

The Pvarp gene is transcribed in schizonts

The presence of Pvarp gene transcripts in the P. vivax
VCG-1 strain was confirmed by PCR using the cDNA from
a parasite sample as template. Figure 1 shows the Pvarp
gene amplification products (excluding the signal peptide-
encoding region) (lanes 2—4) and the Pvronl gene’s a
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region (lanes 5-8) from cDNA and gDNA. A ~810 bp band
(Figure 1; lane 2) obtained from ¢cDNA amplification (RT+)
showed that the Pvarp gene was transcribed in the
schizont-enriched sample, similar to that reported in the
transcriptional profile for the Sal-1 strain showing a max-
imum transcription level after 35 hours of intra-erythrocyte
life cycle [31]. It was also confirmed that the Pvarp gene
was encoded by a single exon once the sequences obtained
from ¢cDNA and gDNA products (Figure 1; lanes 2 and 4)
had been aligned. The presence of a single ~1,053 bp band
in Pvronl-a PCR (Figure 1; lane 6) indicated that the cDNA
had not been contaminated by gDNA given that the
expected product for the latter would have been ~1,559 bp
(Figure 1; lane 8). No amplification was observed in the
negative controls for each PCR (Figure 1; lanes 3 and 7
(RT-), and 5 (DNA-free water)).

Comparing Aotus monkey-adapted VCG-1 strain Pvarp
gene sequences to those from the Sal-1 reference strain led
to identifying four synonymous mutations, two non-
synonymous ones producing aa changes (i e, methionine
(M) for asparagine (N) and glycine (G) for N in aa position
217 and 219, respectively) and a 12-base pair deletion
related to an asparagine-methionine-asparagine-glycine
(NMNG) repeat block (Table 1). It has been found that
parasite proteins have both highly polymorphic and con-
served regions; the former are the target for an immune re-
sponse while conserved sequences implicated in interaction
with cell receptors are usually not antigenic [32]. Consider-
ing that the latter regions might be suitable targets for
blocking parasite entry to host cells, further studies aimed
at evaluating Pvarp gene polymorphism in different isolates
are required to determine which sequences could be used
as components of a vaccine against malaria caused by
P. vivax.

Characterizing PvARP in silico
The VCG-1 strain Pvarp gene encoded a 281 aa long pro-
tein having ~30 kDa molecular mass, this being 64 residues

Table 1 Mutations found in VCG-1 strain PvARP nucleotide and amino acid sequences regarding the reference strain

(Sal-1)
Base pairs*  Amino acids* Mutations/ Changes in Pvarp nucleotide sequences Changes in the PvARP amino acid sequences
Deletions in P. vivax strains in P. vivax strains
Sal-l VCG-1 Sal-I VCG-1
456 152 Synonymous CAT CAC H -
600-611 200-204 Deletion CATGAACGGAAA - NMNG -
650 216 Synonymous TAT TAA N -
651 217 Non-synonymous GAA CAA M N
655-656 218 Synonymous CGG CAA N -
657 219 Non-synonymous AAA CAA G N
663 221 Synonymous AAC AAT N -

*Nucleotide and amino acid positions are numbered according to PvARP in the Sal-l re