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RESUMEN

La proteina de membrana de merozoito # 1 (MSP-1) de Plasmodium es una proteina de
superficie que se expresa sobre la membrana del merozoito durante la esquizogonia tardia y
se considera un candidato para el desarrollo de una vacuna por sus propiedades
inmunogénicas y su posible papel como ligando para la invasion del parasito al globulo
rojo. La proteina MSP-1 de P. vivax presenta un fragmento homologo a la secuencia de la
proteina Pf190L de P. falciparum, el cual ha sido denominado fragmento Pv200L. Este
fragmento se considera como subunidad potencial para el desarrollo de una vacuna ya que
es altamente antigénico e inmunogénico, e induce una proteccion parcial contra la infeccion
por estadios sanguineos de P. vivax en primates no humanos.

En estudios preliminares adelantados en el Instituto de Inmunologia del Valle (Cali), se
determin6 que la subunidad Pv2001, expresada como proteina recombinante (ECPvV200L) en
E. coli, era reconocida por anticuerpos presentes en el suero del 70% de los individuos
infectados por P. vivax y mas del 50% de los individuos previamente expuestos a este
parasito. Este alto reconocimiento por los sueros de los individuos podria corresponder a
una respuesta inmunologica temprana después de una infeccion natural. La inmunizacion
de ratones BALB/c y de primates Aotus, con ECPV200L formulada en adyuvante de Freund,
logré inducir anticuerpos IgG que reconocen la proteina nativa presente en la superficie de
los esquizontes de P. vivax (Valderrama et al., 2005).

En la actualidad se vienen realizando estudios mas exhaustivos en fase preclinica de la
subunidad EcPv200L, utilizando la subunidad recombinante producida bajo estdndares de
calidad compatibles con material grado clinico, la cual se esta evaluando para determinar su
seguridad, inmunogenicidad y eficacia protectora en el modelo de primates Aotus cuando
se formula en adyuvantes de uso permitido en humanos. Parte de estos estudios estdn
dirigidos a la caracterizacion de la respuesta inmune y a la identificacion de las subregiones
de la EcCPv200L con mayor actividad inmunogénica que pudieran representar potenciales
epitopes en células B, T o CTL. Debido al gran tamafio y al polimorfismo de la Pv200L
(1062pb); esta se ha dividido arbitrariamente para su estudio, en tres fragmentos menores
que contienen regiones conservadas, semiconservadas y variables, que estan siendo
expresadas como proteinas recombinantes. Para este estudio se propuso la expresiéon como
proteina recombinante de la region variable y ha sido evaluada su antigenicidad
preliminarmente usando sueros de ratones BALB/c previamente inmunizados con la
proteina recombinante completa (ECPV200L) y usando sueros de humanos expuesto a la
infeccion natural en areas endémicas.
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INTRODUCCION

La malaria origina una alta mortalidad en paises en desarrollo (WOH, 2002). Es probable
que en el afo 2020, el nimero de individuos afectados por malaria sea el doble de los casos
que se presentan hoy en dia sino se realizan programas de control eficaces (Rasti et al.,
2004). Durante los ultimos 20 afios, el indice de mortalidad por malaria ha aumentado
debido a los precarios sistemas de salud, a la resistencia a los medicamentos antimalaricos
y a los insecticidas, al cambio climatico, a la migracion y al desplazamiento de la poblacion
y a la falta de otras alternativas como vacunas eficaces contra la malaria (Phillips, 2001).

El Plasmodium vivax es uno de los parasitos de la malaria responsables del 40-50% de los
casos en Latinoamérica y suroeste de Asia (Dutta, et. al., 2001). Aunque la infecciéon con
este parasito es generalmente menos fatal que las infecciones con P. falciparum, se ha
reportado que esta especie presenta resistencia a la cloroquina en varias zonas endémicas
(Rieckmann et al., 1989; Baird, 2004), lo que podria afectar la dinamica de la transmision y
causaria un impacto negativo para el control de la malaria. Como complemento en la lucha
contra la malaria actualmente se plantea el desarrollo de vacunas que buscan reducir la
morbilidad y mortalidad producida por la malaria, sin embargo, su desarrollo ha sido
complicado por la compleja biologia del parasito, por la ecologia del vector y por el
polimorfismo de los diferentes antigenos (Good et al., 1998; Richie et al., 2002).

En los diferentes estadios de desarrollo del parasito se han identificado antigenos que se
han seleccionados como candidatos a vacuna. Entre los mas destacados se encuentran en el
estadio pre-eritrocitico: la proteina de circumsporozoito (CS), la proteina superficial del
esporozoito SSP2, denominada proteina de adhesion relacionada con la trombospondina
(TRAP), el antigeno del estadio hepatico 1 (LSA-1) y el antigeno del estadio hepatico 3
(LSA-3); y en el estadio eritrociticos asexual: la proteina de Superficie del Merozoito 1
(MSP-1), el antigeno de membrana apical 1 (AMA-1), el antigeno de union al eritrocito
(EBA-175), la proteina de superficie del merozoito 2 y 3 (MSP-2, MSP-3), proteinas de las
roptrias (RAP1, RAP2 y RAP3) y la proteina de enlace al Duffy (DBP) (ver marco teorico).

La proteina MSP-1, que se expresa en la superficie del merozoito (estadio asexual
sanguineo), y se considera un buen candidato lider para el desarrollo de una vacuna por sus
propiedades inmunogénicas. En la MSP-1 de P. vivax se ha logrado identificar un
fragmento Pv200L como una subunidad altamente antigénica e inmunogénica que induce
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proteccion parcial en primates sometidos a reto infeccioso de estadios sanguineos
(trofozoitos) de P. vivax. La Pv200L esta localizada hacia la region N-Terminal de la
MSP-1 de P. vivax (354 aa, 254 pb-1308 pb), y contienen secuencias de aminoacidos de
alta homologia con los de la subunidad Pf190L de P. falciparum que contienen secuencias
que ha demostrado que interactian con la espectrina de los eritrocitos (Herrera et al.,
1993).

Estudios preliminares han demostrado que la subunidad Pv200L, expresada como proteina
recombinante (ECPV200L) en E. coli, es reconocida por mas del 70% de los individuos
infectados por P. vivax y mas del 50% de los individuos previamente expuestos. La
inmunizacion de ratones BALB/c y primates Aotus con ECPv200L, formulada en adyuvante
de Freund, logra inducir anticuerpos IgG que reconocen la proteina nativa sobre la
superficie de esquizontes de P. vivax (Valderrama et al., 2005) por lo que ha llevado a
establecer una linea de investigacion en el Centro Internacional de Vacunas de Cali, que

incluye nuevas pruebas en fase preclinica en primates no humanos, utilizando la subunidad
Pv200L.

El presente estudio se basod en la caracterizacion de la respuesta inmune especifica para
identificar subregiones de 1la Pv200L, con mayor actividad inmunogénica
(inmunodominancia) que pudieran representar potenciales epitopes B para el desarrollo de
una vacuna. Inicialmente se disend la produccién de tres subfragmentos de menor tamano
que la Pv200L, para ser producidas como proteinas recombinantes en un sistema
procaridtico y la evaluacion preliminar de su antigenicidad: El fragmento 1 ubicado en la
posicion 1 pb — 378 pb, el fragmento 2 ubicado en la posicion 379 pb- 684 pb y el
fragmento 3 ubicado entre la posicién 684 pb- 1059 pb de la Pv200L. Sin embargo, debido
a la envergadura de dicho proyecto, a las limitaciones de tiempo, costo y a la complejidad
de las técnicas se decidio clonar los tres subfragmentos, pero sold expresar el fragmento 2,
el cual se trabajo tanto en sistemas procarioticos como eucarioticos. Enfocados en estos
dos modelos, este trabajo expresd la region variable de la Pv200L como proteina
recombinante y fue evaluada su antigenicidad usando sueros de ratones BALB/c
previamente inmunizados con la proteina recombinante completa (ECPV200L) y con sueros
de humanos de areas endémica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Estudiar la capacidad antigénica de la region variable de la proteina ECPv200L.

1.2 Objetivo Especificos

e Determinar la expresion de la region variable de la proteina ECPV200L (EcPv200L-2)
en un sistema procaridtico y eucariotico.

e Determinar la antigenicidad de la region variable de la proteina ECPV200L luego de
inmunizacion experimental de ratones con la proteina completa EcPv200L.

e Determinar la antigenicidad de la region variable de la proteina ECPV200L luego de
infeccion natural con Plasmodium vivax en individuos de areas endémicas.
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2 MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE LA MALARIA

2.1.1 Epidemiologia de la malaria. La malaria es una enfermedad febril causada por un
parasito intracelular obligado, perteneciente al género Plasmodium, dentro del cual cuatro
especies: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, y P. ovale afectan al humano. El
P. falciparum es la especie mas abundante y virulenta, y es responsable de mas del 95% de
las muertes de malaria en todo el mundo (Jones et al., 1994), mientras que P. vivax, la
segunda especie con mayor importancia mundial causa cada afio alrededor de 80 millones
de casos, aproximadamente 15% en Africa y 85% en el resto del mundo (WHO, 2002).

Como se indica en la Figura 1, la malaria es endémica en mas de 100 paises en los que
ocurren entre 300 y 500 millones de casos clinicos y 0.5 a 3 millones de muertes cada afio
(Ferreira et al., 2004). La enfermedad afecta principalmente las regiones tropicales en via
de desarrollo de Africa, Asia y América latina, generando un gran impacto sobre el capital
humano y el desarrollo econémico de estas areas (Heggenhougen et al., 2007). En donde
las medidas de control son interrumpidas por estructuras sanitarias inadecuadas, las malas
condiciones econdmicas, la resistencia a los medicamentos antimalaricos y a los
insecticidas (DTT), el cambio del comportamiento del vector, a los cambios climaticos y al
aumento de la migracion de la poblacion (Phillips, 2001).

" %] I .
E Z =z i e by

b B Moy Ata
VS K

Figura 1. Distribucion Global de la Malaria. Tomado de WHO:
http://mosquito.who.int/cmc_upload/0/000/016/101/Malaria2005_map.pdf
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2.1.2 Epidemiologia en Colombia. Colombia aporta el mayor nimero de casos en
América Latina, después de Brasil (586.000 vs 105.000 en el ano 2000, respectivamente),
de acuerdo a reportes oficiales de la OMS del aiio 2001, ocupa el 6° lugar en incidencia
(Numero de casos x cada 100.000 habitantes) en el continente después de Belice, Ecuador,
Bolivia, Guatemala y Brasil, en orden descendente (PAHO, 2001; RBM, 2001).

La malaria en Colombia representa un grave problema de salud en el 85% del territorio
rural, situado por debajo de los 1600 m.s.n.m con condiciones climaticas (Temperatura 17-
24°C, humedad relativa mayor de 50%, pluviosidad hasta de 2000 mm/afio), geograficas y
epidemiologicas aptas para la transmision de la enfermedad (INS-MSN. 2002). El
potencial de transmision epidémica se ha incrementado a expensas de un aumento en la
vulnerabilidad producida por migraciones y desplazamiento de susceptibles, por la
receptividad del medio debido a cambios climaticos y a las alteraciones medioambientales
derivadas de los cultivos de uso ilicitos entre otros. Igualmente, la falta de regularidad y
sostenibilidad de las actividades de vigilancia y control de vectores en los departamentos en
alto riesgo y la persistencia de modelos verticales, puntuales y costosos en crisis explican
parte de la problematica (PAHO, 2001; INS-MSN. 2002).

En la actualidad cerca de 30 millones de habitantes se encuentran en zonas con alglin riesgo
de adquirir la enfermedad (ver figura 2), siendo las 4reas mas afectadas: Amazonia,
Orinoquia y el Pacifico (INS-MSN. 2002, 2007). EIl comportamiento de la morbilidad por
malaria en Colombia en las Gltimas tres décadas ha mantenido una tendencia ascendente,
registrandose en los afios noventa promedios anuales de 150.000 a 160.000 casos de
malaria. Desde 1974, los casos de malaria producidos por P. vivax son los que predominan
en el pais (75%), aun cuando en regiones como la Costa Pacifica la relacion favorece al P.
falciparum. También se ha tenido ocurrencia de casos por P. malariae la cual se ha
logrado investigar en diversos trabajos de investigacion presentando una de 9.1% de casos
de P. malariae. La mortalidad por malaria ha tenido una tendencia marcadamente
descendente en el pais, registrandose en la ultima década un promedio anual de 130 a 150
muertes anuales. Sin embargo, es un evento sub-registrado en el territorio principalmente
en la costa pacifica (INS-MSN. 2007).
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. Regiones de alto riesgo
. Regiones de mediano riesge

O Regiones de bajo riesgo

Figura 2. Riesgo de Adquirir Malaria en Colombia. Tomado de: Boletin Epidemiologico
Semanal, SIVIGILA, INS-MSN, 2004.

2.1.3 Ciclo de vida del parasito de la malaria. El parasito de la malaria presenta dos
fases en el ciclo de vida; la primera fase se lleva a cabo dentro del mosquito Anopheles
donde se reproduce sexualmente; y la segunda fase ocurre en el hospedero vertebrado
donde el parasito se reproduce asexualmente (Phillips, 2001) (Figura 3).

En el ciclo de vida en el hospedero vertebrado, el esporozoito al ser inyectado en el torrente
sanguineo por la picadura del Anopheles hembra; es llevado al higado en donde penetran a
los hepatocitos (fase exoeritrocitica). En este lugar se replican asexualmente y
aproximadamente entre 6-12 dias, se presenta una liberacion de merozoitos e invaden los
eritrocitos (fase eritrocitica). Los merozoitos extraeritrociticos interactian con la
membrana del gloébulo rojo (RBC) reorientando su region apical (Aikawa et al., 1978;
Dvorak et al., 1975), con el fin de expandir sus organelas apicales (roptrias y los
micronemas) y formar una unién con los globulos rojos (RBC). Posteriormente el parasito
es internalizado en forma de vacuola por la invaginacion de RBC (Mahanty et al., 2003).
El parésito adopta una forma en anillo vacuolado, unicelular llamado trofozoito. Este se
alimenta con la hemoglobina del eritrocito, la cual se metaboliza para originar un
compuesto de proteina, la globina y un acido ferrihémico, la hematina. El trofozoito crece

22



hasta que el nucleo del eritrocito empieza a dividirse y se convierte en un esquizonte
maduro. Después realiza una esquizogonia eritrocitica formando el merozoito, rompiendo
la célula infectada y liberandose en el torrente sanguineo del hospedero para invadir nuevas
células. Estos merozoitos pueden dividirse en las formas sexuales del parasito llamadas
gametocitos, la cual son tomadas por el mosquito al picar un hospedero infectado para
iniciar el ciclo sexual del Plasmodium (Phillips, 2001).
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Figura 3. Ciclo de vida del parasito Plasmodium en el mosquito Anopheles sp. y en el
hospedero vertebrado. Modificado de: Simonetti, 1996.
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2.2 GENERALIDADES DE LA INVASION DEL GLOBULO ROJO

La invasion ocurre cuando el merozoito entra en contacto al azar con la superficie del
globulo rojo, mientras su region apical es yuxtapuesta a la membrana del globulo para
empezar la interaccion. Una vez orientado el merozoito, este libera los contenidos de sus
roptrias y micronemas originando una estrecha union entre la membrana del glébulo rojo y
su superficie. En este momento la membrana del eritrocito se invagina formando una
vacuola parasitéfora y el extremo apical del merozoito se mantiene en contacto con la base
naciente de la vacuola mientras que la estrecha unién se desplaza hacia la parte posterior
del merozoito al tiempo en que este se introduce al globulo rojo hasta fusionarse en la parte
terminal del merozoito (Blackman, 2000; Cowman et al., 2000) (Figura 4).

Figura 4. A. Estructura del merozoito y antigenos identificados. B. Pasos involucrados en
el proceso de invasion del globulo rojo. Tomado de: Cowman et al. 2000

Durante la interaccion inicial del merozoito con la superficie de la membrana del globulo
rojo se han identificado proteinas de superficie del parasito que estan involucradas en esta
interaccion; entre estas la Proteina de Superficie del Merozoito-1 (MSP-1), que
interacciona con la espectrina de la membrana del eritrocito; Antigeno de Membrana
Apical-1 (AMA-1), proteina que se encuentra hacia la superficie apical de merozoito, su
funcion no es bien conocida; RAP 1,2,3 involucradas en el proceso de invasién. Tanto la
induccion de respuesta protectora (MSP-1, AMA-1) como el bloqueo de la invasion del
merozoito in vitro (RAP 1,2) hacen que estos antigenos sean considerados como
importantes candidatos para el desarrollo de vacunas. (Cowman et al., 2000; Cowman et
al. 2002)
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2.3 ASPECTOS CLINICOS Y RESPUESTA INMUNE CONTRA LA MALARIA

Los sintomas de la enfermedad aparecen entre el 10-16 dia después de la liberacion del
merozoito al torrente sanguineo presentando paroxismos con episodios de escaloftios,
fiebre y sudoracion intensa. Se puede presentar malaria complicada y severa la cual
depende de la biologia de la especie que infecta; en el caso de infecciones con P.
falciparum se presenta anemia severa, insuficiencia renal aguda como consecuencia de
elevadas concentraciones de nitrdgeno ureico y creatinina; dafio a los capilares pulmonares
produciendo el sindrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA), edema pulmonar, y
disfuncion cerebral. Estas patologias causadas por el desarrollo de estructuras complejas
conocidas como “Knobs” que le proveen al parasito la capacidad de adherirse al endotelio
de la microcirculacion de organos vitales como cerebro, higado, pulmén y rifidon (Ahvazi,
1994; Lou et al.,, 2001; Beeson & Brown, 2002). Para infecciones con P. vivax las
complicaciones mas frecuentes son la ruptura esplénica, la glomerulonefritis y anemia
cronica (Oh et al., 2001). Ademas esta especie es agente causal de la malaria recidivante
por la formacion de hipnozoitos que son formas hepaticas latentes (Krotosky, 1989).

La severidad de la enfermedad esta estrechamente asociada a la capacidad inmunologica
del individuo, afectando especialmente individuos de menor edad, mujeres en embarazo e
individuos no inmunes. En éareas de baja endemicidad se puede observar manifestaciones
severas en adultos que desarrollan una inmunidad natural lentamente (Mendis et al, 2001).
En cambio individuos que viven en area endémica alta desarrollan altos niveles de
inmunidad. Esta inmunidad protectora es el resultado de una sucesion de infecciones en un
tiempo corto, en donde la intensidad de transmision es relativamente alta como en Africa
para el P. falciparum o en Papua Nueva Guinea (PNG) para P. vivax. En PNG se produce
una alta inmunidad hacia esta especie a una edad entre los 10 y los 15 afios (Cattani et al.,
1986).

2.4 VACUNAS ANTIMALARICAS

Una estrategia para el control de la malaria, basada en la efectividad de la respuesta inmune
y la adquisicion de inmunidad clinica, consiste en el desarrollo de vacunas que reduzcan la
morbi-mortalidad y la incidencia de la enfermedad (Jones et al., 1994). El disefio de una
vacuna antimaldrica es muy complejo debido al ciclo de vida del parasito, al polimorfismo
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de los diferentes antigenos y a la ecologia del vector (Good et al., 1998; Richie et al.,
2002). A pesar de estos obstaculos existen evidencias que soportan la viabilidad de una
vacuna como es: el desarrollo de un tipo de inmunidad en individuos que habitan areas
endémicas (Bull et al., 1998); la inmunidad protectora inducida por antigenos definidos
probados en diferentes modelos animales (Kumar et al., 2002); y la reduccion de la
densidad del parasito en ensayos realizados con una vacuna recombinante en la etapa
asexual (Genton et al., 2002; Saul et al., 1999).

Las investigaciones para el desarrollo de una vacuna se centran en tres vias diferentes:
vacunas contra el estadio pre-eritrocitico, que protegen contra los esporozoitos o impiden la
invasion de estos a los hepatocitos; Las vacunas eritrociticas o contra los estadios
sanguineos, inhiben la multiplicacién del parasito en los globulos rojos, impidiendo o
atenuando el desarrollo del parasito durante la infeccion sanguinea, y por ultimo, las
vacunas del estadio sexual del parasito, que tratan de prevenir el desarrollo de formas
sexuales una vez ingeridas por el mosquito rompiendo asi el ciclo biologico del parasito
(Jones et al.,1994) (Figura 5).
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Figura 5. Vias para el desarrollo de una vacuna para malaria. Modificado de: Richie &
Saul, 2002.
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2.4.1 Candidatos a Vacunas. Existe una variedad de antigenos identificados en los
diferentes estadios del ciclo de vida del parasito capaces de inducir una respuesta inmune
humoral o celular. Estos candidatos se dividen en: candidatos pre-eritrociticos, candidatos
eritrociticos y candidatos bloqueadores de la transmision (Jones et al., 1994).

+« Antigenos eritrociticos. Durante el estadio del merozoito se han identificado proteinas
de superficie que han sido estudiadas tanto en P. vivax y en P. falciparum como son: la
proteina de superficie del merozoito -1 (MSP-1), que ayuda en la interaccion del merozoito
con la superficie del eritrocito (Angov et al., 2003; Takala et al., 2002); y el antigeno de
membrana apical 1 (AMA-1), proteina importante en el crecimiento del parasito y en la
invasion de los eritrocitos (Mahanty et al., 2003). En P. vivax existe un antigeno que no
esta presente en las otras especies de Plasmodium, la proteina de enlace al Duffy (DBP),
proteina que se une al receptor Duffy del grupo sanguineo para la invasion de los
reticulocitos (Michon et al., 2000).

Existen otros candidatos estudiados en P. falciparum como la proteina de superficie del
merozoito 2 (MSP-2), que presenta una region central repetitiva y dos regiones N y C-
Terminal conservada; la proteina de superficie del merozoito 3 (MSP-3), proteina integral
de la membrana que presenta una region N-Terminal variable y una region C-Terminal
conservada (Huber et al., 1997); y el antigeno de union al eritrocito (EBA-175-), proteina
que interviene en la unioén del merozoito con los receptores especificos de los eritrocitos y
se caracteriza por presentar epitopes reconocidos por las células B (Sim et al., 1990). Otras
proteinas de bajo peso molecular han sido identificadas dentro de las roptrias y han sido
implicadas en el proceso de invasion, entre ellas estdn: RAP1, RAP2 y RAP3. La
capacidad de algunas de estas proteinas de inducir una respuesta inmune ha llevado a
considerarlas como potenciales candidatos a vacunas (Cowman et al., 2000). Existen otros
candidatos a vacunas que se expresan en la superficie de los eritrocitos infectados como
son: RESA (Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen), proteina que se caracteriza por
presentar secuencias repetidas en tandem y la proteina SERA.

25 LA PROTEINA DE SUPERFICIE DEL MEROZOITO- 1 (MSP-1)

La proteina MSP-1 es un antigeno potencial candidato a vacuna por su inmunidad
protectora, y es sintetizada como un precursor de alto peso molecular (180-230 KDa) con
algunas variaciones de tamafo y secuencia de aminoacidos. Esta proteina fue descubierta
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por Holder y Freeman en 1982 y esta presente en la superficie del parasito Plasmodium que
se expresa durante la esquizogonia sanguinea empezando a ser detectable en el esquizonte
tardio, y se deposita en la membrana del merozoito como un complejo proteico derivado de
un proceso proteolitico asociado con otras moléculas como MSP-6, MSP-7 y MSRPI1-5
(Mello, et. al., 2002); la cual juega un papel muy importante en la invasion del eritrocito
(Holder, 1994; Takala et al., 2002).

En el estado eritrocitico del parasito, la MSP1 es mediada por un tnico gen la cual es
secretada como un precursor de 195 KDa y anclada en la membrana del esquizonte en
desarrollo por la via glicosil-fosfatidil-inositol a través de su dominio de anclaje GPI.
Antes del rompimiento del esquizonte la proteina es clivada por proteasas en cuatro
fragmentos de 83, 28-30, 38—45 y 42 kDa respectivamente (Figura 6). Este complejo de
proteinas permanece estable por accidon de fuerzas débiles y anclado a la superficie del
merozoito gracias al fragmento de 42 kDa (Blakman, 1990). Cuando se inicia la invasion a
un nuevo eritrocito, el fragmento de 42 kDa es nuevamente clivado para producir dos
segmentos, uno de 33-kDa (MSP-133) y otro de 19-kDa, segmento C-Terminal (MSP-1,y),
involucrado en la invasion del eritrocito pues permanece anclado a la membrana del
merozoito, una vez que todo el complejo molecular se desestabiliza y es desechado al
exterior de la célula (Blakman, 1990, Angov et al., 2003).

| 200 KDa‘ ‘ |

83 30 38 42
\ \ |
33 19f

Dominios tipo EGF

Figura 6. Fragmentos generados de los clivajes de MSP-1 de P. falciparum. Tomado de:
Valderrama et al., 2005.

El analisis de secuencias alélicas de MSP-1 de varios aislado de P. falciparum en
poblaciones naturales reveld que las variaciones de los genes es basicamente dimorfica
conteniendo cinco bloques conservado inter-espaciados, cinco bloques semiconservados y
siete bloques variables (Figura 7). La diversidad alélica de PIMSP-1 es generada por una
recombinacion intragénica entre diferentes alelos parentales durante la fase sexual que
ocurre en el mosquito Anopheles (Tanabe et al., 1987; Ferreira et al., 1998).
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Figura 7. Representacion de la MSP-1 de Plasmodium falciparum. Tomado de: Jennings
et al.,1998.

El fragmento MSP-1 19, que se encuentra ubicado en el extremo C-Terminal (bloque 17)
presenta dos dominios tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) asociados fuertemente
a funciones de union ligando-receptor (Blackman et al., 1991; Calvo et al., 1996; Morgan
et al., 1999). Cada uno de los dominios contiene tres puentes disulfuro que ayuda al
ensamblaje definido de algunos epitopes discontinuos y 6 residuos de cisteinas altamente
conservadas (Farley & Long, 1995; Angov et al., 2003).

La proteina MSP-1 esta comprometida en la unidon del parésito y la espectrina del globulo
rojo. En investigaciones in vitro con P. falciparum se demostrd que al bloquear los sitios
de union de PfMSP-1 a la espectrina del eritrocito se indujo un bloqueo en el desarrollo del
esquizonte, mostrando un papel funcional por parte del fragmento 190L (Herrera et al.,
1993). No so6lo la MSP-1 juega un papel importante en la unién al eritrocito sino que
también interacciona con otras proteinas como la MSRP 1-5 (Merozoite Surface Related
Protein 1-5), proveniente del parasito durante el desarrollo del esquizonte (Mello et al.,
2002). Estos hallazgos muestran que la proteina MSP-1 es esencial para el parasito y es un
candidato blanco para el desarrollo de vacunas.

2.6 MSP-1 DE Plasmodium vivax (PvMSP-1)

La PYMSP-1 es una proteina que proviene de un gen Unico llamado Pv200 y fue descrito
por Del Portillo y colaboradores (1991), del cual existen dos grupos alélicos diferentes y
divergentes entre si denominados Belem y Salvador I (Figtree et al., 2000). Este gen
codifica 1726 aminoacidos y al igual que PfMSP-1 de P. falciparum presenta una
organizacion tipo mosaico con regiones variables y regiones conservadas, sustituciones que
aumentan el grado de dimorfismo en bloques conservados y variables, y recombinaciones
alélicas como mecanismo para la generacion de nuevos alelos (Puntaporntip et al., 2002).
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El papel funcional y biolégico de PvMSP-1, no esta claro aun, pero se ha encontrado que
esta proteina contiene regiones de union de alta afinidad con regiones de la superficie de
los reticulocitos, denominadas HBRs (High Binding Activity Regions) de las cudles se han
identificado dos, la region HBRI localizada entre los aminoacidos 280-719 y la region
HBRII entre los aminodcidos 1060-1599 con un grado de identidad de mas del 25% entre
estas regiones (Rodriguez et al., 2002).

Alineamientos realizados con PVMSP-1 y MSP-1 de otras especies de Plasmodium
demostraron que se mantenian bloques conservados, secuencias de anclaje, una region N-
Terminal de péptido sefial, dominios EGF en la region C-Terminal ricos en cisteinas y otras
regiones que aun se desconoce su funcion (Del Portillo et al., 1991; Puntaporntip et al.,
2002). También la secuencia aminoacidica de la MSP-1 de P. vivax fue alincada con la
MSP-1 de P. falciparum y P. yoelii encontrando niveles de identidad de 35.6% y 34.3%,
respectivamente. El andlisis de las secuencias revelo la existencia de 7 bloques con mas del
50% de identidad entre las tres especies denominados ICB y tres conservados entre P. vivax
y P. falciparum, denominados CB (Figura 8) (Del Portillo et al., 1991).
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Figura 8. Descripcion inicial de los bloques de PvMSP-1. ICB: Bloques conservados inter-
especies (ICB), CB: Bloques conservados entre P. vivax y P. falciparum. Modificado de:
Del Portillo et al. 1991.

Mas recientemente, Putaporntip y colaboradores (2002), realizando un analisis del
polimorfismo de la PvMSP-1 usando 40 secuencias nucleotidicas (31 alelos diferentes)
originarias de diversas regiones geograficas del planeta, demostré que el gen tiene una
organizacion tipo mosaico con una gran heterogeneidad en la frecuencia de recombinacion
alélica. Estos autores encontraron un total de 13 bloques, 7 conservados con niveles
considerables de sustituciones nucleotidicas sinébnimas y 6 bloques variables compuestos
por un nimero limitado de repeticiones muy cortas ubicadas en tandem. Al igual que en P.
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falciparum (PfMSP-1) el bloque dos, es el mas variable con tres sub-bloques internos: a, b
y ¢ (Puntaporntip et al., 2002).

2.6.1 Region N-Terminal de la proteina MSP-1 de P. vivax. Dentro de la proteina
MSP-1 de P. vivax se ha logrado identificar un fragmento llamado Pv200L como una
subunidad altamente antigénica e inmunogénica que induce proteccion parcial contra los
estadios sanguineos de P. vivax (Egan et al., 2000). La Pv200L esta localizada hacia la
region N-Terminal de la MSP-1 de P. vivax y esta compuesta por un fragmento de alta
homologia con la subunidad Pf190L de P. falciparum y una region de alta capacidad de
union a los reticulocitos (Figura 9) (Valderrama et al., 2005).
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Figura 9. El gen Pv200L fragmentado y la localizacion en PVMSP-1. Tomado de:
Valderrama, 2004.

La expresion del fragmento Pv200L como una proteina recombinante en E. coli, demostrd
su capacidad inmunogénica y antigénica, ya que se determind que en sueros de individuos
de areas endémicas se presentaban altos niveles de IgG inducidos naturalmente contra la
EcPv200L. Observando que tanto pacientes con infeccion activa de P. vivax como
pacientes previamente expuestos a la infeccion con P. vivax presentaban anticuerpos contra
la proteina recombinante. Esta respuesta de anticuerpos en pacientes infectados podria
corresponder a una respuesta inmunoldgica temprana después de una infeccion natural. En
estudios posteriores en ratones BALB/c y en monos Aotus se determin6 que la ECPv200L
es inmunogénica e induce titulos altos de anticuerpos IgG (> 10°) inusuales en estos
modelo experimentales (Valderrama et al., 2005).

Estudios desarrollados por Putaporntip y colaboradores (2002) han demostrado que el perfil
de variabilidad del antigeno PvMSP-1 es de tipo mosaico, conformada por bloques de alta
variabilidad seguidos por bloques conservados. En la Figura 10 se muestra los bloques que
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conforman el fragmento Pv200L y la variabilidad de estos en aislados secuenciados de
Colombia, Brasil y Tailandia (Zuiiiga, 2006).
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Figura 10. Perfil de variabilidad del fragmento EcPv200L del antigeno PVMSP-1 y
estructura por bloques. Tomado de: Zuiiga, 2006.
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3 MATERIALESY METODOS

3.1 DISENO DE LOS SUBFRAGMENTOS

Basddos en las caracteristicas de polimorfismo descritas anteriormente (Figura 10), se
consideré que la secuencia de la ECPV200L podia divididirse en tres subfragmentos
aleatoriamente asi: ECPv200L-1, conformada por el bloque conservado 1 (1 pb -378 pb);
EcPv200L-2, conformada por el bloque variable 2 (379 pb- 684 pb); y EcCPv200L-3, que
contiene los bloques 3, 4 y 5 (684 pb- 1059 pb).

3.2 AMPLIFICACION DE LOS SUBFRAGMENTOS EcPv200L POR PCR

3.2.1 Diseflo de oligonucleodtidos para PCR. Se disefiaron oligonucleétidos para PCR
basados en el gen sintético 200l por analisis bioinformatico. Los oligonucleotidos
disefiados que se muestran en la Tabla 1 se alinearon por medio del programa BLASTn del
servidor NCBI para determinar su especificidad y fueron analizados con la herramienta
PrimerSelect del paquete de ADNstar para determinar la temperatura de anillaje y la
formacion de posibles estructuras secundarias.

Tabla 1. Los oligonucle6tidos de cada uno de los subfragmentos.

Subfragmento Oligonuclettidos
EcPv200L-1 | FBI: 5-gcatatgATCACCATCTTCCCGTCTG-3'
RBI1: 5'-gctcgagTTTGTTcTTGGTGATGAAA-3'
EcPv200L-2 | FB2: 5'-gcatatgGAAACCATCTCTAACATCA-3’
RB2: 5'-gctcgagTTCCAGCTGGTTGGTGTAG-3'
EcPv200L-3 | FB3: 5'-gcatatgGAAGCTCAGAAACTGATCG-3'
RB3: 5'-gctcgagGTGCGGGTAGGTTTCTTTC-3'

3.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La técnica de PCR siguid las
recomendaciones generales descritas por la casa comercial productora de la enzima ADN
polimerasa® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los subfragmentos se amplificaron en 25 ul de
reaccion en una mezcla de 100 pM de dNTPs (Invitrogen™), 100 ng de cada
oligonucledtido, 0.75 U de ADN polimerasa, 2.5 ul de tampon 10X y 0.95 ul de 5 mM
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MgCl,. Las reacciones de PCR se realizaron con un equipo PTC-100™ (MJ-Reserach, Inc
- Programmable Thermal Controller) programado asi: 1 precalentamiento a 94°C durante 5
minutos, 35 ciclos de amplificacion: denaturacion: 30 segundos a 94°C, anillamiento: 1
minuto a 55°C y amplificacion: 1 minuto a 72°C y un ciclo de finalizaciéon con 5 minutos a
72°C. Los tubos de PCR se mantuvieron a 4°C hasta que se realizaron los analisis por
electroforesis en gel de agarosa.

3.3 CLONACION, TRANSFORMACION Y SELECCION

3.3.1 Ligacion de los subfragmentos en pcDNA3.1/V5-His-TOPO. Una vez
amplificado los subfragmentos por PCR fueron ligados al vector de expresion
pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) de mamiferos. Este vector presenta
un sitio de clonaciéon multiple para productos de PCR, un origen de replicacion pUC que
permite la clonacion en células de E. coli y un promotor de citomegalovirus para expresar
proteinas en células de mamiferos, presentando en su region terminal un epitope C-
Terminal V5 y una serie de colas de histidinas para su identificacion (Anexol).

Las reacciones de ligacion en el vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO fueron realizadas de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Invitrogen, 2004). La mezcla se us6 para
transformar bacterias E. coli TOP10 competentes (Invitrogen). A partir de este punto una
vez clonados los tres subfragmentos el proyecto se enfocé en el fragmento EcPv200L-2 por
inconvenientes presentados en las técnicas aplicadas.

3.3.2 Doble digestion del subfragmento EcPv200L-2. Los productos ligados en el
plasmido pcDNA3.1/V5-His-TOPO fueron sometidos a digestion con 1U de cada una de
las enzimas de restriccion Ndel y Xhol (Promega, Madison, WI), en un volumen final de
reaccion de 60 ul. A la mezcla de reaccion se adicionaron 6 pl tampén 10X (Promega) y
0.2 ng BSA-acetilada, dejando reaccionar 3 horas a 37°C. El producto de digestion se
sometid a andlisis por electroforesis en gel de agarosa. Es importante recalcar, que el
subfragmento no poseian un sitio Ndel ni Xhol, estos sitios fueron incluidos en los
oligonucledtidos sentido y antisentido. Para la realizacion de este trabajo se hicieron
aproximadamente 70 numeros de digestion para la optimizacion de la clonacion.
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3.3.3 Electroforesis en Gel de agarosa. Un total de 5-10ul del producto de las
reacciones de amplificaciéon por PCR o de la doble digestion se usaron para la evaluacion
en gel de agarosa al 1.2% (p/v), utilizando el tampon TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 M, EDTA
ImM) y Bromuro de Etidio (0.5ug/ml). Las muestras se sometieron a electroforesis con
voltaje constante (80V) con una fuente de poder Power-Pac 300 (Bio-Rad, Hercules, CA),
durante 1 hora y mezcladas con tampon de carga tipo IV (Azul de Bromofenol 0.25%,
Xylene Cianole FF 0.25% y Glicerol al 30%). El marcador de peso molecular usado fue
1Kb DNA ladder (Invitrogen).

3.3.4 Purificacién de Insertos y Vectores. Siempre que fue necesario, el inserto y los
vectores fueron sometidos a purificacion usando el kit PureLink TM Quick Gel Extraction
Kit (Invitrogen) para la clonacion. En resumen, el inserto o vector se sometid a
electroforesis en agarosa al 1.2%(p/v). Fueron extraidas del gel la banda de tamafio de
306pb correspondiente al subfragmento EcPv200L-2, y la banda de 5310pb
correspondiente al vector pET-24a(+). Cada fragmento de gel con la banda se calento
durante 15 minutos a 55°C en el tampon GSI1, la mezcla se depositdé en una columna
“Quick gel extraction™” y se centrifugd durante 1 minuto a 10000 rpm (revoluciones por
minuto). Posteriormente se lavo con 500 ul de tampon GS1, luego con 700 pl de tampon
W9, dejandolo en la columna por 5 minutos y se centrifugd a las mismas condiciones. El
ADN se eluy6 con 50 ul de agua estéril y se cuantifico usando el espectrofotdémetro Smart-
Spec plus (Biorad, Hercules, CA). EI material recolectado se congelé a —20°C hasta ser
utilizado nuevamente.

3.3.5 Ligacion del inserto EcPv200L-2 en pET-24a(+). Realizada la doble digestion de
acuerdo a lo explicado en el numeral 3.3.2, y la purificacioén del subfragmento a partir del
plasmido pcDNA3.1 explicado en el numeral 3.3.4, el subfragmento fue ligado en el vector
de expresion en procariotas pET24a(+). Este vector presenta un sitio de clonacion multiple
formado por enzimas de restriccion, un origen de replicacion Ori, la expresion en
procariota esta regido por un promotor T7, seguido por un operon lac, y confiere una serie
de colas de histidina para la identificacion de la proteina (Anexo 1).

Para la ligacion del inserto, el vector de expresion pET-24a(+) fue previamente abierto
usando las enzimas de restriccion Xhol y Ndel (Promega) y purificado a partir de un gel de
agarosa al 1.2% (p/v). El inserto fue ligado al vector usando 1 unidad de ADN ligasa T4
(New England Biolabs, Ipswich, MA), cocientes molares 3:1 inserto:vector. Para
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transformar bacterias E. coli competentes BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen®) se hicieron
ligaciones de 1 hora a temperatura ambiente y de 18 horas a 4°C y a 16°C.

3.3.6 Preparacion de bacterias Escherichia coli competentes. Se incubaron bacterias
E. coli TOP10 o BL21 (DE3) pLysS en medio solido Luria Bertani (LB) durante 16 horas.
Se tomo una unidad formadora de colonias (UFC) y se cultivo en el medio liquido LB a
37°C a 250 rpm. Se tomaron 2.5 ml del cultivo anterior y se sembrd en 50 ml de medio
liquido LB hasta alcanzar un ODg3p de 0.6, luego las bacterias se transfirieron a tubos
conicos de 50 ml y centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El paquete de
bacterias se resuspendid en 10 ml de CaCl, 100 mM y se dejaron durante 20 minutos en
hielo. Posteriormente se centrifugd a las mismas condiciones y se resuspendié en 2 ml de
CaCl; a 100 mM con 20% de glicerol estéril. Las células se congelaron (-70°C) hasta su
uso. La eficiencia de las células fue de 1x10” UFC- pg de DNA plasmidico.

3.3.7 Transformacion de bacterias E. coli competentes. Las bacterias E. coli
competentes preparadas en el laboratorio (TOP10) o comerciales BL21(DE3)pLysS
(Invitrogen®) se transformaron por choque térmico. Se depositaron 1-5 pl de la mezcla de
ligacion en 50 pl de bacterias competentes descongeladas. Luego de 30 minutos en hielo,
las bacterias se sometieron a choque térmico durante 30 S — 1 min a 42°C, trasladandolas
inmediatamente a hielo durante 5 minutos. Las bacterias transformadas se incubaron
durante 1 hora a 37°C en agitacion constante (300 rpm) en el medio LB sin antibioticos y
posteriormente se sembraron en medio agar LB con antibioticos para la seleccion de las
bacterias con el inserto. Para las bacterias competentes E.coli BL21 (DE3) pLysS
transformadas con los insertos en pET-24a(+) se seleccionaron en cajas de agar LB
enriquecido con Kanamicina (100 pl/ml) y para las bacterias competentes TOP 10 con los
insertos en pcDNA3.1/V5-His-TOPO la seleccion se realizd en cajas de agar LB
suplementado con Ampicilina (100 pl/ml). Los clonos positivos se procesaron por
miniprep para la extraccion del DNA plasmidico y verificar la clonacion y el marco de
lectura.

3.3.8 Miniprep. Para la extraccion de ADN plasmidico de los clonos recombinantes, se
sembré 1 UFC en medio liquido LB enriquecido con antibidtico y se incubd durante 16
horas a 37°C a 300 rpm. Luego este cultivo se transfiri6 a un tubo eppendorf de 1.5 mly
se centrifugd a 10000 rpm por 30 S a 4°C. El paquete de bacterias se resuspendio en 100
ul de la solucion I (50 mM glucosa, 25 mM tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH: 8.0) y en
200 pl de la solucion II (0,2 N NaOH, 1% SDS). Luego se adicionaron 150 pl de la
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solucion IIT (AcK 5 M, Acido acético glacial 3 M) se mezcld por inversion y se centrifugd
a 14000 rpm durante 5 min. EI sobrenadante se mezclé con 2 volimenes de etanol y se
centrifugd a las mismas condiciones anteriores. El producto obtenido se lavo con etanol al
70%. El DNA se resuspendio en 50 pl de agua estéril y se guardé a -20°C.

3.4 VERIFICACION Y MARCOS DE LECTURA

3.4.1 Andlisis enzimas de restriccion. En todos los casos para verificar la presencia del
inserto en los vectores y para verificar la presencia del inserto correcto se realiz6 una doble
digestion con las enzimas Pvull y BamHI; y con las enzimas Ndel y Xhol. Se utiliz6 1U
de cada enzima de restriccion en un volumen final de 20 pl de reaccion. A la mezcla de
reaccion se adicionaron 6 pl tampon 10X (Promega) y 0.2 ug BSA-acetilada, dejando
reaccionar durante 3 hora a 4°C. EIl producto de la digestion se sometid a un analisis por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

342 PCR. Para verificar la presencia de alguna contaminacion en los clonos
recombinantes, cada clon fue sometido a una amplificacion con cada uno de los
oligonucledtidos disefiados para cada subfragmento. El producto de PCR se someti6 a un
analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

3.4.3 Secuenciacion. Para verificar el marco de lectura y la ligacion del inserto en el
plasmido pcDNA3.1 en la direccion correcta, se realizd secuenciacion en ambas
direcciones en un secuenciador ABI Prism 3100 — Avant (Applied Biosystem, Foster City,
CA) usando el kit BigDye terminador v3.1. Para la secuenciacién se utilizaron los
cebadores T7 sentido y BGH antisentido.

3.5 EXPRESION DEL SUBFRAGMENTO EcPv200L-2

3.5.1 Expresion en bacterias E. coli

o,

% Determinacion de Expresion. Para la determinacion de la expresion de la proteina
EcPv200L-2 se inocularon 3ml de LB suplementado con 30 pg/ml de Kanamicina con 1
UFC de cada uno de los clonos recombinantes en pET-24a(+) en BL21 (DE3). Se incubo
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durante 15 horas durante la noche (O/N) a 37°C en una incubadora con agitacion a 250
rpm. Posteriormente se inocularon 25 ml de LB con Kanamicina (30 ug/ml) con 250 ul del
cultivo O/N y se incub6 a 37°C — 250 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD) entre
0,600-1,000 a 600 nm. Esta densidad se alcanzd aproximadamente a las 3 horas. Una vez
alcanzada la OD, se removieron 2 ml de cada cultivo y se centrifugaron a maxima
velocidad (10.000 rpm) durante 5 minutos. El sobrenadante se descart6 y se resuspendio el
paquete de bacterias en 150 pl de buffer Laemmli 2x (0.06 M tris-HCl, 5% SDS, 0.7 M 2-
mercaptoetanol, con 1 M DTT a 50 mM por cada unidad (1,000) de absorbancia; esta
solucion se calentd a 65°C durante 10 min). Luego se incub6 durante 5 min a 95°C, se
transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se guardd a -20°C. Este tltimo cultivo se uso
como control de la expresion sin induccidon y se uso para inducir la expresion del
subfragmento de EcPv200L-2 con IPTG (isopropil B-D-1-thiogalactopyranoside).

e Induccion de la Expresion. Para la induccion de la expresion del subfragmentos
EcPv200L-2 se adicionaron 20 pl de 1 M IPTG, para obtener una concentracion final de 1
mM IPTG, esta mezcla se incubd en una incubadora con agitacion a 37°C y 250 rpm
durante 3 horas. Después de este tiempo se realizaron las lecturas de absorbancia y se
procedié a procesar las muestras como se indico anteriormente. Las alicuotas procesadas
se almacenaron a -20°C hasta su evaluacion por Inmunoblot.

« Expresion a mediana escala en bacterias E. coli

e Fermentacion e induccion de expresion. Para la induccion de la expresion de la
proteina EcPv200L-2 se siguieron las recomendaciones descritas en el manual The
QIAexpressionistTM de Qiagen (Valencia, CA) y el procedimiento operativo estdndar
(POE) ML-01-POE-002 “Induccion de expresion y extraccion de proteina recombinante
EcPv200L”, del Instituto de Inmunologia del Valle. Inicialmente se inoculéo 1 UFC en 50
ml de medio liquido LB suplementado con Kanamicina (30 pg/ml) y se incubaron (37°C —
250 rpm) durante 16-18 horas (“toda la noche™). Se Adiciono6 el precultivo a 2 L. de medio
LB liquido sin antibidtico y se incubo a 37°C — 250 rpm hasta obtener una densidad optica
de ODs¢3p de 0.6. Luego se adicionaron 2 mM IPTG y se incubaron bajo las mismas
condiciones durante 2 horas mas.

Extraccion proteica. El producto de la fermentacion se recuperd por centrifugacion a
5000 rpm a 4°C durante 20 minutos. La pasta celular obtenida se someti6 a digestion de las
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paredes celulares de acuerdo a las recomendaciones descritas en el manual The
QIAexpressionistTM de Qiagen y en el POE ML-01-POE-002. En resumen, se
adicionaron 5 ml de buffer A (NaH,PO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM, imidazol 10 mM,
GuHCI 8 M, pH:8) y 5 ml de buffer B (NaH,PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM, Imidazol 10
mM, Urea 8 M, pH:8) por cada 2 mg de pasta celular a disolver. Esta mezcla se agitd
durante 2 a 4 horas hasta que las bacterias se disolvieron completamente. Este material fue
considerado como la fuente primaria de proteina recombinante.

3.5.2 Expresion en células de mamifero (HEK 293-F)

% Transfeccion de células HEK 293-F. Para expresar el subfragmento EcPv200L-2
como una proteina recombinante en un sistema eucaridtico, se transfectaron las células
embrionarias de rifion humano (HEK 293-F). Estas células se caracterizan por estar
inmortalizadas con un adenovirus tipo 5. Mediante un complejo liposomal se introduce el
DNA plasmidico a la célula en donde la interaccion con la membrana celular permite su
absorcion por endocitosis y después su liberacion en el citoplasma.

Para la transfeccion de las células se utilizaron placas de seis pozos que contenian OPTI-
MEM I Reduced Serum médium (GIBCO/Invitrogen) con 3 a 4 ug de ADN, al cual se le
adiciono lipofectamina 2000 (GIBCO/Invitrogen) y se incubd durante 45 min. Una vez
formado el complejo liposomal se adicionaron aproximadamente 2x10° células en 200 pl
de OPTI-MEM 1 (GIBCO/Invitrogen), y se incubaron a 37°C. Posteriormente a las 48
horas post-transfeccion las células se centrifugaron a 100 rpm durante 4 min y se
resuspendieron en 1 ml de medio Dulbecco’s Eagle’s modificado, conteniendo 10% de
suero fetal bovino y Gentamicina (300 pg/ml), para seleccionar Unicamente las células
transfectadas y resistentes a el antibiotico. A las 24 horas de permanecer en el medio
selectivo se centrifugaron las células para luego lisarlas en el amortiguador de lisis y el
sobrenadante del cultivo se guardé a -20°C para el analisis proteico.

o,

% Lisis de las células HEK-293F. Las células transfectadas guardadas en el paso
anterior fueron lavadas con PBS 1X y resuspendidas en amortiguador de lisis (50 mM tris,
pH7.8/ 150 mM de NaCl/ 1% triton 100x/ inhibidor de proteasas) durante 10 min a 37°C.
Luego fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C, tanto el sobrenadante
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como el precipitado resultado de la lisis fueron guardados a —20°C para su respectivo
analisis.

3.5.3 Gel de Acrilamida. Las muestras producto de la lisis celular tanto para las
obtenidas en el sistema procaridtico como las del sistema eucariotico, fueron analizadas
con electroforesis de gel de acrilamida (SDS-Page) con el fin de determinar la
homogeneidad de las poblaciones proteicas y el peso molecular aproximado de la proteina
EcPV200L-2. Las condiciones estandar para ello fueron geles de 15% en condiciones
desnaturalizadas, la corrida en el gel se realiz6 a 80V durante 20 min y a 100V durante 2,5
hrs, de cada muestra se tomaron 5 ul y se incubaron a 95°C durante 10 min; y
posteriormente se realizé una tinciéon con Azul de Coomassie y una tincidén con plata a los
geles cuando fue necesario. Este procedimiento se realizo varias veces hasta obtener una
corrida adecuada de las muestras. Como control de la corrida electroforetica se utilizo la
proteina EcPv200L (5ug).

3.5.4 Inmunoblot. Para determinar la expresion proteica del subfragmentos ECPv200L-2
se realizd un andlisis de Inmunoblot utilizando anticuerpos dirigidos contra las colas de
histidinas, proporcionadas por el plasmido pET24a(+) y anticuerpos especificos para la
EcPv200L obtenidos a partir de monos Aotus inmunizados con la proteina EcPv200L. Las
muestras se corrieron en un gel SDS-Page y la electrotransferencia se realizd6 en una
membrana de PVDF con un voltaje de 30V durante 18 horas. El sistema de transferencia
se ensambl6 de la siguiente manera: una espuma, un papel de filtro, un gel de SDS-page,
una membrana de PVDF, un papel filtro y una espuma, en buffer de electrotransferencia.
Como control de la prueba se utilizo la proteina EcPv200L (5pug).

Para realizar la prueba de Inmunoblot se utilizaron 50 ml de la solucién de bloqueo (TBS
Ix/Tween 20/BSA) durante 2 hrs y la membrana se lavé con 50 ml de la solucion de lavado
(Tween 20/TBS 1x) durante 5 min. Luego se incubd durante 1,30 hr con anticuerpos anti-
His de ratén o con sueros de monos Aotus inmunizados con la proteina EcPv200L diluido
en solucion de anticuerpo (TBS1x/Tween 20/BSA) en una proporcioén de 1:3000 y 1:2000
respectivamente. Nuevamente la membrana se lavé durante 3-8 min en la solucion de
lavado, se incub6 con anti-raton IgG (1:20.000) o anti-human (1:10.000) respectivamente,
diluido en solucién de anticuerpo y la membrana se lavd nuevamente durante 3-8 min. Por
ultimo se revel6 lo obtenido con una pastilla de substrato (BCIP/NBT Sigma Phast) diluida
en 10 ml de agua tipo I, hasta obtener la intensidad deseada.
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3.6 PURIFICACION

La separacion y purificacion de la proteina EcPv200L-2, de las proteinas de la bacteria
E.coli, se realizo por cromatografia de afinidad con ion inmovilizado (Niquel) (IMAC). La
muestra de la pasta celular obtenida en la extraccion proteica, fue diluida en una proporcion
de 1:5 en el buffer A (2 M GuHCl/2 M Urea/25 mM Imidazol/PBS 1X/pH 7,4) filtrado a
través de filtros Sartorius 0.8 — 0.45 um. El volumen final obtenido (+ 150 ml) fue pasado
a través de una columna de 1,6x10 (5ml) rellena con agarosa Ni-NTA (Qiagen®), lo que
corresponde a una carga de 5 volimenes de columna (CV), previa equilibracion con 5 CV
del buffer A. Posteriormente las proteinas no unidas o unidas débilmente se lavaron con 5
CV del buffer A. La elusion se realizé con 5 CV del buffer B (2 M GuHCI, 2 M Urea, 300
mM Imidazol, PBS 1X/pH 7,4). La proteina eluida fue fraccionada en volimenes de 5 ml
y analizada posteriormente en un gel de poliacrilamida (SDS-Page).

3.7 DETERMINACION DE ANTIGENICIDAD

La proteina recombinate EcPv200L-2 purificada fue usada para determinar el nivel de
reconocimiento por anticuerpos presentes en los sueros de ratones BALB/c previamente
inmunizados con la proteina completa EcPv200L con dosis de 50ug y el nivel de
reconocimiento por anticuerpos presentes en los sueros de individuos de areas endémicas
infectados por P. vivax en el momento de tomar la muestra.

3.7.1 Sueros. Se utilizaron sueros de individuos de darea endémica evaluados
previamente por ELISAs. Los sueros obtenidos de 73 pacientes de area endémica que se
usaron para este proyecto provienen del proyecto “Identificacion de la actividad
bloqueadora de la transmision (TBA) en una area endémica para malaria por P. vivax en
Colombia (Estudio A1)”, ejecutado por el Instituto de Inmunologia del Valle; revisado y
aprobado por el Comité Institucional de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud
de la Universidad del Valle, el dia 15 de abril de 2005; Acta No. 060 del 2005. El uso de
estos sueros para el presente proyecto fue aprobado por el Comité de Etica Humana de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle, el dia 13 de noviembre del 2007; Acta No.
021-07 (Anexo 2).
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Los 7 sueros de ratones BALB/C previamente inmunizados con la proteina completa
EcPv200L que se usaron provienen del proyecto “Antigenicidad e inmunogenicidad del
extremo N-terminal de la proteina de superficie del merozoito (MSP-1) de Plasmodium
vivax”. Aprobado por el Comité de Etica Animal de la Universidad del Valle, el dia 20 de
mayo de 2003, acta No. 22. El uso de estos sueros para el presente proyecto fue avalado
por el Comité de Etica Animal de la Universidad del Valle el dia 19 de febrero del 2008;
Acta No. 01 de 2008 (Anexo 3).

3.7.2 ELISA. Para determinar el reconocimiento de los anticuerpos de ratones y los
anticuerpos de individuos de areas endémicas contra la proteina EcPv200L-2 se realizaron
ELISAs de acuerdo al POE Procedimiento para la realizacion de ELISAs SE-01-POE-001
del Instituto de Inmunologia del Valle (IDIV), y se prepar6 el antigeno de acuerdo al IOE
Instructivo para preparacion del antigeno para ELISA SE-01-I0E-001, del IDIV. Placas de
96 pozos fueron incubadas durante toda la noche con el antigeno EcPv200L-2 resuspendido
en PBS1x. Una vez terminada la incubacion se procedid a bloquear las placas con solucion
de bloqueo (PBS1x, Tween 20 0.05%, leche 5%) durante 2h, luego fueron lavadas con
PBS1x/ Tween 20 0.05% y flanqueadas con los sueros problemas diluidos 1:200 en
solucion de anticuerpos (PBS1x, Tween 20 0.05%, leche 2.5%). Nuevamente fueron
lavadas e incubadas con el conjugado anti-human marcado con fosfatasa alcalina diluido
1:1000 en solucién de anticuerpos. Las muestras fueron reveladas con el sustrato para-
nitrofenil fosfato (p-NPP) (Sigma, St. Louis, MO) durante 45min y analizadas en un
Espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm (MRX dynex).

En el ensayo con los sueros de individuos de area endémica se uso como control sueros de
individuos que nunca habian tenido malaria y no habian estado expuestos a parasitos del
género Plasmodium spp. El punto de corte para determinar positivos y negativos se definio
como el promedio de las densidades Opticas de los controles negativos internos en cada
ensayo mas 3 veces la desviacion estandar (SD) correspondiente. Respondedor positivo se
definié6 como aquellos en los que la barra de error de Y (£1 SD) no cruzara el punto de
corte de 1.
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4 RESULTADOS

4.1 DISENO Y AMPLIFICACION DE LOS SUBFRAGMENTOS EcPv200L
MEDIANTE PCR

Una vez decididos los subfragmentos EcPv200L se utilizaron los oligonucleotidos descritos
previamente para la amplificacion de los mismos. Los productos de PCR obtenidos para
cada subfragmento fueron los esperados. Fragmentos de 392pb para el subfragmento
EcPv200L-1, de 320pb para el subfragmento EcPv200L-2 y de 389pb para el subfragmento
EcPv200L-3, como se observa en la Figura 11. Los pesos moleculares fueron analizados
con un fotodocumentador GBox con el software GenSnap.

Figura 11. Amplificacion de los subfragmento ECPV200L. Lineas 1) MWM; 2 y 3)
EcPv200L-1 (392pb); 5 y 6) ECPV200L-2 (320pb); 8 y 9) ECPv200L-3 (389pb); 4,7, 10 y 11)
Controles de reaccion.

4.2 CLONACION Y ANALISIS DE LOS SUBFRAGMENTOS EcPv200L

4.2.1 Clonacion de los subfragmentos EcPv200L en el vector de expresion
eucariotica pcDNA3.1/V5-His-TOPO. La ligacion de los fragmentos con el plasmido
pcDNA3.1/V5-His-TOPO fue positiva. Se obtuvo un promedio de 20 unidades formadoras
de colonia (UFC) de clonos recombinantes para cada subfragmento y para el control
positivo (PUC). En cada caso se selecciond una UFC para analisis por miniprep como se
observa en la Figura 12. Para el subfragmento EcPv200L-1 se observo un tamafio de 5915
pb, para el subfragmento EcPv200L-2 de 5843 pb y para el subfragmento EcPv200L-3 de
5898 pb.
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Figura 12. ADN plasmidico a partir de clonos recombinantes en el plasmido
pcDNA3.1/V5-His-TOPO. Lineas: 1) MWM, 2) EcPv200L-1; 3) EcPv200L-2; 4) EcPv200L-3.

El andlisis RFLP de los plasmidos recombinantes de cada uno de los subfragmentos
realizada con las enzimas de restriccion Pvull y BamHI demostré la presencia de los
fragmentos esperados y su insercion en la direccion correcta.

Tabla 2. Fragmentos esperados al digerir con Pvull y BamHI los clonos recombinantes de
cada subfragmento.

Muestras Fragmentos esperados (inserto en Fragmentos esperados (inserto en la
direccién correcta) direccion incorrecta)
Enzimas Enzimas
Pvull + BamHI Pvull BamHI | Pvull + BamHI Pvull | BamHI
pcDNA3.1 + 207pb 627pb 5615pb Igual Igual Igual
Subfragmento 627pb 1071pb
EcPv200L-1 1071pb 1097pb
1097pb 3119pb
2912pb
pcDNA3.1 + 339pb 424pb 5843pb 45 pb 717 pb | 5843 pb
Subfragmento 424pb 1071pb 717 pb 1071pb
EcPv200L-2 * 1071pb 1097pb 1071pb 1097pb
1097pb 3251pb 1097pb 2956pb
2911pb 2911pb
pcDNA3.1 + 832pb 1071pb | 5912pb Igual Igual Igual
Subfragmento 1071pb 1097pb
EcPv200L-3 1097pb 3354pb
2911pb
* La enzima Pvull corta al inserto en el extremo Terminal (por tanto se puede observar si el inserto
entr6 en direccion correcta)

44



Figura 13. Doble digestion del subfragmento ECPV200L con las enzimas de restriccion
Pvull y BamHI. Lineas: Doble digestion Pvull y BamHI 1) EcPv200L-1; 2) EcPv200L-3 y
3) EcPv200L-2. Digestion con Pvull: 5) ECPv200L-1; 5) EcPv200L-3 y 7) EcPv200L-2.
Digestion con BamHI: 9) EcPv200L-1; 10) ECPv200L-3 y 11) EcPv200L-2. 4y 8§) MWM.

Con el fin de confirmar que la insercion de los subfragmentos 1y 3 se habia realizado en
la direccion correcta los plasmidos recombinantes fueron sometidos a una segunda
digestion con las enzimas Ndel y Xhol. En la Tabla 3 se observa los posibles fragmentos

esperados al ser digeridos.

9 10 11

5912 pb

Tabla 3. Fragmentos esperados al digerir con Ndel y Xhol los clonos recombinantes

Muestras Fragmentos esperados (si el inserto Fragmentos esperados (si el inserto
esta en correcta direccion) no esta en correcta direccion)
Enzimas Enzimas
Ndel+ Soy Ndel Xhol Ndel+ Xhol Ndel Xhol
pcDNA3.1 39pb 468pb | 39pb 39pb 860pb 431pb
+ Bloque 1 | 391pb 5445pb | 5913pb | 391pb 5053pb | 5482pb
470pb 470pb
5014pb 5014pb.
pcDNA3.1 39pb 468pb | 39pb 39pb 553pb 428pb
+ Bloque 3 | 389pb 5403pb | 5871pb | 389pb 857pb 5482pb
468pb 468pb
5014pb 5014pb
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De acuerdo a la Figura 14 la doble digestion con Ndel y Xhol produjo las bandas esperadas
para cada uno de los subfragmentos, confirmando la correcta direccion de los
subfragmentos en el plasmido.

1 2 3} 4 6 7 8
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Figura 14. Doble digestion del subfragmento ECPV200L con las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol. Lineas: Doble digestion Ndel y Xhol 1) ECPv200L-3 y 2) EcPv200L-1. Digestion
con Xhol: 4) EcCPv200L-3 y 6) EcPv200L-1. Digestion con Ndel: 7) ECPv200L-3 y 8) EcPv200L-
1. 5) MWM. 3) control de reaccion.

Una vez confirmada la clonacion de los tres subfragmentos en el plasmido pcDNA3.1 en
direccion correcta, se realizd PCR para identificar posibles contaminaciones. Cada clon
recombinante fue evaluado con pares de oligonucledtidos correspondientes a los tres
subfragmentos, encontrandose que  ninguno de los clonos recombinantes estaba
contaminado; cada uno amplifico especificamente con el par de oligonucledtidos
correspondiente (Figura 15). Posteriormente se procedié a su secuenciacion, la cual
confirmé la presencia del fragmento correspondiente en el marco de lectura adecuado
(Anexo 4).
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Figura 15. Amplificacion de los subfragmentos ECPV200L en el plasmido pcDNA3.1/V5-
His-TOPO con cada uno de los oligonucleotidos. A. Amplificacién del subfragmento
EcPv200L-1. Lineas 1) oligonucleotidos subfragmento 1; 4) oligonucleétidos subfragmento
2, 6) oligonucleotidos subfragmento 3. B. Amplificacion del subfragmento ECPv200L-2.
Lineas: 9) oligonucleo6tidos subfragmento 1; 11) oligonucledtidos subfragmento 2; 14)
oligonucleotidos subfragmento 3. C. Amplificacion del subfragmento ECPV200L-3. Lineas:
16) oligonucledtidos subfragmento 1; 18) oligonucledtidos subfragmento 2; 21)
oligonucleétidos subfragmento 3. 2,5, 7, 10, 12, 15, 17, 19 y 22) Controles de reaccion; 3,
13y 20) MWM.

4.2.2 Clonacion del subfragmento EcPv200L-2 en vector de expresion pET24a(+).
Tanto el plasmido pET24a(+) como el plasmido pcDNA3.1 recombinante conteniendo el
subfragmento EcPv200L-2, fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol
con el fin de liberar el fragmento y generar extremos cohesivos (Figura 16). Los
fragmentos fueron purificados, ligados con el plasmido pET24a(+) y transformados como
se explica en la metodologia. La transformaciéon con el producto de ligacion a 16°C
(plasmido pET24a(+) con EcPv200L-2) fue negativa, para la ligacion a 4°C fue positiva.
Se obtuvieron un promedio de 15 UFC de clonos recombinantes y 50 UFC para el control
positivo (PUC). Se seleccionaron UFC para analisis por miniprep de cada uno de los
subfragmentos como se observa en la Figura 17 y posteriormente los ADN plasmidicos se
analizaron por RFLP y PCR.
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5310 pb

Figura 16. Doble digestion con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel. Lineas: 1) Plasmido
pET24(a)+; 3) subfragmento ECPV200L-2; 2y5) MWM; 4y6) control de reaccion.

5620 pb

Figura 17. Extraccion de DNA plasmidico de clonos recombinantes ECPv200L-2. Lineas:
1) MWM; y 2y3) Clonos recombinantes.

Es importante recalcar que aunque los controles indicaron que la transformacion funcion6
adecuadamente, la transformacion con los productos EcPv200L-1 y EcPv200L-3 fue
repetidamente negativa.

Los ADN plasmidicos de los clonos recombinante pET24a(+) conteniendo EcPv200L-2
fueron analizados con la enzima de restriccion Pvull encontrandose los subfragmentos
esperados (Tabla 4 y Figura 18).
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Tabla 4. Fragmentos esperados al digerir con Pvull los clonos recombinantes con el
plasmido pET24a(+)

Muestra Enzima de restriccion Pvull
Fragmentos esperados si el inserto | Fragmentos esperados si el inserto
esta en correcta direccion no esta en correcta direccion
PET24a(+) + 93 pb 93 pb
Bloque 2 999 pb 999 pb
1736 pb 1446 pb
2722 pb 3019 pb
pET24a(+) 999 pb
4218 pb

1650ph  pamd

1000ph e S

—

Figura 18. Digestion con la enzima de restriccion Pvull de clonos recombinantes
EcPv200L-2. Lineas: 1) MWM; 2-5) subfragmento ECPV200L-2 en el Plasmido pET24(a)+; 6)
Plasmido pET24(a)+; 7) control de reaccion.

Una vez mads, confirmada la clonacioén del sub-fragmento en el plasmido pET24(a)+ en
correcta direccion, se realizo PCR para identificar potenciales contaminaciones. Como se
observa en la Figura 19, ninguno de los clonos recombinantes presentd contaminacion por
cuanto solo amplifico el subfragmento EcPv200L-2 de 306 pb. Posteriormente se procedid
a su secuenciacion, la cual confirmoé la presencia del subfragmento EcPv200L-2 en el
plasmido pET24a(+) en el marco de lectura adecuado (Anexo 5).
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Figura 19. Amplificacion del sub-fragmento ECPV200L-2 en el plasmido pET24(a)+
Lineas 1) MWM; 2-5) EcPv200L-2 (306pb); 7) Control positivo; y 6 y 8) Control de
reaccion.

4.3 EXPRESION DEL SUBFRAGMENTO EcPv200L-2 COMO PROTEINA
RECOMBINANTE EN E. coli.

La expresion del subfragmento se llevo a cabo utilizando bacterias competentes E.coli
BL21 (DE3) pLysS durante 2h con IPTG 1mM. Mini preparaciones proteicas de 5 ml
fueron sometidas a extraccion proteica por lisis desnaturalizante con Urea 8M y fueron
analizadas por SDS- PAGE (Figura 20). Como se esperaba, los clonos recombinantes
(pET24a(+)-EcPv200L-2) generaron la expresion de EcPv200L-2 originando una banda
aproximada de 15-20kDa (Lineas: 3 y 5 de la Figura 20), lo cual solo ocurri6 con bacterias
transformadas.

75 kD
50kD
37kD
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'
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Figura 20. Expresion de EcPv200L-2 en bacterias E. coli BL21 (DE3) pLysS. Lineas: 1)
MWM. Con Induccion IPTG: 3) BL21 + EcPv200L-2 NR, 5) BL21 + EcPv200L-2 R; 8)
BL21 NR. Sin Induccién: 2) BL21 + EcPv200L-2 NR; 4) BL21 + EcPv200L-2 R y 7)
BL21 NR. 10) Control positivo EcPv200L (5pg). NR: condiciones no reducidas, R:
reducidas.
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El perfil de expresion fue confirmado por Inmunoblot usando un anticuerpo comercial
dirigido contra la cola de histidinas de las proteinas recombinantes como se puede observar
en la Figura 21. En el ensayo se evidencid un reconocimiento positivo de una banda entre
15 y 20kDa, peso esperado para la proteina recombinante EcCPv200L-2. Compuesto por 11
KDa correspondientes a la cadena polipeptidica y 5-8 KDa que provee la cola de histidinas.
Es importante mencionar que a pesar de observar contaminantes en las preparaciones
proteicas, estas fueron reconocidas por los anticuerpos anti/his, sin intervenir en la
identificacion de la proteina EcPv200L-2.

75 kD

50 kD
37kD

25kD
20 kD

15 kD

AN M A A

10 kD

Figura 21. Reconocimiento de las colas de histidina de la proteina EcPv200L-2 expresada
en E.coli. Lineas: 1) MWM. Con Induccion IPTG: 3) BL21 + EcPv200L-2 NR, 5) BL21 +
EcPv200L-2 R; 8) BL21 NR. Sin Induccion: 2) BL21 + EcPv200L-2 NR; 4) BL21 +
EcPv200L-2 R y 7) BL21 NR; 10) Control positivo EcPv200L (5pg). NR: condiciones no
reducidas; R: condiciones reducidas.

Una vez identificada la proteina se procedio a expresarla a mediana escala y a purificarla
para obtener proteina suficiente para realizar estudios de antigenicidad. Para esto se
purifico la proteina en una columna de niquel diluida en 5ml de buffer de elucion;
recolectando la proteina en fracciones de Iml de muestras como se observa en la Figura
22a. Después de confirmar por SDS-PAGE que las muestras fueron centrifugadas en tubos
conteniendo un filtro (millipore, Bedford, MA) (Figura 22b). La cuantificacion se realiz6
por espectrofotometria realizando una curva de calibracién con una proteina de peso
molecular similar a la proteina EcPv200L-2.
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Figura 22. Purificacion de la proteina EcPv200L-2 tras pasos por IMAC. A. muestras
recolectadas. Lineas: 1) MWM. 2-9) Fracciones recolectas por intervalos de 1ml. B.
EcPv200L-2 concentrado (10ug). Lineas: 1) MWM; 2,4,6,8 y 9) EcPv200L-2. Gel de
poliacrilamida al 15% tenido con azul de Coomasie.

Nuevamente se confirmé por Inmunoblot la expresion usando un anticuerpo policlonal
(Anti-EcPv200L), inducido por inmunizacion en primates del genero Aotus con la proteina
recombinante EcPv200L formulada en adyuvante Montanide. Como se observa en la
Figura 23, los anticuerpos reconocieron la proteina EcPv200L-2 (linea 2) y reconocieron el
control positivo de la prueba (EcPv200L).

EcPv200L

Figura 23. Reconocimiento de la proteina EcPv200L-2 con anti-EcPv200L. Lineas: 1)
MWM. 2) EcPv200L-2; 10) Control positivo EcPv200L (5pg).
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4.4 EXPRESION DEL SUBFRAGMENTO EcPv200L-2 COMO PROTEINA
RECOMBINANTE EN CELULAS HEK 293-F

Se transfectaron 4x10° células HEK 293-F con el plasmido recombinante pcDNA3.1-
EcPv200L-2. La transfeccion se realizé con liposomas a razoén de 8 pg de plasmido por
cada 2x10° células. En la Tabla 5 la viabilidad celular 48 horas después fue del 60% en un
total de 1,2x10° células/ml. Luego de 24 horas en medio selectivo con gentamicina la
viabilidad celular fue de 19% en un total de O,SXIO6 células/ml. Como control se utilizaron
células HEK 293-F sin transfectar en una concentracion de 2x10° células/ml.

Tabla 5. Viabilidad de las células transfectadas con pcDNA3.1/EcPv200L-2

No. de células % viabilidad 48h post-[% viabilidad 24h post- siembra en
transfectadas ftransfeccion medio selectivo (Gentamicina)

4 x10° células 60 % (1.2x10° células/ml) [19% (0.5x10° células/ml)

El andlisis electroforético de las células transfectadas y los controles lisados mostrd que
solo las células transfectadas con pcDNA3.1/EcPv200L-2 generaron la expresion de
EcPv200L-2, observando una banda aproximada de 15-20kDa peso esperado para la
proteina recombinante (Figura 24).
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Figura 24. Expresion de EcPv200L-2 en células 293 HEK293-F. Lineas: 1) MWM, 2) 293
Transfectadas — P lisis, 3) 293 Transfectadas — SN lisis, 4) 293 Transfectadas — SN cultivo,
6) 293 normal - P lisis, 7) 293 normal — SN lisis, 8) 293 normal — SN cultivo, 10)
EcPv200L 5 pg. SN: sobrenadante y P: precipitado
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La expresion de EcPv200L-2 se confirmé por Inmunoblot, utilizando el mismo esquema
general de siembra de muestras descrito en la seccion anterior. Tanto para el ensayo
realizado con Anti-His monoclonal (1:3000) y el ensayo con Anti-EcPv200L policlonal
(1:2000), se observo una reaccion positiva en las células transfectadas al nivel de 15-20
kDa confirmando que la banda identificada en el gel tefiido con plata es el subfragmento
EcPv200L (EcPv200L-2) (Figura 25).

75 kD
50 kD

37 kD
25 kD

20 kD

15kD

4
vV vy v v v vV

10 kD

Figura 25. Reconocimiento de la proteina EcPv200L-2 con anti-EcPv200L expresado en
células HEK 293-F. Lineas: 1) MWM, 2) 293 Transfectadas — P lisis, 3) 293 Transfectadas
— SN lisis, 4) 293 Transfectadas — SN cultivo, 6) 293 normal - P lisis, 7) 293 normal — SN
lisis, 8) 293 normal — SN cultivo, 10) EcPv200L 5 pg

45 RECONOCIMIENTO DE LA PROTEINA RECOMBINANTE EcPv200L-2
POR SUEROS DE INDIVIDUOS DE AREA ENDEMICA.

La proteina EcPv200L-2 es reconocida por el 87.6% de los sueros de los individuos de area
endémica, observando la presencia de anticuerpos tipo IgG presentes en 64 sueros, de 73
sueros evaluados. El 12.3% de los sueros no presentaron anticuerpos contra la EcPv200L-
2. En la Figura 24 se puede observar los sueros que presentaron reconocimiento a partir de
una dilucioén 1:200.

Los sueros que presentaron una densidad Optica mayor al punto de corte (1) fueron
titulados con el fin de observar hasta que dilucion se obtendria una respuesta minima de los
anticuerpos hacia la proteina. El 50% de los sueros presentd un intervalo de dilucion entre
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1:200- 1:500, el 30% de los sueros presentd un intervalo entre 1:1000 — 1:3000 y el 6.8%
present6 un intervalo entre 1:4000 — 1:8000.
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Figura 26. Respuesta humoral contra la EcPv200L-2 en individuos de area endémica.
Dilucion 1:200.

46 RECONOCIMIENTO DE LA PROTEINA RECOMBINANTE EcPv200L-2
POR SUEROS RATON INMUNIZADOS CON LA PROTEINA COMPLETA
EcPv200L

La proteina recombinante EcPv200L-2 también fue reconocida por anticuerpos IgG de
sueros de ratones BALB/c inmunizados con la proteina completa EcPv200L. Como se
observa en la Figura 27, la intensidad de la respuesta en términos de densidad optica (OD)
fue aumentando reciprocamente al nimero de inmunizaciones realizadas con la proteina
completa; exceptuando dos de los siete ratones que presentaron una mayor intensidad de
reaccion en la segunda inmunizacién que en la tercera.
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Figura 27. Respuesta humoral contra la EcPv200L-2 en ratones BALB/c inmunizados con
la proteina EcPv200L. Dilucion 1:200.
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5 DISCUSION

El presente estudio permiti6 el clonaje de un subfragmento “polimorfico” de la regién 200L
de la proteina MSP-1 de P. vivax y su utilizacion para la evaluacion parcial y preliminar de
la respuesta inmune inducida por el parasito en condiciones naturales y por la vacuna
EcPv200L en condiciones experimentales (Valderrama et al., 2005).

La clonacion en el plasmido pcDNA3.1 de los tres subfragmentos de la EcPv200L
definidos arbitrariamente fue facilitado gracias a que este plasmido posee timidinas 3’
terminales en el sitio de insercion del fragmento que representan sitios compatibles para las
adeninas generadas por la polimerasa en los extremos 3’ del producto amplificado. La
clonacion en este plasmido permitid un sub-clonaje dirigido que gener6d los extremos
cohesivos especificos (Xhol y Ndel) en el inserto y garantizo la entrada de los insertos en
marco de lectura con el plasmido pET24a(+). Una digestion directa sobre el producto de
PCR no es adecuada a causa de la posicion marginal que estos sitios de corte ocupaban en
el fragmento amplificado; la eficiencia de las enzimas pueden estar afectadas ya que un
sitio de corte que esté demasiado cerca del extremo de una molécula de DNA puede ser
cortado ineficientemente o no cortado por falta de nucledtidos alrededor del sitio de
reconocimiento que tienen las enzimas de restriccion (Promega, 1996). Asi la insercion del
fragmento de interés, como en el caso del subfragmento EcPv200L-2 en un plasmido,
aseguré una digestion eficiente que generd extremos cohesivos Xhol y Ndel para la
insercion en el plasmido de expresion pET24a(+).

La clonacion de los otros dos subfragmentos EcPv200L-1 y EcPv200L-3 en el plasmido
pET24a(+) fue negativa. A pesar de que la digestion doble con Ndel y Xhol de los clonos
recombinantes fue adecuada, generando los fragmentos esperados (datos no mostrados), no
se obtuvo una ligacion con el plasmido pET24a(+). Esto podria explicarse a varias
razones: 1) La imposibilidad de formar extremos cohesivos adecuados en el plasmido o del
inserto, por la ineficiencia de las enzimas de restriccion; 2) La ineficiencia de la enzima de
ligacion (DNAligasa T4) por su inestabilidad, 3) impureza provenientes del gel de agarosa,
y 4) la exposicion de los DNA a luz ultravioleta (Griindemann & Schoming, 1996).

La proteina EcPv200L-2 expresada en E. coli fue producida gracias a que el plasmido
pET24a(+) presenta un promotor T7 que sintetiza largos acumulados de mRNA en
presencia de un inductor el IPTG. Sin embargo una produccién alta de mRNA podria
destruir y matar las células, por lo que este sistema estuvo bajo la sobre-expresion de una
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lizosima T7 proporcionada por las cepas de E.coli usadas para inhibir los niveles basales de
T7 RNA polimerasa (Baneyx, 1999). Teniendo en cuenta que la proteina recombinante
EcPv200L-2 no presenta residuos de cisteinas y que la proteina EcPv200L no evidencia
una importancia en su conformacién tridimensional o que contenga un dominio funcional
conservado, la proteina EcPv200L-2 fue eluida adecuadamente usando métodos
desnaturalizantes de acuerdo al comportamiento de expresion presentado por la proteina
EcPv200L de P. vivax (Valderrama et al. 2005).

La baja expresion de la proteina EcPv200L-2 en las células HEK 293 F se puede explicar
por: 1) el bajo porcentaje de células transfectadas, 2) la produccion masiva de mRNA
ocupando la mayoria de los ribosomas de la célula impidiendo la producciéon normal de
proteinas esenciales, y 3) por la toxicidad de la proteina al permanecer en el citoplasma de
la célula por no presentar una secuencia sefial secretora que la lleve al medio exterior
(Huang et al., 2005). La baja produccion de la proteina evidencié que este modelo es
altamente costoso y menos eficiente comparado con la producciéon de proteina
recombinante en E. coli, resaltando el hecho de que a pesar de que en este modelo de
expresion le confiere a las proteinas modificaciones post- transcripcionales y post-
traduccionales y un plegamiento correcto, no es necesario para la expresion de la proteina
en cuestion, ya que esta no evidencia caracteristicas importantes en su conformacion
tridimensional mencionadas anteriormente.

La identidad de la proteina recombinante EcPv200L-2 expresada en los dos modelos fue
demostrada por el reconocimiento especifico que se observd de la proteina purificada por
los sueros de ratones y de monos inmunizados con la EcPv200L. Particularmente el
reconocimiento de estos sueros confirmoé que la proteina EcPv200L-2 expresada en células
HEK 293 F no evidencid plegamientos en su estructura al reconocer epitopes lineales.

Los resultados del estudio seroldgico llevado a cabo usando la proteina EcPv200L-.2
indicaron un reconocimiento por anticuerpos de tipo IgG del 87,6% de los sueros de
individuos evaluados en este estudio. Esta proporcion de individuos amplia respuesta fue
similar a lo reportado por Valderrama y colaboradores (2005) donde el 70% de los
individuos infectados respondieron contra la proteina EcPv200L. Ademads, Soares y
colaboradores (1999) reportaron que individuos infectados (60%), respondieron a
anticuerpos contra la region N-terminal.
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El 50% de los sueros de areas endémicas de Colombia analizados en este estudio
presentaron titulos de anticuerpos de hasta 1:200, el 30% presentd titulos entre 1:1000 y
1:3000 y el 6,8% presentd titulos hasta de 1:8000. Estos resultados posiblemente sean
por el tiempo de exposicion que presenta el individuo en areas endémicas hacia la infeccion
con P. vivax; incrementando anticuerpos tipo IgG contra la region N-Terminal
naturalmente. La mayoria de los individuos que adquirian mayor nimero de anticuerpos
contra la EcPv200L-2 habian sido expuestos repetidas veces a la infeccion con
Plasmodium, independientemente de la edad de los individuos. Un estudio que evidencia
lo anterior fue realizado por Nogueira y colaboradores (2006) en donde individuos de area
endémica adquieren naturalmente anticuerpos tipo IgG contra la N-terminal entre mas
tiempo de exposicion e infeccion. Otra posibilidad de que la mayoria de los sueros
presentaran una titulacion hasta 1:200 es debido a la variabilidad genética que presenta el
bloque 2 (EcPv200L-2) de la PvMSP-1 como consecuencia de la recombinacion
intragénica (Putaporntip, et.al., 2002). Esta variabilidad le confiere al parasito una via de
escape al sistema inmune. Sin embargo el reconocimiento de anticuerpos IgG de los sueros
confirma la existencia y la conservacion de epitopes B lineales en EcPv200L-2 que ayuden
al desarrollo de una vacuna recombinante.

Los resultados del presente trabajo proporcionan una evidencia de que la region variable de
la MSP-1 de P. vivax (EcPv200L.-2) expresada como proteina recombinante en E. coli es
antigénica al presentar epitopes B conservados, que son reconocidos por anticuerpos de
sueros de modelos animales que han sido inmunizados con la proteina EcPv200L y por
anticuerpos adquiridos naturalmente de individuos de area endémica, respuesta asociada al
numero de exposiciones a la infeccion. Sin embargo es importante realizar estudios para
evaluar la expresion de multiples aislados para identificar posibles secuencia de
aminoacidos conservadas de importancia inmunoldgica por el nivel de variabilidad que
presenta EcPv200L-2.
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6 CONCLUSIONES

El modelo de expresion en E.coli y purificacion que se realizd en este trabajo permitid
obtener proteina recombinante con un grado de pureza suficiente y aceptable para
realizar ensayos de antigenicidad.

La baja expresion de proteina EcPv200L-2 en células HEK 293 F evidencid que este
modelo es altamente costoso y menos eficiente comparado con la produccion de
proteina recombinante en E.coli; especialmente cuando la proteina a expresar no
presenta una conformacion tridimensional importante.

El reconocimiento de sueros de monos inmunizados con la proteina EcPv200L
expresada en células HEK 293 F evidencio que la proteina no presentd plegamientos
en su estructura.

El reconocimiento por sueros policlonales de ratones y monos inmunizados con la
proteina EcPv200L hacia la proteina purificada EcPv200L-2 expresada en E. coli
sugiere la identidad de la proteina.

El reconocimiento de anticuerpos IgG de los sueros de individuos de area endémica
adquiridos naturalmente hacia la proteina EcPv200L-2 confirma la existencia y la
conservacion de epitopes B lineales presentes en la region variable de la MSP-1 de P.
vivax.

La antigenicidad de la proteina EcPv200L-2 observada en este estudio confirma la
importancia inmunologica de la proteina EcPv200L y su caracterizacion para identificar
regiones potenciales para el desarrollo de una vacuna mas eficaz.
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7 PERSPECTIVAS

Debido a la gran importancia inmunoldgica que presenta la proteina EcPv200L al poseer
niveles altos de antigenicidad, inmunogenicidad y eficacia protectora en animales; la
caracterizacion de su respuesta inmune conduciria a la localizaciéon de subregiones de
mayor actividad inmunogénica. Por lo que es necesaria la expresion de los demas
subfragmentos, con el fin de realizar estudios comparativos e identificar regiones que
represente potenciales epitopes B, T y CTL para el desarrollo de una vacuna mas efectiva.
Se propone dar continuidad a este trabajo, mediante la clonacién y el andlisis de los
subfragmentos 1-3.

Se espera producir varios documentos para su publicacion en revistas internacionales para
la divulgacion de los resultados obtenidos.
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Anexo 1. Mapa plasmidos pcDNA3.1y pET24a(+)

Pme |

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

Xho lj158)
Not l{168)
Eag l(16€)
Hind 111(173)
Sal lj179)
Sac l{190)
EceR li192)
BamH li198)
Nhe liza1)
Nele liz28)

Dra [ll5068)

Sph lis3g)

Puu l(a267)
Sof li4267)
e ML I1064)
Sma 4241 Ecl lj1078)
Cla l4osa) BstE ll{1245)
Nru ligoz4)

Apa li1zrs)

PET-24a(+)
(5310bp)

BssH llj1475)
EcoR V(1514
Eco57 1i3713) Hpa li1s70)
AlwN l(2531)

PshA li1209)
BepLU11 li2185)
Sap li3049)

Bst1107 lizaas)

Tth111 liza1m)

Bal liz128)
Fsp liz148)
Psp5 llz171)

Novagen, 2006.
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Anexo 2. Carta Comité de Etica Humana
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Anexo 3. Carta Comité de Etica Animal




Anexo 4. Secuencia nucleotidica de los subfragmentos en el plasmido pcDNA3.1

#plasmido_+ B1 TGT GGT GGA ATT GCC CTT GCA --T ATG ATC ACC ATC [210]
#secuencia TGT GGT GGA ATT GCC CTT GCA --T ATG ATC ACC ATC [210]
#plasmido_+ B1 TTC CCG TCT GTT CTG ACC TCT AAg ATC CGT AAC TTC [240]
#secuencia TTC CCG TCT GTT CTG ACC TCT AAg ATC CGT AAC TTC [240]
#plasmido_+ B1 GTT GGT AAA TCT CTG GAA CTG CAG ATC CCG GGT CAC [270]
#secuencia GTT GGT AAA TCT CTG GAA CTG CAG ATC CCG GGT CAC [270]
#plasmido_+ Bl ACC GAC CTG CTG CAC CTG ATC CGT GAA CTG GCT TTC [300]
#secuencia ACC GAC CTG CTG CAC CTG ATC CGT GAA CTG GCT TTC [300]
#plasmido_+_ B1 GAA CCG CAC GGT ATC AAA TAC CTG GTT GAA TCT TAC [330]
#secuencia GAA CCG CAC GGT ATC AAA TAC CTG GTT GAA TCT TAC [330]
#plasmido_+ Bl GAA GAA TTC AAC CAG CTG ATG CAC GTT ATC AAC TTC [360]
#secuencia GAA GAA TTC AAC CAG CTG ATG CAC GTT ATC AAC TTC [360]
#plasmido_+ B1 CAC TAC GAC CTG CTG CGT GCT AAA CTG CAC GAC ATG [390]
#secuencia CAC TAC GAC CTG CTG CGT GCT AAA CTG CAC GAC ATG [390]
#plasmido_+ B1 TGC GCT CAC GAC TAC TGC AAA ATC CCG GAA CAC CTG [420]
#secuencia TGC GCT CAC GAC TAC TGC AAA ATC CCG GAA CAC CTG [420]
#plasmido_+ B1 AAA ATC TCT GAC AAA GAA CTG GAC ATG CTG AAg AAA [450]
#secuencia AAA ATC TCT GAC AAA GAA CTG GAC ATG CTG AAg AAA [450]
#plasmido_+ B1 GTT GTT CTG GGT TAC CGT AAA CCG CTG GAC AAC ATC [480]
#secuencia GTT GTT CTG GGT TAC CGT AAA CCG CTG GAC AAC ATC [480]
#plasmido_+_ B1 AAA GAC GAC ATC GGT AAA CTG GAA GCT TTC ATC ACC [510]
#secuencia AAA GAC GAC ATC GGT AAA CTG GAA GCT TTC ATC ACC [510]
#plasmido_+ Bl AAg AAC AAA ctc gag AAG GGC AAT TCT GCA GAT [540]
#secuencia CCG CAC ctc gag AAG GGC AAT TCT GCA GAT [540]

Subfragmento EcPv200L-1 en el plasmido pcDNA3.1. Negrilla codon de iniciacion,
Subrayado secuencia del plasmido
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#plasmido_+ B2 TGT GGT GGA ATT GCC CTT GCA --T ATG GAA [210]
#secuencia TG? GGC GGA ATT GCC CTT GCA GAT ATG GAA [210]
#plasmido + B2 ACC ATC TCT AAC ATC AAC AAA CTG ATC TCT [240]
#secuencia ACC ATC TCT AAC ATC AAC AAA CTG ATC TCT [240]
#plasmido_+ B2 GAC GAA AAC GCT AAA CGT GGT TCT CAG TCT [270]
#secuencia GAC GAA AAC GCT AAA CGT GGT TCT CAG TCT [270]
#plasmido_+ B2 ACC AAC ACC ACC AAC GGT ACC GGT GCT CAG [300]
#secuencia ACC AAC ACC ACC AAC GGT ACC GGT GCT CA? [300]
#plasmido_+_ B2 AAC AAC GCT GCT CAG GGT TCT ACC GGT AAC [330]
#secuencia AAC AAC GCT GCT CAG GGT TCT ACC GGT AAC [330]
#plasmido_+ B2 ACC GAA ACC GGT ACC CAG TCT TCT GCT TCT [360]
#secuencia ACC GAA ACC GGT ACC CAG TCT TCT GCT TCT [360]
#plasmido_+ B2 TCT AAC ACC CTG TCT GGT GGT GCT GGT ACC [390]
#secuencia TCT AAC ACC CTG TCT GGT GGT GCT GGT ACC [390]
#plasmido + B2 ACC GTT GTT GGT ACC TCT TCT CCG GCT CCG [420]
#secuencia ACC GTT GTT GGT ACC TCT TCT CCG GCT CCG [420]
#plasmido_+ B2 GCT GCT CCG TCT TCT ACC AAC GCT AAC TAC [450]
#secuencia GCT GCT CCG TCT TCT ACC AAC GCT AAC TAC [450]
#plasmido + B2 GAA GCT AAG AAA ATC ATC TAC CAG GCT ATC [480]
#secuencia GAA GCT AAG AAA ATC ATC TAC CAG GCT ATC [480]
#plasmido_+_ B2 TAC AAC GGT ATC TTC TAC ACC AAC CAG CTG [510]
#secuencia TAC AAC GGT ATC TTC TAC ACC AAC CAG CTG [510]
#plasmido_+ B2 GAA CTC G-A GCA A-G GGC AAT TCT GCA GAT [540]
#secuencia GAA CTC GGA GCA AAG GGC AAT TCT GCA GAT [540]

Subfragmento EcPv200L-2 en el plasmido pcDNA3.1. Negrilla codon de iniciacion,
Subrayado secuencia del plasmido
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#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+_ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+_ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+_ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3
#secuencia
#plasmido_+ B3

#secuencia

TGT
TGT

CTG
CTG
CAG
CAG
AAC
AAC

CAG
CAG
CTG
CTG
TAC
TAC
CTG
CTG
CCG
CCG
CCG
CCG

GGT
GGT
CTG
CTG

GTT
GTT
ACC
ACC
GCT
GCT
ATC
ATC
GAC
GAC
TAC
TAC
ATC
ATC
GGT
GGT
CAC
CAC

GGA
GGA
ATC
ATC
GAA
GAA
GAA
GAA
ACC
ACC
GCT
GCT
GTT
GTT
GGT
GGT
CTG
CTG
ATC
ATC

ctc

ctc

ATT
ATT
GAA
GAA
CAC
CAC
GCT
GCT
AAC
AAC
CAG
CAG
GCT
GCT
CTG
CTG
CGT
CGT
CCG
CCG
ACC
ACC
gag
gag

GCC
GCC
GTT
GTT

GAA
GAA
ACC
ACC
AAg
AAg
ATC
ATC
TTC
TTC
GAA
GAA
GAA
GAA
GTT
GTT
AAG

CTT
CTT
CTG
CTG
GGT
GGT
AAg

CCG
CCG

AAA
GCT
GCT
ACC
ACC

AAg
TCT
TCT
CCG
CCG
GGC

GCA
GCA
Gag
Gag
ATC
ATC
AAg
AAg
CTG
CTG
ATC
ATC

GAC
GAC
GCT
GCT
ACC
ACC
ACC
ACC
AAT

AAA

ACC
ACC
GCT
GCT
ACC
ACC
GCT
GCT

AAA

CTG

CTG
TCT

ATG
ATG
CGT
CGT
GCT
GCT
CTG
CTG
GAC
GAC
GAC
GAC
GTT
GTT
GAA
GAA
ATG
ATG
TCT
TCT

GCA

GAA
GAA
GTT
GTT
CTG
CTG
CCG
CCG
GAA
GAA
CTG
CTG
AAC
AAC
GAA
GAA
GCT
GCT
GCT
GCT
GAA
GAA
GAT

GCT
GCT
AAA

CTG
CTG
AAA
AAA
CAG
CAG
GAA
GAA
TTC
TTC
CTG
CTG
GGT
GGT
GGT
GGT
ACC
ACC

CAG
CAG
GTT
GTT
GAA
GAA
GAC
GAC
CAG
CAG
TCT
TCT
GAC
GAC
GAA
GAA
ACC
ACC
ACC
ACC
TAC
TAC

AAG

GGC

AAT

TCT

GCA

GAT

[210]
[210]
[240]
[240]
[270]
[270]
[300]
[300]
[330]
[330]
[360]
[360]
[390]
[390]
[420]
[420]
[450]
[450]
[480]
[480]
[510]
[510]
[540]
[540]

Subfragmento EcPv200L-3 en el plasmido pcDNA3.1. Negrilla codon de iniciacion,

Subrayado secuencia del plasmido
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Anexo 5. Secuencia nucleotidica del subfragmentos EcPv200L-2 en el plasmido
pET24a (+).

#pv200 AAA GGA GAT ATA CAT ATG GAA ACC ATC TCT [ 90]
#pet24 Ecpv200L-2 AAA GGA GAT ATA CAT ATG GAA ACC ATC TCT [ 90]
#pv200 AAC ATC AAC AAA CTG ATC TCT GAC GAA AAC [120]
#pet24_Ecpv200L-2 AAC ATC AAC AAA CTG ATC TCT GAC GAA AAC [120]
#pv200 GCT AAA CGT GGT TCT CAG TCT ACC AAC ACC [150]
#pet24_Ecpv200L-2 GCT AAA CGT GGT TCT CAG TCT ACC AAC ACC [150]
#pv200 ACC AAC GGT ACC GGT GCT CAG AAC AAC GCT [180]
#pet24_Ecpv200L-2 ACC AAC GGT ACC GGT GCT CAG AAC AAC GCT [180]
#pv200 GCT CAG GGT TCT ACC GGT AAC ACC GAA ACC [210]
#pet24_Ecpv200L-2 GCT CAG GGT TCT ACC GGT AAC ACC GAA ACC [210]
#pv200 GGT ACC CAG TCA TCT GCT TCT TCT AAC ACC [240]
#pet24_Ecpv200L-2 GGT ACC CAG TCT TCT GCT TCT TCT AAC ACC [240]
#pv200 CTG TCT GGT GGT GCT GGT ACC ACC GTT GTT [270]
#pet24_Ecpv200L-2 CTG TCT GGT GGT GCT GGT ACC ACC GTT GTT [270]
#pv200 GGT ACC TCT TCT CCG GCT CCG GCT GCT CCG [300]
#pet24_Ecpv200L-2 GGT ACC TCT TCT CCG GCT CCG GCT GCT CCG [300]
#pv200 TCT TCT ACC AAC GCT AAC TAC GAA GCT AAG [330]
#pet24_Ecpv200L-2 TCT TCT ACC AAC GCT AAC TAC GAA GCT AAG [330]
#pv200 AAA ATC ATC TAC CAG GCT ATC TAC AAC GGT [360]
#pet24_Ecpv200L-2 AAA ATC ATC TAC CAG GCT ATC TAC AAC GGT [360]
#pv200 ATC TTC TAC ACC AAC CAG CTG GAA CTC GAG [390]
#pet24_Ecpv200L-2 ATC TTC TAC ACC AAC CAG CTG GAA CTC GAG [390]
#pv200 CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT [420]
#pet24_Ecpv200L-2 CAC CAC CAC CAC C—— —-= ——= ——— ——— ——— [420]

Subfragmento EcPv200L-2 en el plasmido pET24a(+). Negrilla codon de iniciacion,
Subrayado secuencia del plasmido
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