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Resumen
La complejidad bioldgica de Plasmodium vivax ha restringido el desarrollo del cultivo in

vitro para la caracterizacion de antigenos involucrados en la invasion a eritrocitos y su
relevancia inmunologica. EI modelo murino se propone como una alternativa en la busqueda
de candidatos terapéuticos, ya que, Plasmodium yoelii utiliza proteinas homdlogas para los
mecanismos de invasion. La proteina AMA-1 es vital para el proceso de invasion del parasito
al eritrocito, considerandose una importante diana para el control de la infeccion. El presente
estudio, como prueba de concepto, se centrd en la caracterizacion de la respuesta inmune
estimulada por constructos peptidicos compuestos por epitopos B de la proteina PyAMA-1
y epitopos T optimizados in silico para el anclaje a moléculas H2-1EY, probados en ratones
BALB/c. Para la seleccion de epitopos B antimalaricos, se realizé un analisis de restriccion
funcional por fuerzas evolutivas in silico. Encontramos que pyamal presenta dos regiones
altamente conservadas entre las especies (>70%) bajo seleccion negativa. Se evaluaron
catorce péptidos sintéticos que cubrian el total de ambas regiones conservadas, identificando
5 péptidos de PyAMA-1 con alta union especifica (HABP, del inglés High Activity Binding
Peptide) a eritrocitos murinos. Mediante ensayos in vitro se evalud el perfil funcional de los
HABPs, sugiriendo que los péptidos 42681 y 42904 fueron capaces de inhibir la invasion y
restringir el desarrollo intraeritrocitico de P. yoelii y, ademéas, mostraron capacidad
antigénica frente a sueros obtenidos de ratones infectados experimentalmente. Mediante un
analisis bioinformatico robusto, se realizé el disefio y optimizacion de los epitopos B
seleccionados, a través de la articulacién de un epitopo T completamente artificial y se evaluo
su unién in vitro a moléculas H2-1EY. Los epitopos quiméricos B-T 43643 y 43644
presentaron perfiles de union superiores a 50% a moléculas de MHC murino. Ademas,
nuestros constructos potenciaron la respuesta humoral en ratones BALB/c, comparados con
los péptidos nativos, y a su vez, mostraron anticuerpos IgG1 e 1gG2 en sueros. Estas quimeras
peptidicas fueron capaces de inducir una respuesta proliferativa y la diferenciacion de células
T de memoria CD4* CD44" CD62L", generando una produccion coordinada de TNFa, como
mediador de la eliminacion del parésito durante la infeccion temprana de P. yoelii. Este
trabajo propone la quimerizacion de epitopos B y epitopos T como una estrategia para el
disefio de candidatos peptidicos inmunogénicos para el desarrollo de una vacuna sintética
multiepitopo — multiestadio contra la malaria.

Palabras claves: Seleccion natural, HABPS, epitopos T, epitopos B, péptidos quiméricos,
inmunogenicidad, Plasmodium yoelii.



Abstract

The biological complexity of Plasmodium vivax has limited developing an in vitro culture
for the characterization of antigens involved in erythrocyte invasion and their immunological
relevance. The murine model is proposed as an alternative in the search for therapeutic
candidates since Plasmodium yoelii uses homologous proteins for invasion. The AMA-1
protein is vital for the parasite invasion of the erythrocyte and is considered an important
target for malaria control. The present study, as a proof of concept, focused on the
characterization of the immune response stimulated by peptide constructs made of B epitopes
of the PyAMA-1 protein and T epitopes optimized in silico for anchoring to H2-1E
molecules, tested in BALB/c mice. For the selection of antimalarial B epitopes, an in silico
evolutionary force functional constraint analysis was performed. We found that pyamal
exhibits two highly conserved regions among species (>70%) under negative selection.
Fourteen synthetic peptides covering both conserved regions were evaluated, identifying 5
PyAMA-1 peptides displaying high specific binding (High Activity Binding Peptides or
HABPs) to murine erythrocytes. In vitro assays evaluated the functional profile of the
HABPs, suggesting that peptides 42681 and 42904 were able to inhibit invasion and restrict
intraerythrocytic development of P. yoelii and, in addition, showed antigenic capacity when
tested with sera obtained from experimentally infected mice. By means of a robust
bioinformatics analysis, the design and optimization of the selected B epitopes was achieved
by linking them to a completely artificial T epitope and assessing their in vitro binding to
H2-1Ed molecules. The chimeric B-T epitopes 43643 and 43644 showed binding profiles
higher than 50% to murine MHC molecules. Furthermore, our constructs enhanced the
humoral response in BALB/c mice compared to native peptides, and increased IgG1l and
IgG2a antibodies in sera. These peptide chimeras were able to induce a proliferative response
and differentiation of CD4" CD44" CD62L* memory T cells, generating a coordinated
production of TNFa, as a mediator of parasite clearance during early P. yoelii infection. This
work proposes the chimerization of B epitopes and T epitopes as a strategy for designing
immunogenic peptide candidates for the development of a synthetic multi-epitope - multi-

stage malaria vaccine.

Key words: Natural selection, HABPs, T epitopes, B epitopes, chimeric peptides,
immunogenicity, Plasmodium yoelii.
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INTRODUCCION

La malaria, una enfermedad causada por parésitos del género Plasmodium spp. continla
siendo un problema importante de salud pablicay su erradicacion se ha convertido en un reto
a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que, durante el 2020,
se presentaron 241 millones de casos de malaria, lo que sugiere un incremento en la
incidencia de casos reportados para esta enfermedad (1). La tasa de mortalidad supera las
620.000 personas/afio, principalmente en el continente africano. Ademas, el informe también
revela que las estrategias de acceso - uso de herramientas e intervenciones contra la malaria,

se restringio y fue insuficiente durante la pandemia COVID-19 (1, 2).

La aparicion de parasitos del género Plasmodium farmacorresistentes ha comprometido los
métodos de tratamiento profilactico para el control de la malaria, lo que se traduce en una
necesidad critica de disefiar, desarrollar e implementar una vacuna efectiva (3). Ahora bien,
los estudios dirigidos al desarrollo de una vacuna antimalérica, se han orientado en la
optimizacion de las bases de datos disponibles relacionadas con mapeo de epitopos como una
nueva estrategia que podria dar respuestas a interrogantes sobre la interaccion patégeno —

hospedero en un contexto inmunoldgico (4).

En general, las vacunas disponibles se encuentran categorizadas en microorganismos
atenuados y/o muertos, proteinas recombinantes, ADN articulado a particulas virales,
subunidades peptidicas o vacunas conjugadas (5, 6). Muchos de los candidatos a vacunas
contra la malaria estn en diferentes fases de desarrollo clinico. Entre ellos, Mosquirix™
(RTS, S/AS01), esta vacuna gue se basa en la proteina de circumsporozoito, la cual es crucial
para la invasion a células hepaticas; dicha vacuna fue reconocida por la OMS y recibi6 una
subvencion para incluirla en programas de inmunizacién masiva (7). No obstante, se ha
observado una variacion significativa en las respuestas de los sujetos inmunizados, con una
eficacia de proteccion modesta y una baja probabilidad de cumplir con el objetivo de
erradicacion completa de la malaria (8, 9). Por otro lado, la vacuna R21/Matrix-M™ también
se encuentra en ensayos clinicos y ha mostrado una eficacia del 77% evaluada en poblacion
juvenil de Africa occidental (10). En cuanto a una vacuna contra P. vivax, ninguna se

encuentra en ensayos clinicos tan avanzados como Mosquirix™ o R21/Matrix-M™ (10, 11).
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Ahora bien, es de gran interés cientifico comprender qué factores pueden contribuir a la
heterogeneidad en la respuesta inmune generada para mejorar las estrategias de vacunacion
antimaléricas. Teniendo en cuenta lo anterior, se sabe que factores genéticos del individuo,
como por ejemplo, el haplotipo del MHC, pueden desempefiar un papel clave y modular la
respuesta inmune (12). La variabilidad genética que presentan las moléculas del MHC a nivel
poblacional es muy alta e influyen en la respuesta frente a un patégeno o antigeno (vacuna),
ya que la especificidad de los bolsillos de union de cada molécula del MHC restringe los
péptidos que pueden procesarse y presentarse a las células T. Adicionalmente, en estudios
anteriores se han demostrado asociaciones entre moléculas del MHC y la inmunogenicidad
para varias vacunas, que incluyen hepatitis B, influenza, antrax, sarampion, rubéola y

meningococo C (12-16).

La polarizacion de la respuesta esta mediada por el tiempo de permanencia de unién del
complejo TCR-p:MHCII o la cantidad de p:MHCII presente en las células presentadoras. Por
lo tanto, la produccién consistente de subconjuntos de células efectoras por una poblacion
policlonal de células virgenes resulta de promediar los diversos comportamientos de los
clones individuales (17). La estabilidad de esta union es mediada por los bolsillos 1, 4, 6, 7
y 9 de la molécula del MHC-I1, por la secuencia de los aminoacidos del péptido y el tiempo

que el antigeno permanece anclado dentro de la molécula (18, 19).

Los péptidos sintéticos representan un enfoque prometedor para el desarrollo de vacunas
basadas en subunidades (20, 21), proporcionando una alternativa segura y econémica a las
plataformas de vacunas convencionales. Este enfoque puede ser ain mas efectivo al apuntar
a los epitopos de células B y T que se sabe que estan involucrados en la eficacia protectora,
con el objetivo de inducir una respuesta inmune equilibrada (22-24). Sin embargo, las
construcciones que contienen epitopos lineales de células B derivados de antigenos de
Plasmodium no siempre presentan el éxito esperado (25). Los mecanismos de inmunidad
protectiva dependientes o independientes de linfocitos T estan articulados a la respuesta
mediada por anticuerpos en diferentes etapas del ciclo de vida del parasito (26, 27), de alli
que pueda considerarse que una vacuna ideal debe incluir epitopos identificados como fuertes

inductores de una respuesta inmune celular y humoral esterilizante.
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La simplicidad de los procedimientos modernos para sintetizar construcciones de péptidos
quiméricos, los convierte en un medio atractivo para crear inmunogenos de mdaltiples
epitopos (18, 28). Desafortunadamente, estudios previos reportan que los péptidos sintéticos
solos son pobremente inmunogenicos (29). Debido a esto, se han utilizado varios enfoques
alternativos, que incluyen el uso de particulas virales y/o la conjugacion de epitopos lineales

de células B con epitopos de células T o restos de lipidos (30).

Otros estudios, sugieren que la inmunizacion usando constructos que incorporan el epitopo
B PVMSP-9e795-a808) S0l0 0 conjugado con epitopos de células T CD4" caracterizados, como
el toxoide tetanicogsao-es43), incrementan la respuesta inmune celular y humoral en el modelo
murino (31). En este mismo sentido, se evaludé la capacidad de péptidos derivados de
proteinas de Cryptosporidium parvum para inducir una respuesta inmune de seroconversion,
utilizando como coestimulante un péptido inmunomodulador corto llamado FIS106-r118)
(FISEIAIIHVLHSR) nativo de la proteina mioglobina de esperma de ballena y que a su vez
es reconocido por las células T ayudadoras (32, 33); la caracterizacion de la respuesta inmune
provocada por la inmunizacién con estos antigenos evidencia la capacidad de estimular la
produccién de anticuerpos neutralizantes favorecida por la presencia de FIS en los

tratamientos (33).

El Antigeno Apical de Membrana 1 (AMAL), es una proteina presente en los micronemas
del parasito, esencial durante la invasion a las células hospederas. Estudios previos muestran
que es una proteina presente en el merozoito cuya funcién puede ser bloqueada por
anticuerpos que inhiben en condiciones in vitro el desarrollo de formas asexuales del paréasito
(34, 35). Debido a que los Organos apicales estan alineados con la membrana de los
eritrocitos, se relaciona al antigeno AMAL con la reorientacion del merozoito como
mecanismo de invasion (36), no obstante, estudios realizados con P. falciparum sugieren
también un papel en la invasion de células hepaticas (37). En la malaria murina, los dominios
I /11 de AMAL de Plasmodium yoelii (PyAMA-1), se han implicado en la unién a eritrocitos

utilizando la proteina recombinante expresada en la superficie de células COS-7 (38).

El presente estudio, como prueba de concepto, se centrd en la caracterizacion de la respuesta
inmune estimulada por constructos peptidicos compuestos por epitopos B de la proteina

PYAMA-1 y epitopos T optimizados in silico para el anclaje a moléculas H2-1EY, probados
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en ratones BALB/c. Encontramos que pyamal presenta dos regiones altamente conservadas
entre diferentes especies de parésito (>70%), que estan bajo presion selectiva negativa. En
este trabajo, se evaluaron catorce péptidos sintéticos que cubrian el total de ambas regiones
conservadas, identificando 5 péptidos de PyAMA-1 con alta union especifica (HABPS) a
eritrocitos murinos. Los péptidos 42681 y 42904 fueron capaces de inhibir la invasion y
restringir el desarrollo intraeritrocitico de P. yoelii y, ademas, mostraron ser antigénicos al
enfrentarlos a sueros obtenidos de ratones infectados experimentalmente. Los epitopos
quimeéricos B-T 43643 y 43644 presentaron perfiles de union superiores a 50% a moléculas
de MHC murino. Ademas, nuestros constructos potenciaron la respuesta humoral en ratones
BALB/c, comparados con los péptidos nativos, y a su vez, mostraron incremento en los
anticuerpos 1gG1 e IgG2a en sueros. Estas quimeras peptidicas fueron capaces de inducir una
respuesta proliferativa y la diferenciacion de células T de memoria CD4" CD44* CD62L".
Este trabajo propone la quimerizacién de epitopos B y epitopos T como una estrategia para
el disefio de candidatos peptidicos inmunogénicos para el desarrollo de una vacuna sintética

multiepitopo — multiestadio contra la malaria.
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1. Hipotesis

Los péptidos quiméricos optimizados para el anclaje al MHCII murino (H2-1EY) son
capaces de generar una respuesta inmune mas potente y de memoria, al compararla con

aquella inducida por los péptidos nativos en el modelo murino.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune frente a péptidos con alta capacidad de unién a moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase I, utilizando modelo de malaria murina

producida por Plasmodium yoelii.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 ldentificar y determinar el perfil funcional de péptidos derivados de regiones
conservadas de la proteina AMA-1 de Plasmodium yoelii.

2.2.2 Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de PyAMA-1 de acuerdo con
su perfil de union in vitro a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (H2-1E%) de raton.

2.2.3 Caracterizar la respuesta inmune generada tras la inmunizacién con los péptidos de

alta capacidad de unién a moléculas H2-1E en el modelo murino.
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3. Marco tedrico

3.1. Epidemiologia

En la actualidad, la malaria se considera uno de los principales problemas de salud publica y
su erradicacion completa continuda siendo un reto a nivel mundial, habiendo causado 627,000
muertes durante el afio 2020. Adicionalmente, la organizacion mundial de la salud (OMS)
reportd que ocurrieron 241 millones de casos de malaria en todo el mundo, estableciendo una
tendencia de aumento respecto al 2019, de 14 millones de casos. Se estima que el aumento
de casos de malaria se debe a la interrupcion en el diagnoéstico y trazabilidad clinica de los

pacientes durante la pandemia por COVID-19 (1).
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Figura 1 Reporte mundial de casos estimados de malaria por cada 1000 habitantes de riesgo, periodo 2000 —
2020 ().

La ausencia de un tratamiento inmunoprofilactico completamente efectivo, la propagacion
de cepas de parésitos resistentes a maltiples farmacos y la resistencia a insecticidas por parte

del vector, han resaltado la necesidad de desarrollar nuevas medidas de intervencion (39).

El Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pablica —SIVIGILA en Colombia reportd que a
la semana 40 del afio 2022 se notificaron 56,627 casos de malaria en el territorio, de los que
el 59.8 % correspondid a P. vivax, 39.2% a P. falciparum y el 1% a infecciones mixtas (Figura
2) (40).

21



Mixta4 1%

P. falciparum 39.2%

59.8%

P. vivax

0 10000 20000 30000 40000

Numero de casos

Figura 2 Casos notificados de malaria en Colombia hasta la semana 40 de 2022, segun la especie parasitaria (40).

3.2. Plasmodium yoelii

P. yoelii se considera como una especie politipica de las tierras bajas del bosque de la Baja
Guinea. Tres poblaciones parasitarias, localizadas en regiones geogréficas diferentes, son
generalmente reconocidas como subespecies (yoelii, killicki y nigeriensis). Las etapas
sanguineas de las tres son similares a las de P. berghei que, a excepcién del patron
electroforético de enzimas enddgenas, no muestra caracteristicas diferenciales significativas
(41, 42). El ciclo de vida y las diferentes etapas de desarrollo de todos los parasitos que
producen malaria en mamiferos son muy similares. Los parasitos del género Plasmodium
spp. comparten las siguientes caracteristicas: s6lo infectan mosquitos del género Anopheles
spp., los esporozoitos haploides invaden y se desarrollan s6lo en hepatocitos; después de la
multiplicacién en células hepaticas, los merozoitos invaden y se multiplican en los glébulos
rojos; en la sangre, un porcentaje relativamente pequefio de parasitos se convierte en
gametocitos, las células precursoras de los gametos haploides; la fertilizacion y el desarrollo
del cigoto diploide en ooquinetos ocurre en el intestino medio del mosquito; los ooquinetos
maduros penetran en las células de la pared del intestino medio y se convierten en ooquistes
en el exterior del intestino medio, migrando luego a las glandulas salivales en forma de
esporozoitos y mediante una picadura del mosquito al hospedero vertebrado, se perpetia el
ciclo (42, 43).
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Ahora bien, existen diferencias significativas en el tiempo de desarrollo y el tamafio de las

diferentes formas cruciales para la patogenia de la malaria murina; estas formas, esquizontes

y ooquistes maduros de los diferentes parasitos de la malaria, pueden diferir en tamafio y

pueden contener diferentes cantidades de células progenitoras como se observa en la Tabla 1

(42) (44).
Tabla 1 Diferencias entre las especies que causan malaria murina.
P. P. P. P.
berghei | yoelii | chabaudi | vinckei
Merozoitos/Esquizontes 12-18 12- 6-8 6-12
18
Tropismo por reticulocitos Si Si No No
Sincronia en infeccion No No Si Si
sanguinea
Temperatura Optima — 19-21 | 23-26 24-26 24-26
transmision mosquito
Tamaifio Ooquiste (um) <45 60-75 50 45-54
Esporozoitos en 13-14 | 9-11 11-13 10-13
glandulas (dias post-
infeccion)
Diametro de esquizonte pre- 27 35-50 38-45 35
eritrocitico (um)
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Ciclo pre-eritrocitico 48-52 | 43-48 50-58 60-72
(horas)
Estadio sanguineo (horas) 22-24 18 24 24
Desarrollo de gametocitos 26-30 27 367 27
(horas)
Desarrollo de Ooquinetos 18-24 | 18-24 18-24? | 18-24?
(horas)
Microgametos (tamafio en 15 16 - -
pm)
Esporozoitos (tamafio en 11-12 | 14-16 10-15 11-21
pm)
Ooquinetos (tamafio en pum) 10-12 11 - 8-10

A partir de investigaciones sobre la naturaleza genética, se establecié un perfil de
conservacion en una serie de proteinas localizadas en la superficie del microorganismo; esto
se observd tanto a nivel estructural como funcional entre los diferentes agentes etiologicos
que producen malaria en roedores y humanos (CS, TRAP, P45/ 48, CTRP, P25, P28, AMA-
1, MSP-1) (45, 46).

3.3. Presentacion antigénica

La presentacion antigénica es crucial en la maduracion de células del sistema inmune y el
desarrollo de una respuesta éptima y eficiente contra agentes extrafios. En este proceso, se
presentan una variedad de eventos celulares que involucran endocitosis, trafico vesicular y
autofagia, que pueden modular la exposicién de moléculas a través del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (MHC-I) o clase Il (MHC-II).

Las moléculas MHC clase 1y clase 1l tienen una funcion similar: presentan péptidos en la
superficie celular a linfocitos T CD8" y CD4", respectivamente. Estos péptidos pueden tener
origen intracelular para moléculas MHC clase | 0 exdgeno para MHC clase Il (47). Existe un
fendmeno denominado presentacion cruzada, en el cual antigenos exdgenos pueden ser
presentados por moléculas MHC clase I (48). Ademas, las moléculas de MHC clase 11 pueden
presentar proteinas endogenas cuando el proceso de protedlisis es a través de la autofagia u

otras vias (49).

24



3.3.1 MHCclase |

Las moléculas del MHC de clase | presentan antigenos que han sido generados por la
degradacion de proteinas, generalmente de origen viral o tumoral, mediada por proteasomas.
La vida media de una proteina varia mucho, desde minutos a dias, de alli, que se considere
que el tiempo entre la sintesis de un polipéptido y la presentacién de sus péptidos por
moléculas MHC de clase | sea similar a la vida media de la proteina, sin embargo, la

presentacion de péptidos virales es mucho mas rapida, considerando la vida media funcional.
3.3.2 MHCclase ll

Mientras que las moléculas del MHC de clase | se expresan en todas las células nucleadas,
las moléculas del MHC de clase 1l se expresan principalmente en células presentadoras de
antigenos profesionales como las células dendriticas, macrofagos y células B. Estudios
previos han establecido que las cadenas transmembrana a y  del MHC clase 11 se ensamblan
y se asocian con la cadena invariante (li). EI complejo 1i-MHC clase 11 se transporta a un
compartimento endosémico tardio; y alli, li se digiere, dejando un péptido li residual
asociado a clase Il (llamado CLIP) en el surco de unién del heterodimero de MHC clase
I1. En el compartimiento endosémico, las moléculas MHC clase Il requieren HLA-DM (H2-
DM en ratones) para facilitar el intercambio de CLIP por el péptido especifico derivado del
antigeno. Luego, las moléculas del MHC son redirigidas a la membrana plasmatica para
promover la sinapsis inmunologica (Figura 5). En las células B, se expresa un modificador
del HLA-DM llamado HLA-DO (H2-O en ratones), y esta proteina se asocia con HLA-DM,
restringiendo su actividad a compartimentos mas acidos, modulando asi la union del péptido
al MHC-I1 (50).
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Figura 4 Via de presentacion antigénica mediante moléculas MHC de clase 11 (51)

3.4 Fisiopatologia y mecanismo inmune.

Los humanos son susceptibles a la malaria, aun si ellos han estado en contacto con el parasito
en repetidas ocasiones, no obstante, en areas altamente endémicas con episodios de malaria
recurrentes, los nifios y los adultos desarrollan cierto grado de proteccion contra las formas
mortales de esta enfermedad. Se ha propuesto gque este fendmeno refleja la inmunidad clinica
que es denominada como una inmunidad naturalmente adquirida, como sucede en la
infeccion por Plasmodium vivax. El ciclo en humanos presenta formas infecciosas distintas
durante la migraciéon del parésito a través del torrente sanguineo hasta el higado, los
anticuerpos pueden bloquear la migracion del parasito (en forma de esporozoito) y la invasion

al hepatocito bloqueando la progresion del ciclo de vida (52).

En el estadio hepatico, la célula infectada es potencialmente atacada por linfocitos T CD4"y
CD8; estas respuestas ademas pueden ser potenciadas por las células NK (Natural Killer) y
las células Tyd, quienes pueden estimular otras poblaciones celulares secretoras de citoquinas

o0 atacar directamente las células infectadas a nivel hepatico (53). Después del inicio de la
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liberacion desde el merosoma, los merozoitos libres también son susceptibles de la respuesta
inmune del hospedero. Estos merozoitos pueden ser el blanco de anticuerpos opsonizantes
que previenen la invasion del parasito (54) o de células fagociticas que los procesen y
presenten a linfocitos T CD4" y CD8".

Considerando que el MHC clase | y 1l estd ausente en la superficie de los eritrocitos, la
respuesta inmune en contra de las formas intra-eritrociticas del parasito estd mediada
principalmente por anticuerpos. Durante la fase eritrocitica, los anticuerpos pueden bloquear
los merozoitos previniendo su liberacion y diseminacion en el torrente sanguineo (55). Asi
mismo, la accién integrada de la respuesta inmune innata juega un papel importante
involucrando monocitos, neutrofilos y células NKT (55). Adicionalmente, se considera que
la respuesta inmune celular citotdxica tiene un papel méas importante en el control de las
formas hepéticas del parasito, mientras que la respuesta humoral y las células T CD4" estan

principalmente implicadas en el control de los estadios eritrociticos del parasito.

La especificidad y la memoria son las caracteristicas mas importantes asociadas a la respuesta
inmune adaptativa. Los determinantes antigénicos (epitopos) representan la parte especifica
del antigeno que es reconocida, ya sea por los receptores de las células T o B, y median el
desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Los epitopos de las células T son péptidos
cortos lineales los cuales son expuestos mediante la sinapsis inmunoldgica. Los dos tipos
principales de células T son los linfocitos citotoxicos (CD8*) y los linfocitos T helper (CD4")
(56). La principal funcion de los linfocitos T citotdxicos es la actividad citolitica, mientras
que la funcién de la célula T helper es producir citoquinas que modulan la respuesta inmune
celular y humoral. En este sentido, los anticuerpos neutralizantes no pueden ser
eficientemente producidos sin la ayuda de las células T helper, puesto que éstas juegan un
papel importante en la expansion y diferenciacién de las células B, incluyendo el intercambio
de clase (switching) y la maduracion de la afinidad (57).
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4. Metodologia

4.1. Cultivo de Plasmodium yoelii 17XNL

Plasmodium yoelii, cepa no letal 17XNL (Py17XNL), fue utilizada en los experimentos de
interaccion hospedero — patdgeno. Los parasitos fueron descongelados e inoculados
intraperitonealmente en ratones hembra BALB/c sin tratamiento, para mantener el parasito in
vivo. La parasitemia se controlé6 mediante examen microscépico de extendidos de sangre
periférica tefiidos con Giemsa; una vez los individuos alcanzaron una parasitemia del 40%
aproximadamente, los ratones fueron anestesiados con ketamina (80 — 120 mg/kg) - xilacina
(5-16 mg/kg) y la sangre fue colectada mediante puncién cardiaca en jeringas tratadas con
citrato de sodio. Los GR fueron lavados con RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
Hipoxantina (SIGMA) y Glucosa 4%, posteriormente, los globulos rojos parasitados (GRp)
fueron purificados por gradiente de densidad — Percoll. Finalmente, fueron preservados en

medio de congelacion (Glicerol, Sorbitol, NaCl) para uso en ensayos posteriores.

Para mantener un cultivo in vitro de Py 17XNL, se utilizaron crioviales de GRp. Brevemente,
los GRp fueron tratados con 200pL de NaCl 12% gota a gota mezclando ligeramente, esta
mezcla fue incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA), luego se agregaron 10
volimenes de NaCl 1.6%, y se centrifugd a 500xg a 20°C durante 5 minutos, el sobrenadante
fue descartado. Se realizaron 3 lavados con 10 volumenes del medio RPMI 1640
suplementado con 1% de hipoxantina (RPMI+H), manteniendo las condiciones de
centrifugacion. El cultivo se mantuvo en cajas de 25 cm? utilizando 5 mL de medio RPMI+H,
suplementado con suero fetal bovino (SFB-Hyclone) 20%, hematocrito de 4% (gl6bulos rojos
de raton BALB/c) y se incub6 a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO2, 5% de Oz y 90% de
N>. Posterior a la estabilizacion del cultivo, se realizd un seguimiento del crecimiento
intraeritrocitico del parasito para establecer tiempos de desarrollo para los ensayos in vitro
(anexo 3), finalmente los GRp fueron cosechados y preservados.

4.2. Mantenimiento del biomodelo

Ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas de edad, con un peso aproximado de 18 — 25 gramos
del Bioterio - Instituto Nacional de Salud, fueron alimentados segun condiciones
experimentales con ciclos luz-oscuridad de 12 horas, una temperatura de 22-24°C y una
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humedad de 50 + 5%. Los animales fueron tratados de acuerdo con la norma colombiana
establecida en la resolucion del Ministerio de Salud No. 8430 de 1993, ademas de la Ley 84
de 1989 sobre “El uso de animales vivos en experimentos e investigacion”. E1 Comité de
Manejo Bioético en Experimentacion y Practica con Animales, de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales de Colombia, aprob6 los protocolos de uso de animales de

laboratorio de este proyecto (anexo 1).

4.3. Andlisis de polimorfismo y divergencia

Con el objetivo de determinar regiones conservadas intra e interespecie del gen amal que
estan bajo dindmicas de seleccion natural purificante, se realizé un andlisis de restriccion
funcional in silico. Brevemente, en la base de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), se
realizd una busqueda de las secuencias de referencia de ADN del gen amal de P. yoelii y de
especies relacionadas filogenéticamente. Las secuencias fueron alineadas utilizando el
servidor web TranslatorX (58) manteniendo el marco de lectura abierto que codifica la

proteina de interés, basado en el algoritmo MUSCLE (59).

Para evaluar la diversidad genética y las fuerzas evolutivas, se utilizd el software DnaSP6
(60). Brevemente, la diversidad de nucle6tidos por sitio (i) se estimd a partir de las secuencias
de P. yoelii y, el método modificado de Nei-Gojobori (61) se utilizo para evaluar las sefiales
de seleccion natural calculando la diferencia entre las tasas de sustitucion no sinénima y
sindnima (dn -ds ). La seleccion natural se evalu6 estimando la diferencia entre las tasas de
divergencia no sinénimas y sinénimas (Kn -Ks) mediante el método modificado de Nei-
Gojobori y la correccion de Jukes-Cantor (62). Se realizo el analisis de recombinacion por el
método GARD (63) y, posteriormente en el servidor web Datamonkey (64), se identifico los
codones que se encontraban bajo seleccion natural entre especies utilizando enfoques
bayesianos 0 de méxima verosimilitud con los modelos SLAC, FEL, REL (65), MEME (66)
y FUBAR (67).

El algoritmo REL se usé para identificar linajes bajo seleccion positiva episodica (seleccion
que ocasionalmente tiene periodos transitorios de evolucion adaptativa enmascarados por
seleccién negativa o evolucion neutral). Se considera evolucidon negativa cuando la tasa de

evolucion (o) sea menor de 1 (68).
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A partir de las regiones conservadas identificadas por analisis in silico, se disefiaron péptidos
(20-mer) solapados 5 residuos, y se realizd una prediccion de regiones determinantes
antigénicas  para linfocitos B  utilizando la  herramienta  Bepipred 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0) (69).

Tabla 2 Plasmodium spp. utilizados en analisis de fuerzas evolutiva y diversidad genética.

Hospedero Especie Subespecie Cepa Region Cromosoma  Cddigo de acceso
yoelii 17XNL  770343..772016 9 CP086276
yoelii 17X 766486..768159 9 LM993663
yoelii YM 1..1674 9 U45970
yoelii 1.1 615328..617001 9 LR129778
yoelii 1AR 661019..662692 9 LR129792

Plasmodium yoelii _
yoelii 3AE 658208..659881 9 LR129834
yoelii 33X 623235..624908 9 LR129820
yoelii 2CL 645680..647353 9 LR129806
killicki 193L 663278..664951 9 LR129764
killicki 19477 609882..611558 9 LR129750
Roedores
N/A ANKA 573540..575210 9 LK023124
Plasmodium berghei
vinckei V52 1248628..1250304 9 LR129722
. . . petteri CR 1115454..1117130 9 LR865414
Plasmodium vinckei
brucechwatti  1-69 594954..596630 9 LR129736
chabaudii AS 1120979..1122655 9 LK022886
Plasmodium chabaudii
Humanos Plasmodium vivax N/A sal-1 1..1687 9 AF063138
N/A nilgiri 1..1689 9 XM_012477722
Plasmodium fragile
Primates N/A B 1562874..1564562 9 XM_004222507
Plasmodium cynomolgi
N/A M 1..1689 9 LT841387
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4.4. Sintesis de péptidos

Catorce péptidos derivados de las regiones conservadas de la proteina PyAMA-1 fueron
sintetizados en el Grupo Funcional de Sintesis Quimica de la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia (FIDIC), mediante la estrategia t-Boc (Bachem) y resina p-
metilbenzhidrilamina (MBHA) (0.5 meq/qg), siguiendo la metodologia de sintesis multiple de
péptidos en fase sdlida (70). Los péptidos fueron purificados por cromatografia liquida en fase
reversa (RP-HPLC) y la masa molecular fue determinada por espectrometria de masas
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spectrometry)
usando acido o-ciano-4-hidroxicindmico como matriz. Para facilitar el radiomarcaje, un
residuo de tirosina fue adicionado al extremo carboxilo terminal en aquellos péptidos que no

tenian este residuo en su secuencia.

4.5. Actividad citotoxica.

El ensayo se realiz6 siguiendo las indicaciones reportadas por Rabelo et al. (71). Los péptidos
se evaluaron a diferentes concentraciones cada uno (50, 100 y 200 uM, respectivamente).
Brevemente, una suspension de GR al 4% de hematocrito fue expuesta a los diferentes
tratamientos durante 1 hora en placas de 96 pozos. Las placas fueron centrifugadas a 250 rpm
durante 5 minutos y se recuperd 100 pL de sobrenadante para analizar la liberacion de hemo
por espectrofotometria a una longitud de onda de 405 nm. Se establecieron referencias de
hemolisis con una solucién al 1% de Tritén X-100 que corresponde a 100% de actividad
hemolitica, y 0,9% de solucidn salina para un 0%.

4.6. Perfil de union a glébulos rojos murinos.

Cada uno de los péptidos sintéticos de la proteina PYAMAL fue sometido a un proceso de
radiomarcaje con Na'?®l. Brevemente, 12uL de péptido (1mg/mL) fue incubado con 15uL de
Cloramina T (2,75mg/mL) como agente oxidante y 3pL de Na'?°l (100mCi/mL) durante
20min a temperatura ambiente. La reaccion fue detenida por la adicion de 15uL de
metabisulfito de sodio (2,3 mg/mL) como agente reductor. Los péptidos radiomarcados fueron

purificados mediante cromatografia por exclusion de tamafio en una columna de Sephadex
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G10. Cada fraccion eluida fue analizada en un contador gamma (Auto Gamma Cobra Il
Packard).

Sangre total de ratones de la cepa BALB/c fue obtenida de acuerdo con las guias establecidas
por el Ministerio de Salud de Colombia para el manejo de animales vivos con fines de
investigacion o experimentacion. Se realizaron 3 lavados con 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulphonic acid buffered saline (HBS) (pH 7,2). 1 x 108 GR fueron incubados
con cantidades crecientes de péptido radiomarcado (300nM a 1200nM) en ausencia (unién
total) o presencia (unién inespecifica) de péptido no radiomarcado (20uM) durante 90 minutos
a temperatura ambiente. La mezcla fue lavada dos veces con buffer HBS y la radioactividad
asociada a las células fue cuantificada mediante un contador gamma (Auto Gamma Cobra Il
Packard).

4.7. Inhibicion de invasion in vitro.

Para determinar el perfil funcional de los péptidos, se evalud su capacidad para inhibir la
invasion del parasito a GR murinos; para ello, esquizontes de P. yoelii 17XNL fueron
purificados mediante gradiente usando Percoll (72), la fraccion de interés fue colectada en
medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, Hipoxantina
(SIGMA), Glucosa 4%, solucion de antibi6tico-antimicético 1X (SIGMA), y fueron
cultivados en cajas de 96 pozos a un volumen final de 60uL por pozo. El hematocrito y la
parasitemia inicial se ajustaron a 4% y 0,7%, respectivamente. Los GR fueron tratados con
los péptidos a tres concentraciones diferentes 50 uM, 100 uM y 200 uM por duplicado. Se
establecieron pozos control tratados con EGTA 25uM vy sin tratamiento, para validar la
invasion normal del parasito. Brevemente, se incub6 por 8 h a 37°C en una atmdsfera de 5%
02, 5% CO2 y 90% N>, hasta encontrar paréasito en etapa de anillos recién invadido (anillos de
2h). Se realiz6 marcaje de los GRp con SYBR green. Las muestras fueron procesadas en un
citometro de flujo FACSCantoTM Il (BD Biosciences).

4.8. Inhibicion del desarrollo intraeritrocitico.

Para evaluar la capacidad de los péptidos para inhibir in vitro el crecimiento intraeritrocitario
del paréasito Py17XNL, se realizo6 cultivo de GRp en RPMI 1640 (Gibco) suplementado SFB
10%, Hipoxantina (SIGMA), Glucosa 4% y solucion de antibiotico-antimicotico 1X
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(SIGMA). Brevemente, el cultivo fue sincronizado mediante tratamiento con sorbitol 5% para
obtener formas en estadio de anillos. Posteriormente, se prepard solucion de trabajo con
RPMI-SFB 10%, GR no infectados y GRp; luego se agregaron los péptidos a concentraciones
de 50 uM, 100 uM y 200 pM y se incubd durante 18 horas en una atmosfera de 5% O3, 5%
CO2 y 90% N,. Como controles, se utilizd GR:GRp sin tratamiento y las muestras fueron

procesadas en un citometro de flujo FACSCantoTM Il (BD Biosciences).

4.9. Andlisis de estructura de PyYAMA-1

La prediccion estructural de la proteina AMA-1 se realizé a partir de la secuencia de la cepa
17XNL obtenida en la plataforma PlasmoDB (ID: PY01581), y una modelacién por
homologia mediante la herramienta bioinforméatica SWISSMODEL en el portal Expasy (73)
utilizando como molde la estructura de PvAMA-1 SAL-1 registrada en el banco de datos de
proteinas (PDB ID: 5NQG (74)). Las 5 estructuras mas probables fueron evaluadas
individualmente con la herramienta QMEAN en el portal Expasy (73). Se selecciond la mejor
estructura por Ramachandran Plot y QMEAN; ésta se refin6 con el programa AMBER (75,
76), realizando una minimizacién de 500.000 y 1 millén de pasos, bajo el algoritmo de
descenso mas pronunciado y gradiente conjugado, respectivamente. Luego, se realizd un
equilibrio y simulacion de dindmica molecular bajo una configuracion implicita de disolventes
con un tiempo total de 1ns. Finalmente, la calidad de la estructura final fue evaluada por
QMEAN y Ramachandran Plot.

4.10. Disefio y optimizacion de péptidos quiméricos para anclaje a moléculas H2-
IEY.

Se realiz6 el disefio y optimizacion de péptidos quiméricos para el anclaje a moléculas H2-
IEY de raton. Para esto, se realizd una prediccion in silico de epitopos T utilizando las
herramientas bioinforméaticas NetMHClIpan 3.2 (77) y NetMHCllIpan 4.0 (78). Aquellos que
presentaron un porcentaje %Rank de <2 fueron considerados péptidos de alta union a H2-1E¢,
y los que presentaron %Rank 2>X<5 péptidos con union débil (77, 78). Adicionalmente, se
realizé una prediccion de epitopos B con una longitud de 13 residuos, sobre peptidos derivados

de regiones bajo fuerzas evolutivas purificantes con perfil funcional experimental, para
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articularlos hacia el extremo -COOH y/o NH2 del epitopo T artificial disefiado in silico; se
incluyeron 3 residuos de contexto que favorecen el anclaje a moléculas MHC. Se realiz6 una
prediccion de prote6lisis mediada por catepsinas sobre los constructos quiméricos Epitopo B
— Epitopo T utilizando la herramienta MHC-NP (79), finalmente, se predijo la estructura

secundaria del constructo utilizando la herramienta PEP-FOLD (80).
4.11. Purificacion de moléculas H2-1EY y anticuerpos Anti-HLA-DR.

Para la obtencion de la molécula H2-1EY, la linea de células linfoblastoides inmortalizadas de
raton, PAI, fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con NaHCO3 2 g/L (SIGMA),
piruvato sodico 1 mM (GIBCO), SFB (Hyclone) 10-20% y solucion antimicatico-antibidtico
1X (SIGMA). El cultivo fue mantenido a 37°C, en 5% de una atmosfera de CO.. Las celulas
fueron colectadas por centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos, luego criopreservadas a
-80°C hasta obtener alrededor de 5 x 10° células, y finalmente purificadas mediante
cromatografia de afinidad. Adicionalmente, se llevo a cabo el cultivo del hibridoma ATCC
HB-55 bajo las mismas condiciones expuestas anteriormente. Puntualmente, se colectd y
almacend el sobrenadante en NaNz 0,02% para la purificacion del anticuerpo monoclonal

dirigido contra moléculas HLA-DR.

Para purificar el anticuerpo monoclonal anti-DR recuperado en el sobrenadante del cultivo de
las células ATCC HB55, las proteinas fueron precipitadas mediante saturacion (45%) del
sobrenadante con (NH4)2SOs, este proceso se realizé a 4°C, luego se incubd durante toda la
noche. El sobrenadante fue centrifugado durante 30 minutos a 10000 rpm, el pellet obtenido
fue resuspendido en PBS 1X y fue dializado para eliminar los restos de sales. La muestra
dializada fue concentrada por deshidratacion con PEG, y acoplada a Proteina A Sefarosa CL-
4B (GE Healthcare) mediante agitacion eliptica a 4°C durante 18 horas. Se realiz6 una prueba
de reactividad cruzada para determinar el porcentaje de reconocimiento del anticuerpo
monoclonal Anti-DR contra celulas PAI. Las muestras fueron procesadas en el citometro de

flujo FACS Canto Il (BD Bioscieinces) y analizadas en el programa FlowJo.

Para la purificacion de la molécula MHC murina se realizé la suspension de las células en
buffer de lisis (PBS 0,05M, NaCl 0,15M, NP-40 1%, PMSF 1mM, lodoacetamida 25mM,
Acido caprilico 5 mM, inhibidores de proteasas 10pug/mL) a 4°C durante una hora, este lisado

se centrifug6 a 27.000 x g durante 15 minutos, se recolectd el sobrenadante y fue tratado con
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desoxicolato de sodio DOC al 5% durante 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue

ultracentrifugado a 100.000x g durante 20 minutos.

El producto de lisado se acoplo6 a la resina (Proteina A Sefarosa CL-4B) Anti — DR mediante
entrecruzamiento con DMP (Dimethyl pimelimidate). Brevemente, se realizaron varios
lavados con 3 buffers diferentes para eliminar contaminantes por interaccion inespecifica.
Luego se realizo la elucion de la molécula H2-1EY y recuperacion de las fracciones en un
buffer neutralizante (pH 6,8) para estabilizar el polipéptido (81). La presencia de la molécula
fue verificada mediante Dot-blot y la calidad e integridad por SDS-PAGE. Las fracciones
reactivas fueron concentradas por deshidratacion con PEG y cuantificadas con MicroBCA

Protein Assay Kit (Thermo Scientific) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.

4.12 Perfil de union de péptidos a moléculas H2-1E9

Para evaluar la capacidad de unién de los péptidos quiméricos derivados de regiones
conservadas de P. yoelii a moléculas H2-1E® purificadas, se realizé un ELISA convencional.
Brevemente, moléculas H2-1E9 [0,1 pM] fueron incubadas con un péptido control marcado
con biotina [5 uM], los péptidos derivados del antigeno AMA-1 se evaluaron en exceso de 50
veces respecto al control [250 uM] e incubados por 24 horas a TA. Inmunomddulos NUNC
(Thermo-Fisher Scientific®) cubiertos con anti-H2-1E [10 ug/mL] y tratados con BSA 3%
en PBS 1X, fueron expuestos al complejo MHC-péptido por 2 horas a TA. Luego, el ensayo
fue incubado con Estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina en dilucién 1:500 por una hora
a TA 'y posteriormente se incub6 por 30 minutos con solucién reveladora pNPP (SIGMA). La
reaccién colorimétrica fue leida a 405 nm en un espectrofotdmetro MultiSkan GO (Thermo

Fisher Scientific®). Todos los ensayos fueron realizados por duplicado (81).

4.13. Respuesta humoral estimulada por péptido quiméricos en modelo
murino.

Para evaluar la respuesta inmune humoral estimulada por péptidos quiméricos in vivo, se
utilizaron 50 ratones hembra y 30 machos de la raza BALB/c entre 6-8 semanas de edad. 10
grupos de 8 ratones cada uno (ver tabla 3) fueron inmunizados con 30 ug del péptido

quimérico acoplado a KLH (del inglés, Keyhole Limpet Hemocyanin) en 100 uL de PBS 1X
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méas adyuvante de Sigma® en una relacion 1:1. Cada ratén fue inmunizado dos veces via
subcutanea con un intervalo de 14 dias. Se realizo extraccion de sangre a través de una puncion
en el seno venoso sub-mandibular pre-inmunizacion, 15 dias después de la primera dosis, 15

y 30 dias post-segunda inmunizacion.

Para analizar la respuesta de las células B mediante ensayos de ELISA, se evalud la
produccién de 1gG total y de las subclases post-inmunizacion. Brevemente, en una placa de
96 pozos se realizé el acople de 1 pg de cada péptido/pozo. Las placas fueron incubadas toda
la noche a 4°C, esto se realizé por triplicado. Posteriormente, las cajas fueron tratadas con
solucién de bloqueo (leche descremada en solucién de lavado PBS 1X + Tween 20 al 0,005%)
durante 1 hora. Luego el antigeno fue expuesto a los sueros obtenidos de ratones inmunizados;
como control positivo se utilizd suero hiperinmune y suero de ratones sanos como control
negativo (suero preinmune) durante dos horas a TA en dilucién 1:200, luego se utilizd Anti-
Mouse Biolegend® acoplado a peroxidasa como anticuerpo secundario y se reveld con
Thermo-Scientific Pierce TMB-Blotting 1-Step Solution®, incubando durante 15 — 30
minutos en oscuridad, la reaccion se detuvo con HsPOs 1M. Se determiné la reactividad
mediante espectrofotometria utilizando una longitud de onda Unica de 450nm. En cada

tratamiento se realizé 3 lavados con PBS 1X + Tween 20.

Tabla 3 Distribucidn de grupos y tratamientos utilizados en el esquema de inmunizacién

Grupo Tratamiento (30 pg de péptido +
KLH)
43643

43644
43645
43645
43646
43647
42681
42903
42904

© 00 N O Ol WDN B
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4.15 Proliferacion de Linfocitos T CD4+

Para evaluar la respuesta de células T in vitro, 45 dias después de la segunda inmunizacion,
cuatro ratones por grupo fueron sacrificados para extraer esplenocitos mediante perfusion del
bazo con medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB, 2 g/L de NaHCOs3 (SIGMA), 1
mM de piruvato de sodio (GIBCO), y antibidtico — antimicético 1X; luego las células
mononucleares (CM) esplénicas fueron purificadas mediante gradiente Ficoll®-Paque PLUS.
En placas de 96 pozos fondo redondo fueron sembradas 2x10° CM por pozo en 200 pL de
medio RPMI 1640 suplementado, y estimuladas con 10 pug/mL de cada péptido quimérico.
Las células fueron incubadas a 37°C y una atmosfera de CO al 5%. Como controles se
utilizaron péptidos nativos (42681, 42903 y 42904), PMA (100 ng/mL) — lonomicina (400
ng/mL) y 5 pg/mL de lisado de Py17XNL; adicionalmente, como control del experimento se

mantuvieron CM sin estimulo.

Cinco dias post-tratamiento se recuperaron las células y el sobrenadante fue almacenado a
-80°C para evaluar la produccion de citoquinas. Las células fueron marcadas con el
anticuerpo monoclonal anti-CD4-FITC, anti-CD45RO-APC (presenta reactividad cruzada
con CD44 en ratones), anti-CD62L-PerCP-Cy5 y/o anti-CD62L-PE contra raton, y fueron
leidas en el citdmetro de flujo FACSCantoTM Il (BD Biosciences). Los datos obtenidos

fueron analizados en el programa FlowJo v7.6.5 (FlowJo, LLC).

4.15 Evaluacion de citoquinas en sobrenadante.

La produccion de citoquinas IL-4, IL-2, IL-10, IFN-y, IL-6 y TNF-a fue cuantificada en el
sobrenadante del cultivo mediante el kit BD Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17
CBA Kit (BD Biosciences), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Las
muestras fueron leidas en el citdmetro de flujo FACSCanto™ II (BD Biosciences) y
analizadas con el software FCAP Array v3.0.1. La produccion de citoguinas fue evaluada
teniendo en cuenta la dindmica encontrada en CM sin estimulo y tomando como referencia

una curva estandar expresada en valores de pg/mL.
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4.16 Analisis estadistico

Para graficar y analizar los datos de los ensayos fue empleado el software GraphPad v5.01
software (GraphPad Software, Inc.). Se empled test Shapiro-Wilk como prueba de
normalidad para los ensayos de ELISA, linfoproliferacién y produccion de citoquinas. El test
de Kruskal Wallis y Dunn fue utilizado para comparar los resultados entre los diferentes
tratamientos para variables no paramétricas, mientras que para datos con distribucion normal,
se utilizé un ANOVA vy prueba de Tukey. Los datos fueron analizados con un intervalo de

confianza del 95% y valores <0,05 fueron considerados significantes.
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5. Resultados

5.1. Péptidos derivados de regiones bajo seleccion negativa de PyAMA-1, son
antigénicos.

5.1.1. Diversidad genética limitada en los dominios 1 y Il de PyAMA-1.

Se analizaron diez secuencias génicas completas de diferentes cepas de P. yoelii, tres especies
relacionadas filogenéticamente (P. berghei, P. vinckei y P. chabaudi) y tres que poseen un
tropismo de infeccion similar (P. vivax, P. fragile y P. cynomolgi); en total, se evaluaron 16
haplotipos (Tabla 3). Los analisis de divergencia y fuerzas evolutivas mostraron que dos
regiones altamente conservadas (RC1: 43-108 aa; RC2: 191-325aa) podrian estar bajo
procesos de seleccion purificante (©<0,8). Se observaron 342 codones bajo seleccion negativa
entre las especies, y aproximadamente el 60% se localizaron en los dominios I y 1l, que
previamente han sido caracterizados como regiones clave para el proceso de invasion del

parasito.

—— dN/IS (Intraespecie P. yoelii)
—— KN/KS (Interespecie)

" F=REAYIASIFFIFSIIEIEAZEZI12I3CEEEERRARARAANAARAHRARSE ARSI ERBEEARENNISIOTITNIICHACTAESEBNAIAAE S

PS DI DIl DI ™ CT

Figura 5 Seleccion de péptidos de la proteina PyAMA-1. La ventana deslizante muestra la tasa o (eje y) y la
posicion del nucledtido (eje x) (o < 1 =restriccién funcional). Debajo de la ventana deslizante se puede observar
un diagrama genético que indica las regiones codificantes de AMA-1 de P. yoelii para el péptido sefial (PS), la
region transmembrana (TM), region citoplasmatica (CT), Dominio | (DI), Dominio Il (D11) y Dominio I11 (DI11).
Los codones seleccionados negativamente se muestran en verde y los seleccionados positivamente en rojo.

En la Fig. 5, se observa que el dominio Il posee codones que estan bajo procesos de seleccion

diversificante episddica. Ademas, se evidencid que los sitios bajo seleccion diversificante se
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encontraron en el dominio Il de la proteina (dominio no funcional), estableciendo una

disyuntiva entre regiones funcionales y polimdrficas. Como se observa en la Tabla 3, a partir

de estas regiones conservadas se sinterizaron catorce péptidos solapados 5 residuos para

realizar un mapeo mas reducido de regiones minimas funcionales.

Tabla 4 Péptidos derivados de regiones conservadas sometidas a seleccion purificante.

Péptido Secuencia

42681 ENTERSIKLINPWDKYMEKY
42898 YMEKYDIEKVHGSGIRVDLG

RC1 42899 RVDLGEDARVENRDYRIPSG
42900 RIPSGKSPVIGKGITIQNSEY
42901 IPSGKSPVIGKGITIQNSEVY
42902 TSYMLYVAAQENMGPRYSSN
42903 RYSSNDANNENQPFSFTPEK
42904 FTPEKIENYKDLSYLTKNLR
49905 TKNLRDDWETSSPNKSIKNAY

RC2 42906 SIKNAKFGIWVDGYSTDYQK
42907 TDYQKHVVHDSDSLLKSNQI
42908 KSNQIIFNESASDQPKQYER
42909 KQYERHLEDATKIRQGIVER
42910 TKIRQGIVERNGKLIGEALLY
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5.1.2. Péptidos conservados de la proteina PyAMAL interactian especificamente con la
membrana de eritrocitos murinos.

Un ensayo de union fue llevado a cabo para determinar qué regiones conservadas de 20
residuos de longitud de la proteina PYAMAL interactian especificamente con la membrana
de eritrocitos murinos. Para esto, cada uno de los péptidos se incubaron en ausencia (unién
total) o presencia de altas concentraciones del mismo péptido no-radiomarcado (unién no
especifica). Una curva de union total y una curva no especifica fueron obtenidas. La diferencia
entre estas dos curvas dio como resultado una curva de union especifica que corresponde al
péptido unido especificamente a la membrana de eritrocitos murinos. Péptidos con pendientes
mayores o iguales a 0,01pmol péptido unido/pmol afiadido (>1%) en la curva de unién
especifica fueron considerados como High Activity Binding Peptides (HABPs) de acuerdo con
trabajos previos (82, 83). A partir de estos andlisis, se encontraron cinco péptidos (42681,
42898, 42903, 42904 y 42910) con pendientes mayores al 1%. De estos HABPs, los primeros
cuatro hacen parte del dominio I de la proteina PyAMAL mientras que el HABP 42910 hace
parte del dominio Il (Fig. 6).

Cédigo del Actividad de union especifica (%)

péptido Secuencia l ,
42681 —| 43 [ ENTERSIKLINPWDKYMEKY | 62
42898 | g | 58 | YMEKYDIEKVHGSGIRVDLG | 77
42899 % 5| 73 [ RVYDLGEDARVENRDYRIPSG | 92
42900 % 2| g3 | RIPSGKSPVIGKGITIQNSEY | 107
42901 ©| g9 | IPSGKSPVIGKGITIQNSEVY | 108
42902 191 | TSYMLYVAAQENMGPRYSSN | 210
42903 = | 206 | RYSSNDANNENQPFSFTPEK | 225
42904 < | 221 | FTPEKIENYKDLSYLTKNLR | 240
42905 £ | 236 |TKNLRDDWETSSPNKSIKNAY | 255
42906 £ | 251 [ SIKNAKFGIWVDGYSTDYQK |270
42907 © | 266 | TDYQKHVVHDSDSLLKSNQI | 285
42908 2 | 281 | KSNQIIFNESASDQPKQYER | 300
42909 £ | 296 | KQYERHLEDATKIRQGIVER |315
42910 306 | TKIRQGIVERNGKLIGEALLY | 325

Figura 6 Perfil de unidn de péptidos conservados derivados de la proteina PYAMA-1 a eritrocitos murinos. Las
barras negras representan los porcentajes de union especifica obtenidos de la pendiente de la curva definidos
como la cantidad de péptido que se une especificamente por cantidad de péptido adicionado. Péptidos con
porcentajes >1 fueron considerados como HABPs de acuerdo con criterios establecidos previamente en otros
paréasitos como P. falciparum (82), P. vivax (84) y Babesia bovis (83).
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5.1.3. Péptidos conservados por dinamicas de seleccion purificante presentan actividad
antimalarica en el modelo murino.

Para determinar el perfil funcional de los HABPs derivados de regiones conservadas de la
proteina PyAMA-1, sometidas a fuerzas evolutivas de presion purificante, se evalud la
capacidad de inhibicion de la invasion de merozoitos de la cepa 17XNL a eritrocitos murinos.
Nuestros resultados evidencian porcentajes de invasion in vitro a RBCs murinos de

aproximadamente 5,48% (Fig. 7A).
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Figura 7 Perfil funcional de los HABPs. A) Ensayo de invasion in vitro de 17XNL a eritrocitos murinos tratados
con diferentes concentraciones de los HABPs: 50uM (Barras negras), 100 uM (Barras gris claro) y 200 uM
(Barras gris oscuro); control de inhibicion de la invasion (EGTA) y control de RBCs sin tratamiento (Control +).
(B) Capacidad de inhibicion de invasion. Curvas de los porcentajes del bloqueo de la invasion del parasito a
RBCs tratados con los diferentes péptidos a las mismas concentraciones.
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Nuestros datos muestran que todos los HABPs identificados 42681, 42898, y 42904
presentaron porcentajes de inhibicion de la invasion del parasito >50%, mientras que el control
EGTA [25uM (85)] mostro 63,34%. No obstante, como se observa en la Fig. 7A, los péptidos
42681 (200 uM: 52,78 £ 2,79; 100 uM: 37,70 + 4,82; 50 uM: 31,24 + 6,85), 42903 (200 uM:
48,29 + 1,01; 100 uM: 38,51 + 2,41; 50 uM: 25,04 + 5,45) y 42904 (200 uM: 50,99 + 2,53;
100 uM: 49,01 + 1,77; 50 uM: 43,27 + 2,79) fueron los Unicos con la capacidad de bloquear

el proceso de invasion dependiente de las concentraciones evaluadas.

Adicionalmente, se evaluaron estos HABPs para determinar su capacidad de inhibir el
desarrollo y crecimiento intraeritrocitico de Plasmodium yoelii. El cultivo sincronizado
(estadio: anillo de dos horas) de la cepa 17XNL fue expuesto a diferentes concentraciones de
los péptidos de alta union especifica (50, 100 y 200 uM), y las formas de desarollo
intraeritrocitico se analizaron mediante citometria de flujo, 18 horas postratamiento. Como se
observa en la Fig. 8, todos los HABPs afectaron el desarrollo del parésito en glébulos rojos
murinos, sin embargo, solo los péptidos 42681 y 42904 presentaron un porcentaje de
inhibicion de desarrollo de esquizontes superior al 60% a 200 UM de tratamiento. En los
parasitos tratados con los péptidos 42681 (200 uM: 63,6 + 1,51; 100 uM: 54,3 + 7,52; 50 uM:
51,3 £1,12) y 42904 (200 uM: 62,6 + 0,08; 100 uM: 57,4 + 3,10; 50 uM: 53,3 + 1,74) se
observo un efecto inhibidor dependiente de la concentracion, y a su vez, una acumulacién de
formas parasitarias en etapa de anillo que no se desarrollaron a trofozoitos, lo que sugiere una

actividad antimalarica potencial conferida por estos HABPs.
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Figura 8 Efecto inhibitorio del desarrollo y crecimiento de 17XNL en eritrocitos murinos tratados con diferentes
concentraciones de los HABPs 50uM (Barras negras), 100 uM (Barras gris claro) y 200 uM (Barras gris oscuro).
Todos aquellos péptidos que superen el 50% (linea punteada), se consideran antimalaricos.

43



5.1.4. Los péptidos 42681 y 42903 son buenos candidatos vacunales antimalaricos

Como se ve en la Fig. 8A, el modelo estructural de la proteina PyAMA-1 se obtuvo con éxito
con un 94,66% de residuos favorecidos en el Ramachandran Plot y un valor de -3,14 QMEAN
que valida la calidad de la modelacion in silico. Se definieron claramente los tres dominios
descritos anteriormente (AMA-DI, DIl y DIIl), asi como el surco estructural donde se espera
que se produzca la interaccion con la proteina PyRON2, y las regiones conservadas sometidas
a dinamicas de presion purificante. Ademas, la Fig. 9A describe la posicion de los péptidos
seleccionados dentro de la estructura, y accesibilidad a solvente, donde se evidencia que los
péptidos 42903 (HABP homdlogo al Loop le en PFAMA-1) y 42910, se encuentran en el surco
de interaccion para el complejo AMA-RON2. La Fig. 9B representa la estructura de cada
péptido, donde se muestra que estas regiones de union poseen estructura extendida, lo que
sugiere la presencia de posibles epitopos lineales. Finalmente, como se observa en la Fig 9C,
se encontrd que los HABPs poseen regiones predichas como potenciales epitopos de células
B; esto sugiere que los péptidos podrian inducir una respuesta inmune humoral contra el
paréasito. Por otro lado, sumado a la capacidad de los péptidos 42681 y 42904 de inhibir tanto
la invasion como el desarrollo intraeritrocitico de P. yoelii, estos HABPs también poseen una
regién determinante antigénica para células B; esto es importante, considerando que el control
de la malaria en el estadio sanguineo estd mediado por una respuesta humoral fuerte, como se
reporta en estudios previos (86-88). En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos

42681 y 42903 son buenos candidatos para el desarrollo de un tratamiento antimalarico.
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Figura 9 Analisis estructural y prediccion de epitopos de células B para AMA-1 de P. yoelii. (A) Localizacion
en la vista de superficie de HABP 42681 (rosa), 42898 (verde), 42903 (naranja), 42904 (morado) y 42910 (rojo).
Representacion de la estructura secundaria de la proteina resaltando cada uno de los péptidos. Localizacion de
las regiones conservadas identificadas en los analisis de restriccion funcional (RC1: region conservada 1 - verde
/ RC2: Region conservada 2 - azul). (B) Secuencia y estructura predicha para cada uno de los HABPs
identificados en este estudio. (C) Prediccion de epitopos B sobre los HABPs (puntaje >0,45). Las regiones que
contienen epitopos de células B estan resaltadas con barras con el color correspondiente a cada péptido.

5.2. Optimizacion de péptidos para la union a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad en modelo murino (H2-1E9).

5.2.1. Optimizacion de péptidos quiméricos para la union a moléculas H2-1E¢

Los péptidos derivados de regiones bajo restriccion funcional de la proteina PyAMA-1 fueron
optimizados mediante herramientas bioinformaticas para promover su anclaje a moléculas
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H2-1EY. La estrategia utilizada para la optimizacion fue quimerizar epitopos B derivados de
los HABPs 42681, 42903 y 42904, con una longitud de 11 residuos, y epitopos T artificiales
(9 residuos) con un disefio computacional que promoviese su anclaje a moléculas MHC de
clase Il, ademas, se evaluo la disposicion de estos epitopos T en el extremo NH2 o COOH del
constructo flanqueados por tres residuos de contexto que promueven el anclaje del epitopo al
bolsillo de union (89), para una longitud final del péptido quimérico de 23 aminoécidos.
Brevemente, se realizaron 252°714.910 de célculos utilizando la plataforma NetMHClIpan
4.0, identificando 1°128.600 péptidos con union a MHC-II. Se encontraron 3381 péptidos
viables al restringir el analisis in silico a MHC murino, de los cuales 546 tienen un %Rank <2
para el anclaje a moléculas H2-1EY. El %Rank fue determinado utilizando el algoritmo de
indice de elucidn (IE) y afinidad de union (BA). Como se observa en la Tabla 5, el nimero de
péptidos candidatos es mayor cuando el epitopo T se encuentra en el extremo NH2 del

constructo (93,58 %), en comparacion con el extremo COOH (6,42%).

Tabla 5 Péptidos quiméricos

No. PEPTIDOS

CALCULADOS
42681-COOH 5
42681-NH: 262
42903-COOH 15
42903-NH: 68
42904-COOH 15
42904-NH> 181

Para la seleccion de los mejores candidatos quiméricos con buen perfil de unién a moléculas
H2-1E9, se realiz6 un analisis in silico sobre caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de
los constructos, por ejemplo: protedlisis, hidrofobicidad, punto isoeléctrico (pl), sintesis
quimica, purificacién, compatibilidad para espectrometria de masas, peso molecular,
estructura secundaria y porcentaje de componentes estructurales (hélice, hojas plegadas y

conformacion extendida).

Nuestros resultados muestran que de 546 péptidos quiméricos con un %Rank <2, s6lo el
20,87% presentd sitios predichos de hidrélisis en su secuencia; el 61,91% corresponden a
constructos con buenas condiciones de sintesis y purificacion; y asu vez, el 82% es compatible

con SRM/MRM en espectrometria de masas. Ademas, los datos obtenidos evidencian que el
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puntaje promedio de hidrofobicidad fue de 30,64 + 7,97, el punto isoeléctrico predicho de
9,44 + 1,23 y la media del peso molecular fue 2921,96 Da + 125,75.

A B 97,75
' * 100
Alraunién a
__________ » MHC murino 80
Restricciona & : (1Ad/11d)
H2-1kd 60
Péptidas 3,3
S prices A
Homologia No hidrélisis 40 8 zg <4 residuos
proteoma de raton A 5 residuos
20
> 6 residuos
0
Alta unidn con ee-oo_ o "- ! 64.300 +---—— __"‘ __________ Alta unién con
epitopo T—NH2 . epitopo T - COOH 100%
o 80%
252.714.910 )
1
! 60%
i
TOTAL DE PEPTIDOS 40%
CALCULADOS
20%

0%
42681 42903 42904

mENH2 = COOH

Figura 10 Criterios de seleccion de péptidos quiméricos. (A) Representacion del nimero total de péptidos
calculados y seleccionados mediante herramientas bioinforméticas. (B) Distribucion de los péptidos con alta
afinidad a moléculas H2-1EY en funcion de la homologia con el proteoma de ratén (grafico superior), y
disposicion del epitopo T amino o carboxi (grafico inferior).

Considerando que las regiones determinantes antigénicas para linfocitos B tienen una
extension de 4-6 residuos, y con el objetivo de garantizar que la inmunogenicidad de los
péptidos quiméricos no se viese afectada por alta similitud con proteinas del biomodelo, se
realiz un pBLAST contra el proteoma de Mus musculus, con un limite de identidad permitida
de hasta 4 residuos consecutivos. Encontramos que el 91,75% de los péptidos quiméricos
presentaban identidad en mas de 5 aa consecutivos con proteinas de raton, y sélo el 3,3%
fueron aquellos con identidad < 4 residuos. Aplicando estos criterios de seleccion, el nimero
de péptidos candidatos se redujo a 45 (Tabla 6), sin embargo, en los constructos que incluyen
al HABP 42903 no fue posible encontrar péptidos con las caracteristicas establecidas, por lo
que fue necesario seleccionar aquellos que presentaron identidad de hasta 5 aa consecutivos
(Fig. 10).
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Tabla 6 Caracteristicas evaluadas para la seleccién de péptidos quiméricos
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Péptido quimeérico Secuencia P;‘)]::“N';{s's mz‘;’l;f"m:f,m C:ﬁﬁﬁ?}fﬁiﬂ Hidrofobicidad | PM Promedio| pI teérico Estructura secundaria Heélice (%) pleg}:‘;’f‘ gy |Fxtendida (%) ;%ﬁ:ﬁ ﬁ‘;'[l:]‘;'q‘: :,'::rgl‘fF": '(3“#37": H‘""‘”"(]i’l;‘ Ratén
42681_c77462 DNGYRYQHNHHRINPWDKYMEKY NO A 3 2821 3065,37 9,30 CCCCEEEEEHCCCCCCCCCHOCC 8,70 20,74 69,57 0,41 210 0,62 2,58 =5
42681_c83F07 DKSYRVNKSNHAINPWDKYMEKY NO A 3 2938 2887.25 970 CCCEHECCHHCCECCCCCCHCCC 17,39 13,04 69,57 032 123 0.19 0,22 <5
42681_n0A581 INPWDKYMEK YWKSDKPHRRNKQ NO A 3 27.65 3048,51 1030 CCCCOCCHHHEHCCCCCCCCCCT 17,39 435 78.26 0,81 486 0,30 2,34 <5
42681_n0AGBB INPWDKYMEKYYRYYDSHHKNTR NO A 3 30,71 3108,47 9,60 “CCCCCCHHCHEEEERECCCCOC 13,04 26,09 60,87 0,92 251 0,28 1,43 <5
42681_n0E978 INPWDKYMEKYFHRHESKLKPDK NO A 3 3227 299046 980 CCCCCCCHHHEECHHHCCCCCCC 26,09 8,70 65,22 0,40 125 0,46 191 <5
42681_n0EC02 INPWDKYMEKYYRYSPNRRKNGG NO A 3 28,26 10,20 COCCCCCHHCHCRRCCOCCCOCE 13,04 8,70 78.26 0.14 017 0,12 0,40 <5
42681_n11B1B INPWDKYMEKYYFSKHDASRQRR NO A 3 3225 10,10 CCCOCCCHCHHEECCHHHCHCCT 3043 870 60,87 0,57 173 0,26 0,81 <4
42681_n122AD INPWDKYMEKYFSNSKVHHRNER NO A 3 30,29 9,90 CCCCCCCHHHECCCHHHECCCCC 26,09 8,70 0,58 0,95 0,25 0,68 <4
42681_n13CE0 INPWDKYMEKY YRKTKIGYRGQK NO A 3 3106 10,30 CCCCCCCHHHCEHEECCCECCCC 17,39 17.39 0,52 057 0,39 0,70 <5
42681_n15EE9 INPWDK YMEKYYHMKNTEKKAPA NO A 3 32,14 9,70 COCCCCCHCHHEEECHHECCCCC 21,74 17,39 0,05 1,03 0,04 1,39 <5
42681_n2093E INPWDKYMEKYYQYKRSTGRQQT NO A 3 2932 9.90 CCCCCCCHHHHEEEECCCCECCC 17.39 2174 058 1,68 042 2,08 <5
42681_n26CE2 INPWDKYMEKY YKHHGYEQKHPG NO A 3 27.96 9.30 CCCCCCCHHHEEECCCCCECCCT 13,04 17.39 0,45 3,39 0,06 1,36 <5
42681_n28A17 INPWDKYMEKYYHYNIQKQQDKK NO A 3 32,50 9,60 CCCCCCCHCBEEECCCHHHHCCC 21,74 17,39 0,90 3,44 0,02 0,52 <5
42681_n29A4B INPWDKYMEKYFREKGVHRKPAH NO A 3 3184 10,10 CCCCCCCHHHHEHHCCCCCCCCC 26,09 435 0,26 0,65 0,37 0,92 <5
42681_n2E69C INPWDKYMEKYYHYERTHQVKNK NO A 3 31,19 9,60 CCCCCCCHCEHEEECCEHHCOCE 17,39 21,74 0,64 3,26 0,07 0,68 <5
42681_n3489A INPWDKYMEKYYRRQIVRRRPQG NO A 3 31.74 3053,58 10,90 CCCCCCCHHHCHEHHHCCCCCCC 3043 435 0,12 0,09 0,16 0,16 =5
42681_nd5065 INPWDKYMEKYYRPROINRKNYA NO A 3 32,38 3047,52 10,20 CCCCCCCHHCCCCCCCHHHHHCE 3043 0,00 0,93 0,84 0,77 1.16 <4
42681_ndE10C INPWDKYMEKYWTDHKTMRRRQQ NO A 3 3232 311,59 10,20 CCCCCCCHCEHEEECCEHHCCCC 17,39 21,74 092 225 054 232 <4
42681_n53641 INPWDKYMEK YWHMKGTRRKPPS NO A 3 3338 2949,48 10,40 COCCCCCHCHHEECCCCCCCCCT 13,04 8,70 0,37 0,89 0,25 0,74 <4
42681_n5D620 INPWDKYMEK Y YIPHPTRKGHNT NO A 3 3231 2889,32 9,50 CCCCCCCHHCEECCCCCOCCCOC 8,70 8,70 0,68 485 0,08 1,30 <4
42681_nSE409 INPWDKYMEKY YHFHEPYIKDKH NO B 3 37.60 3082,52 7.80 CCCCCCCHCCEEECCCCCHHCCC 13,04 13,04 0,99 231 0,84 2,47 <5
42681_n6119A INPWDK YMEKYYKPHPTHKKTEN NO A 3 26,23 2948,38 9,70 CCOCOCCHHCCCCCOOCOOCOCe 8,70 0,00 013 380 011 340 <4
42681_n6456A INPWDKYMEKYYVYENPGRRKGE NO A 3 3227 2936,33 9,30 CCCCCCCHCHHEEECCCCCCCCC 13,04 13,04 0,88 4,05 0,62 2,93 <4
42681_n666D7 INPWDKYMEKYYIMNTGEKRKKQ NO A 3 32,76 2064.49 10,00 CCCCCCCHHHHEEECCCCCCECC 17,39 17.39 0,34 032 0,13 0,19 <5
42681 _n69A74 INPWDKYMEKYYIYAKRNQGDTQ NO A 3 3337 2925,30 9.30 CCCCCCCHHCCEEEHEHCCCCCC 17,39 17.39 0,98 1,87 0,01 0,87 =4
42681_n72EA2 INPWDKYMEK YWRPHPTRNRERG NO A 3 3183 303045 10,40 CCCCOCCHHCCCCCCOCCECeee 8,70 0,00 0,64 2,84 0,23 1,38 <4
42681_n74291 INPWDKYMEKYYKPFRNNKQHDR NO A 3 30.63 307150 10,00 CCCCCCCHHCCCCCCCCCHCECCT 13,04 435 038 254 0,04 0,93 <4
42681_n746E2 INPWDKYMEKYYRYKDPHSQYKR NO A 3 3253 3109.55 9,80 CCCCCCCHHCHERECCCOCCCCT 13,04 13,04 0,50 492 0,04 1,07 <4
42681_n77462 INPWDKYMEKYYRYOQHNHHRDYK NO A 3 2940 9,60 COCCCCCHHCHHEEHEECCCCCC 21,74 17,39 0,04 0,76 0,02 0,22 <5
42681_n7CEFE INPWDKYMEKY YNMKGEQKRKRG NO A 3 27,69 2963.46 10,20 CCCCCCCHHHHEEHCCEECCCCC 2174 17.39 0,62 3,79 0,44 172 <5
42681_n80D45 INPWDKYMEKYYVRHTPQTRHQK NO A 3 28,74 301947 10,10 CCCCCCCHCHEERRECCCOOCCOC 8,70 17,39 0,25 044 0,08 0,29 <4
42681_n865AD INPWDKYMEK Y YQSKYPHQRNKY NO A 3 31.00 3080.50 9.50 CCCCCOCHHHHEEECCCCCCCCC 17,39 13,04 0,87 3,03 0,91 172 =5
42903_n089BC YSSNDANNENQYYYLPRNKKKPS NO A 3 18.82 2794,02 9,70 CCCCHHHHCCHHCECCCCCCCCC 26,09 433 0,93 243 0,99 0,56 <5
42903_n303D4 YSSNDANNENQFYTAKKPESNRN NO A 3 19.76 2703,85 7.00 CCCCHHHHCHHHHCCCCCOCCCC 3478 0,00 049 239 049 0,21 <5
42903_n76653 YSSNDANNENQYKFHKIPAKDKH NO A 3 17.44 2748,97 9.40 CCCCHHHHCHHHHECCCOCCC 34,78 433 0,02 0,33 0,39 0,22 <5
42904_c34385 NPNYIMNHPNKRTPEKIENYKDL NO A 3 2913 282921 950 CCCEECCCCCCCCCHHHHHHCCC 26,09 8.70 071 2,06 026 0,93 <4
42904_n0EC02 TPEKIENYKDLYRYSPNRRKNGG NO A 3 22,93 2709,12 10,10 CCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCC 34,78 0.00 032 0,28 0,17 1,23 <5
42904_n2D432 TPEKIENYKDLFKQNVPNHRGHR NO A 3 26,54 2821,18 10,10 COCCHHHHHHHHHCCCCCCOC0C 39,13 0,00 0,62 1,16 0,06 0,37 <5
42904_n34FSD TPEKIENYKDLFRRHPTKKKGRQ NO A 3 2198 2870,34 10,80 CCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCC 3043 0.00 0,38 073 0,11 0,60 <5
42904_n3C69A TPEKIENYKDLFMPKPNIKKGNH NO A 3 3317 2742,22 9.90 CCCCHHHHHCCCCCCCCCECCCC 21,74 435 0,72 2,20 0,29 2,60 <5
42904_nd473DC TPEKIENYKDLFKSYKKPRKDNP NO A 3 2647 2839.27 10,00 CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 39,13 0,00 0,81 126 0,68 2,96 <5

2 42904_n39357 TPEKIENYKDLFFRKKTPRKPQM NO A 3 33,94 2895,45 10,50 CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 39,13 0,00 0,34 0,37 0,64 2,56 <5
42904_n72247 TPEKIENYKDLFRNKTPNRRRSW NO A 3 29,95 294035 10,90 CCCCHHHHHHHHCCCCCCOCCCC 3478 0,00 045 036 036 0.57 <4
42904_n72EA2 TPEKIENYKDLWRPHPTRNRERG NO A 3 27.30 2893.24 10,20 CCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCC 26,09 0.00 0,30 3,57 0,20 3,05 <4

5 42904_n74291 TPEKIENYKDLYKPFRNNKQHDR NO A 3 26,12 2934,20 9,50 CCCCHHHHHHCCCCCCCCHCECC 30,43 435 65,22 0,49 3,84 0,02 145 <5




Estudios previos reportan que la estructura helicoidal (corta, compacta y rigida) no favorece

a la interaccion p:MHC, mientras que la estructura extendida se ha relacionado con el anclaje

del péptido (90); por lo tanto, la estructura del péptido juega un papel crucial en el anclaje

exitoso a la molécula del MHC. Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 una prediccion de

la estructura secundaria de cada péptido quimérico, tomando como criterio de exclusion

aquellos que presentaron altos porcentajes de estructura helicoidal, y como criterio de

seleccidn aquellos con mayor composicion de estructura extendida. En paralelo, estos analisis

se contrastaron con los %Rank (IE y BA) predichos y los datos de identidad obtenidos contra

el proteoma de ratén. A partir de los andlisis bioinformaticos, se seleccionaron y sintetizaron

6 péptidos quiméricos (Tabla 7); estos constructos cumplen con cada uno de los criterios

previamente descritos.

Tabla 7 Caracteristicas de los péptidos quiméricos seleccionados

Cédigo

PM

SECUENCIA

Estructura secundaria

Hélice (%)

Hoja

Extendida

plegada (%) (%)

IE-Rank

BA-Rank

Homologia
Raton (aa)

43643
43644
43645
43646
43647
43648

2948.41
2948.41
2747.91
2747.91
2948.28
2948.28

INPWDKYMEKY WHMKGTRRKPPS
WHMKGTRRKPPSINPWDKYMEKY
YSSNDANNENQYKFHKIPAKDKH
YKFHKIPAKDKHYSSNDANNENQ
TPEKIENYKDLFRNKTPNRRRSW
FRNKTPNRRRSWTPEKIENY KDL

CCCCCCCHCHHEECCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHC
CCCCHHHHCHHHHECCCCCCCCC
CCCccececceceececcccceece
CCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCC
CcCcceeececceecececcecccec

13,04
21,73
34,78
0,00
34,78
0,00

8,70
0,00
4,35
0,00
0,00
0,00

78,26
78,27
60,87
100,00
65,22
100,00

0,37
0,25
0,02
0,39
0,45
0,36

0,89
0,74
0,33
0,22
0,36
0,57
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Adicionalmente, se disefiaron y sintetizaron péptidos desordenados (scrambled) como

constructos control, a partir de un set de 50000 péptidos no idénticos por cada HABP, todos

sin perfil de unién a moléculas H2-IEY y H2-1AY, determinado a través de la plataforma
NetMHClIpan 4.0.

Tabla 8 Nomenclatura de péptidos disefiados in silico

Nativo 42681 42903 42904
Quimera-COOH 43643 43645 43647
Quimera-NH> 43644 43646 43648
Scrambled-COOH 43649 43651 43653
Scrambled-NH> 43650 43652 43654
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5.2.2. Los péptidos quiméricos 43643 y 43644 derivados del HABP 42681 poseen alta
capacidad de unién a moléculas H2-1E®

Con la finalidad de establecer el perfil de unién experimental de los péptidos quiméricos al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de raton, se purificaron moléculas H2-1E9 de la linea
celular PAI mediante cromatografia de afinidad a anticuerpos monoclonales anti-DR.
Considerando que el anticuerpo monoclonal anti-HLA es especifico para MHC humano, se
realizé una prueba de reactividad cruzada para determinar la capacidad de reconocimiento del
anti-HLA dirigido contra moléculas H2-1EY de raton. Los resultados muestran que el

anticuerpo anti-HLA de humano es capaz de reconocer un 92,8% de las moléculas MHC-11
de raton (H2-1EY) (anexo 5).

Ahora bien, la capacidad de union in vitro de los constructos quiméricos fue evaluada

mediante una ELISA competitiva. Los valores son presentados en la Fig.11 y descritos a
continuacion.
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Figura 11 Perfil de union in vitro a moléculas H2-IEY. La linea de corte (50%) determina péptidos con alta
capacidad de unién. Se muestra el porcentaje de unién para cada uno de los péptidos nativos (42681, 42903 y

42904), quiméricos (43643 — 43648); scrambled (43649*-43654*). Se incluyen datos del péptido TFIS como
control.
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De los péptidos quiméricos evaluados con moléculas H2-1E9, sélo dos fueron capaces de
desplazar la unién en mas de un 50% al péptido control TFIS. Los valores de unién observados
para los constructos 43643 y 43644 derivados del HABP 42681, fueron de 51,65% y 50,07%,
respectivamente. En contraste, los péptidos scrambled 43649 y 43650 presentaron un perfil
de unidn de 23,24% y 45,38%, respectivamente; esta afinidad experimental observada podria
sugerir la generacion de neoepitopos en la quimera que estarian involucrados en la interaccion
in vitro p:MHCII, dado que el péptido nativo (42681) mantiene su secuencia en el scrambled,

Y que, a su vez, este mostrd una union de 22,55%.

Respecto a los péptidos quiméricos de los HABPs 42903 y 42904, ninguno presento una
afinidad de unién superior al 25%, excepto el scrambled 43650, el cual se unid en un 45,38%
a moléculas H2-1EY. En general, de los 6 constructos quiméricos optimizados para el anclaje
a MHC murino, al menos 2 se unieron con alta afinidad a moléculas H2-1EY. Los valores
experimentales de union encontrados en este estudio coincidieron en un 33,3% con los perfiles

de alta y baja afinidad de unién predichos por la herramienta NetMHClIpan 4.0.

5.3. Respuesta inmune estimulada por los péptidos quiméricos en el modelo murino.

5.3.1. Los péptidos quiméricos potencian la respuesta de anticuerpos en el modelo
murino.

Para evaluar la respuesta de anticuerpos IgG en sueros, estimulada por péptidos quiméricos
43643-43648 (como controles se utilizaron péptidos nativos), se recogié sangre de ratones de
cada grupo evaluado 15-30 dias post-inmunizacién de cebado y refuerzo. En primer lugar,
confirmamos que los constructos B-T eran inmunogénicos en ratones BALB/c. Como se
muestra en la Fig. 12 A-C, los ratones inmunizados con los constructos quiméricos mostraron
niveles mas altos de anticuerpos 1gG antigeno-especificos, en comparacion con aquellos
expuestos a los péptidos nativos, este comportamiento se observé en todos los puntos de
tiempo post-inmunizacion evaluados. Los resultados de produccion de anticuerpos
determinados pre y post 30 dias de inmunizacion, muestran diferencias estadisticamente
significativas para todos los péptidos (p<0,05). Los valores obtenidos post 30 dias de
inmunizacion fueron comparados entre tratamientos evidenciando que la estimulacion de la

respuesta inmune humoral se potencid al utilizar como inmundgeno los péptidos 43643
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(p=0,0046), 43644 (p=0,0029), 43645 (p=0,0050), 43646 (p=0,0012), 43647 (p<0,0001) y
43648 (p<0,0001), en comparacion con su respectivo péptido nativo.
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Figura 12 Produccion de anticuerpos 1gG antigeno-especifico. Suero pre-inmunizacion (PI); suero obtenido 30 dias post-
segunda inmunizacién (PS30). Las diferencias significativas fueron estimadas utilizando el test de comparaciones mdultiples
Kruskal Wallis con post-test de Dunn o ANOVA con post-test de Tukey, dependiendo del comportamiento paramétrico de
los datos. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0.0001).

5.3.2. Los anticuerpos generados por la inmunizacién con péptidos quiméricos presentan
reactividad contra P. yoelii 17XNL.

Para determinar si los anticuerpos obtenidos en BALB/c tras la inmunizacién con epitopos
quiméricos B-T presentaban reactividad contra P. yoelii, se realiz6 una ELISA utilizando
como antigenos péptidos nativos (42681, 42903 y 42904) y lisado de Py17XNL. Como se
observa en la Fig. 13A, los ratones inmunizados con los péptidos 43643 y 43644 presentaron
anticuerpos capaces de reconocer el péptido nativo y proteinas del lisado del parasito, aunque,
solo los anti-43643 mostraron una mayor reactividad con el lisado en comparacion con el

antigeno nativo (p=0,0095).

Respecto a los anticuerpos contra 43645, se observé un reconocimiento moderado, sin
embargo, aquellos generados contra el constructo 43646 no mostraron reactividad dirigida al
péptido nativo, ni al lisado (Fig. 13B). Para las IgG anti-43647 y anti-43648 (Fig. 13C), los
resultados muestran un comportamiento similar, no obstante, los anticuerpos de ratones

inmunizados contra el quimérico 43648 reaccionaron moderadamente contra el péptido 42904
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en comparacion con el lisado. En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos
quiméricos con alta capacidad de unién a moléculas H2-1EY, estimulan la produccion de

anticuerpos en ratones BALB/c, capaces de reconocer proteinas de Py17XNL.

A. B. C.
0.5+ 0.5+ 1.0+
-
L ]
0.4 . 0.8
g
=
+ 0.3 = = 064 —
= L 7]
3 ala - 5 2
o = f
2 0.2 . 5 S 0.4
= S
z = =
]

0.1+ . “am . 0.2
..................... heiiiiia e P % =
oeele® . N PREEEERRE -

0.0 0.0 0.0

42681 Lisado 42681 Lisado 42903 Lisado 42903 Lisado 42904 Lisado 42904 Lisado
43643 43644 43645 43646 43647 43648

Figura 13 Reactividad de los anticuerpos contra proteinas del parasito Py17XNL. Las diferencias significativas fueron
estimadas utilizando el test de comparaciones multiples Kruskal Wallis con post-test de Dunn 0 ANOVA con post-test de
Tukey, dependiendo del comportamiento paramétrico de los datos. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0.0001).

5.3.3. 1gG1 e IgG2a son las subclases predominantes contra los péptidos quiméricos.

Para evaluar el perfil de las subclases de IgG en ratones inmunizados con los constructos
quiméricos B-T, se realizd una ELISA para determinar la presencia de anticuerpos 1gG1,
IgG2a, 1gG2b e 1gG3 en sueros recolectados 30 dias post-segunda inmunizacion. Como se
observa en la Fig. 14, en todos los grupos se encontrd un perfil de subclase similar, con
predominancia IgG1 e IgG2a, excepto en los ratones inmunizados con el péptido 43645, donde
no se logro detectar significativamente algn isotipo en las muestras (Fig. 14C).

Particularmente, en los sueros de ratones inmunizados con los epitopos quiméricos 43647
(Fig. 14E) y 43648 (Fig. 14F) se encontraron anticuerpos citofilicos tipo 1gG2b, a diferencia
de los otros grupos evaluados. Ademas, la ausencia de niveles detectables de 1gG3 fue comun
para todos los grupos. Nuestros resultados evidencian cambios estadisticamente significativos

en los patrones de subclases de 1gG dependiendo del inmundégeno utilizado en el biomodelo.
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Figura 14 Perfil de isotipos de IgG en sueros de ratones inmunizados con péptidos quiméricos. Las diferencias significativas
fueron estimadas utilizando el test de comparaciones maltiples Kruskal Wallis con post-test de Dunn 0 ANOVA con post-
test de Tukey, dependiendo del comportamiento paramétrico de los datos. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
****n<0.0001).

5.3.4. Los péptidos quiméricos estimulan la proliferacion de una subpoblacion de
linfocitos CD4* de memoria (CD44" o0 CD62L").

Para evaluar la proliferacion de células CD4* en los ratones inmunizados con los constructos
quiméricos y péptidos nativos de Py17XNL, se utilizo células de bazo de 4 individuos por
grupo, 45 dias post-segunda inmunizacion. Los esplenocitos fueron estimulados con los
péptidos seleccionados (quiméricos y nativos), lisado de Py17XNL y PMA-lonomicina como

controles positivos, y células no estimuladas como control del ensayo.
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Figura 15 Proliferacién de linfocitos T CD4* de memoria estimulados con los constructos quiméricos de PYAMA-1. Las
diferencias significativas fueron estimadas utilizando el test de comparaciones multiples Kruskal Wallis con post-test de
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Dunn o ANOVA con post-test de Tukey, dependiendo del comportamiento paramétrico de los datos. (* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001; ****p<0.0001).

Luego de 120 horas de incubacion fueron evaluados y analizados los resultados, arrojando los
siguientes datos: como se observa en las Fig. 15A-C, todos los péptidos quiméricos
estimularon la proliferacion de células T CD4" presentando valores superiores al 30% en
comparacion con la media del grupo control, 14,22% (células sin estimulo). No obstante,
ninguno de los grupos inmunizados con los constructos quimeéricos presento diferencias
estadisticamente significativas con los ratones inmunizados con el péptido nativo (13,73 £
2,48%), excepto, el péptido 43648 (p=0,0034). Respecto a los individuos inmunizados con el
péptido 43646, seis de los ratones murieron, de alli que no se reporte ningin dato de este

grupo.

El lisado de Py17XNL utilizado estimul6 la proliferacion de linfocitos CD4" en todos los
grupos, aungue, en los ratones inmunizados con los quiméricos que presentaron union in vitro
a moléculas H2-1EY, la poblacion de CD4* fue mayor al 35% en comparacion con los otros
grupos donde la media fue 20,32 + 5,27%.

Estudios previos han reportado que las células T CD4" efectoras de memoria productoras de
interfer6n estan relacionadas con la proteccién parcial en la infeccion con Plasmodium en
modelo murino (91). En este trabajo, evaluamos si la inmunizacion con los péptidos
quiméricos podria activar la diferenciacion de una subpoblacion de linfocitos T CD4" de

memoria en ratones.

Como se observa en la Fig. 15 D-F, todos los péptidos quiméricos inducen la proliferaciéon y
diferenciacion de células T CD4* CD44*, mostrando valores superiores al 30% en los ratones
inmunizados con los constructos 43645, 43647 y 43648, en comparacion con la media del
grupo control (0,71%). Aunque, los péptidos 43643 y 43644 estimulan la proliferacion de
células CD4" de memoria, la poblacion observada en estos individuos fue menor al 10%. Un
comportamiento similar se observo al evaluar proliferacion y diferenciacion de linfocitos T
CD4* CD62L* (Fig. 15 G-I).
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5.3.5. Lainmunizacion con los péptidos quiméricos de la proteina PyAMA-1, en ratones
BALB/c inducen la produccién de citoquinas pro-inflamatorias.
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Figura 16 Produccion de citoquinas en el sobrenadante de esplenocitos de ratones inmunizados. Las diferencias significativas
fueron estimadas utilizando el test de comparaciones multiples Kruskal Wallis con post-test de Dunn 0 ANOVA con post-
test de Tukey, dependiendo del comportamiento paramétrico de los datos. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
***%n<0.0001).

La produccion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo células de bazo de ratones

inmunizados con los péptidos quiméricos y nativos de la proteina AMA-1 de Py17XNL, fue

cuantificada y comparada con los valores basales observados para cada individuo. Los grupos

inmunizados con los constructos quiméricos presentaron un aumento en la produccién de

TNF-a en comparacion con las células sin estimular; no obstante, no mostraron diferencias

significativas con los grupos expuestos a los péptidos nativos.
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Como se observa en la Fig. 16, la produccion de todas las citoquinas evaluadas (IL-10, IFN-
Y, IL-6 y TNF-0) mostré un incremento en el cultivo de células de ratones inmunizados con
los péptidos nativos. Sin embargo, al exponer los esplenocitos al lisado de proteinas de

Py17XNL, no se generaron cambios significativos en la respuesta.
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6. Discusion

El desarrollo de vacunas contra la malaria ha sido lento puesto que los parésitos cambian la
expresion de proteinas, dependiendo de la fase del ciclo, ya sea pre-eritrocitica, eritrocitaria o
fase sexual (92). Ademas, se ha encontrado que este parasito esconde los amino&cidos de los
dominios conservados de las proteinas involucradas en la invasion, mostrando al sistema
inmune so6lo los antigenos inmunodominantes y polimorficos; de alli que la variacion
antigénica sea uno de los principales problemas para el desarrollo de una vacuna efectiva
contra la malaria (93). Ademas, se sabe que factores genéticos del individuo, como por
ejemplo, el haplotipo del MHC, pueden desemperiar un papel clave y modular la respuesta
inmune (12). La variabilidad genética que presentan las moléculas del MHC a nivel
poblacional es muy alta e influye en la respuesta frente a un patégeno o antigeno (vacuna), ya
que la especificidad de los bolsillos de union de cada molécula de MHC restringe los péptidos

que pueden procesarse y presentarse a las células T (12-16).

Las vacunas peptidicas permiten la conjugacion de multiples epitopos en una sola
construccion, lo que representa un enfoque prometedor contra las variantes genéticas de los
candidatos que participan en los mecanismos de evasion del parésito (18, 28) y una buena
estrategia para desarrollar vacunas de multiples etapas o mudltiples especificidades, con
péptidos modificados para diferentes alelos del MHC-I1. Un buen ajuste del péptido al MHC-
Il estimulard una respuesta inmune protectiva (18, 56). En este estudio, proponemos una
metodologia robusta para la optimizacion de péptidos derivados de regiones bajo restriccion
funcional evolutiva de la proteina AMA-1 de P. yoelii, para promover su anclaje a moléculas
MHC-II e inmunogenicidad en el modelo de malaria murino, a través de constructos

quiméricos de epitopos de células By T.

En primer lugar, identificamos regiones minimas funcionales derivadas de la proteina
PyAMA-1 mediante analisis de fuerzas evolutivas y diversidad genética. Estudios previos han
hecho énfasis en la identificacion y caracterizacion molecular de regiones proteicas sometidas
a fuerzas evolutivas de presion purificante, debido a que las regiones funcionales y/o
estructuralmente importantes de los antigenos presentan perfiles de conservacion mediante

estas dinamicas evolutivas (68, 94-96).
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Si bien es cierto que existe una restriccion en la eficacia de vacunas basadas en la proteina
AMA-1, al analizar los resultados de estudios moleculares e inmunoldgicos, varios
investigadores sugieren que la inmunizacion con este antigeno podria conferir proteccion
parcial cepa-especifica en ratones y primates tras ser retados con globulos rojos parasitados;
no obstante, cuando se evaltia en humanos la respuesta inmune inducida, es ineficiente. Lo
anterior, podria atribuirse a patrones variables de diversidad presentes en AMA-1, por
ejemplo, la prevalencia de sitios polimorficos se concentra en el dominio | de P. vivax y P.
falciparum (97); ademas, se ha reportado que rastros de procesos de seleccion diversificante

presentan mayor frecuencia en el dominio Il para P. vivax (98).

Ahora bien, el andlisis de la identificacion de sefiales de seleccién para especies de
Plasmodium del clado murino (P. berghei, P. vinckei y P. chabaudi) y especies con tropismo
de infeccion similar a P. yoelii (P. vivax, P. fragile y P. cynomolgi), revelé segmentos con alta
diversidad genética en los dominios | y Il de la proteina AMA-1, previamente reportados como
regiones involucradas en el proceso de interaccion con glébulos rojos murinos. Sin embargo,
en la zona de interseccion de estos dominios, encontramos sitios con seleccion positiva
episadica (determinados por el método filogenético MEME) y baja diversidad genética que
sugieren dindmicas de adaptacion que afectan sélo a un subconjunto de linajes, que podrian
estar relacionados con el conjunto de secuencias de especies de Plasmodium spp. con tropismo
de infeccion a reticulocitos, utilizados en los analisis de restriccion funcional. Nuestros
resultados muestran la presencia de un numero importante de codones bajo seleccién
purificante en la extension del polipéptido, evidenciando una linea de evolucion para el
antigeno AMA-1. Esta aproximacion metodoldgica permitié identificar dos segmentos
proteicos altamente conservados entre las especies, con una tasa evolutiva (o) <0,8 (Fig. 1);
y a su vez, ayudaria a determinar regiones minimas funcionales presentes en PyAMA-1 DI-II

previamente caracterizados (99).

Por lo tanto, se sintetizaron catorce péptidos de 20 residuos solapados cinco aminoacidos,
derivados de regiones altamente conservadas sometidas a presion selectiva purificante con el
objetivo de identificar cuales estaban involucrados en la unién a la RBCs murinos. A partir de
los ensayos de union, logramos identificar cuatro péptidos presentes en AMA-DI (42681,

42898, 42903 y 42904) con perfil de unién especifica a eritrocitos murinos, y uno en el DIl
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(42910). Particularmente, los HABPs 42681:42898 y 42903:42904 estan solapados 5
residuos, lo que sugiere que los segmentos *®)YMEKY®? y Z2'FTPEK??® podrian estar
involucrados en la interaccion receptor-ligando. En la malaria murina, los dominios 1 / Il de
AMAL1 de Plasmodium yoelii, se han implicado en la union a eritrocitos utilizando la proteina
recombinante expresada en la superficie de células COS-7 (99). Anticuerpos capaces de
inhibir la invasion del agente etioldgico, también participan en la eliminacion del parésito, lo
cual establece una actividad citofilica de los anticuerpos anti-AMAL1 (100). En ese orden de
ideas, Srinivasan et al., demostraron que la inmunizacion con el complejo AMA-RON2
recombinante induce una proteccion mediada por anticuerpos contra P. yoelii YM, y que a su
vez, estos anticuerpos estaban dirigidos contra el loop le de la proteina AMA-1 presente en el
sitio de unién a RON2L que podrian interferir en la formacion del complejo necesario para la
invasion del parasito; ademas, al realizar un alineamiento de las secuencias de PvAMAL vs.
PYyAMA1 encontramos que este loop le es homdlogo al HABP 42903 (88). Previamente se
han identificado HABPs en otras especies de Plasmodium spp., por ejemplo, los péptidos
21268 (“KGPTVERSTRMSNPWKAFME®?Y) de PvAMA-1 (anexo 2) y 4325
("*MIKSAFLPTGAFKADRYKSH®*®® de PfAMA-1 presentan similitud con los HABPs
42681 (66,6% de similitud) y 42910 (65% de similitud), respectivamente (101, 102). Estos
datos sugieren patrones de conservacion interespecie que refuerzan la hipotesis de la
relevancia bioldgica de las regiones minimas funcionales en la interaccion hospedero-
patégeno (como las identificadas en este estudio), siendo ésta, una caracteristica principal de

los buenos candidatos vacunales.

Teniendo en cuenta lo anterior, para comprender el papel funcional de los HABPs derivados
de regiones conservadas bajo fuerzas evolutivas purificantes, evaluamos la capacidad de estos
péptidos para inhibir la invasién y desarrollo del parasito en el modelo murino.
Particularmente, se encontré que los péptidos capaces de inhibir la invasion (>50%) y
desarrollo (>60%) se localizaron en AMA-DI; esto sugiere una participacion de este dominio
en la interaccién merozoito-RBC. Por otro lado, existen péptidos con la capacidad de
traslocacion al citoplasma sin traumatismos en la membrana celular, que reciben el nombre
de CPPs (del inglés, Cell Penetrating Peptides); muchas de estas moléculas poseen actividad
antimicrobiana. Estudios previos han reportado CPPs funcionales contra P. falciparum, por

ejemplo, Transportan-10, Fosmidomicinas, y algunos péptidos derivados de PfSERAS5, los
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cuales, no sélo inhiben el desarrollo del parasito, sino también bloquean la actividad
enzimatica del polipéptido (103). Ahora bien, nuestros resultados muestran que los péptidos
42903, 42681 y 42904 presentan actividad antimalarica, sin embargo, los dos Ultimo pueden
inhibir tanto la entrada como el crecimiento del paréasito en eritrocitos murinos y, ademas, no
posee actividad hemolitica, lo que podria sugerir una capacidad de traslocacion al interior de
la célula diana como una molécula CPP. No obstante, los datos no son claros en los
mecanismos por los cuales estos HABPs inhiben el desarrollo intraeritrocitico, por lo que son
necesarios estudios adicionales para demostrar si los péptidos interfieren en interacciones
proteina-proteina (sobre el parasito intracelular), en la permeabilidad de la membrana en
eritrocitos infectados, en la vacuola parasitofora o en la membrana del parésito. Los anélisis
estructurales mostraron que la localizacion de la regién de union comprendida por los péptidos
42681-42898 sugieren que esta zona podria estar involucrada en procesos de interaccion
proteina-proteina importantes para la internalizacién del parasito al eritrocito murino (Fig.
9B), y a su vez, esto explicaria la capacidad de estos peptidos de inhibir la invasion por parte
del parasito. Ademas, muestra que estas regiones de union poseen estructura extendida, lo que
sugiere la presencia de posibles epitopos lineales. Esta hipdtesis fue validada
experimentalmente, encontrando que nuestros HABPs presentan capacidad antigénica frente

a sueros obtenidos de ratones infectados experimentalmente (anexo 4).

Los péptidos sintéticos representan una alternativa prometedora para el desarrollo de vacunas
constituidas por epitopos de células B y T que estan involucrados en la eficacia protectora,
puesto que, podrian estimular una respuesta inmune equilibrada (31). Considerando lo
anterior, los péptidos 42681, 42903 y 42904 destacan como candidatos potenciales para la
construccién de quimeras peptidicas compuestos por epitopos de células By T, debido a que
presentan caracteristicas funcionalmente relevantes como: conservacion interespecie, perfil
de union especifica a eritrocitos, capacidad de inhibicién de invasion y desarrollo del parasito,
ademas, de que las regiones predichas como epitopos B mostraron capacidad antigénica frente

a sueros obtenidos de ratones infectados experimentalmente.

Por consiguiente, epitopos de células B derivados de HABPs de la proteina PyAMA-1 fueron
articulados a epitopos de celulas T completamente artificiales predichos con la herramienta

NetMHCIlIpan 4.0 para optimizar el anclaje a moléculas H2-IEY. En total fueron
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caracterizados computacionalmente 3381 péptidos, pero sélo 45 cumplieron con los criterios
de seleccion (1,3%), y fueron sintetizados 6 constructos quiméricos B-T. La validacién
experimental del perfil de unién predicho a moléculas H2-1E¢ revel6 una concordancia de
33,3% entre la afinidad in silico e in vitro; no obstante, otros estudios han reportado una
concordancia mayor al 70% (81). Durante el disefio y optimizacion in silico de los constructos
quiméricos, nos encontramos con un cuello de botella que restringid la seleccion de los
mejores candidatos, dado que, la identificacion de péptidos que no presentaran identidad de
mas de 4 residuos consecutivos con proteinas de raton fue el filtro mas restrictivo durante el
analisis, y que podria estar relacionado con la baja concordancia de la afinidad a moléculas

MHC-II entre la valoracion bioinformatica y experimental.

Por otro lado, estudios previos sugieren que la variabilidad en los porcentajes de unién
p:MHCII pueden estar relacionados con la disposicion geométrica de la estructura
bidimensional de los péptidos (104). Dicho esto, para evitar un perfil de baja unién a MHC-
I, se realizo la prediccidn de estructura secundaria y terciaria de los constructos quiméricos,
puesto que las estructuras favorecidas para la union a moléculas H2-1EY son de tipo
desordenado, y las menos favorecidas son las helicoidales (90). Nuestros datos evidencian que
los constructos 43643 (epitopo T-NH2) y 43644 (epitopo T-COOH) fueron capaces de
desplazar la unién in vitro del péptido inmunomodulador FIS (33), por encima de un 50%, lo
que sugiere que no hay diferencias en el anclaje a moléculas H2-1EY relacionadas con la
localizacion del epitopo T en el constructo. Ademas, la articulacion de un epitopo T auxiliar
a una secuencia peptidica establecida no afecta la afinidad, aunque el estimulo post-
interaccion p:MHC puede verse restringido por la presencia de neoepitopos en el péptido
(105).

Asi mismo, se ha descrito previamente que estos constructos B-T potencian la respuesta
inmune, por ejemplo, lainmunizacion de ratones usando constructos que incorporan el epitopo
B PvMSP-9e795-a808) cONjugado con epitopos de células T CD4" caracterizados, como toxoide
tetanico(gszo-es43), iNcrementan la respuesta inmune celular y humoral, comparado con
péptidos quimericos que integran epitopos de células B y T nativos del patégeno (31). En este
sentido, se evalud la capacidad de péptidos derivados de proteinas de Cryptosporidium

parvum para inducir una respuesta inmune de seroconversion, utilizando como coestimulante
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un peptido inmunomodulador corto llamado FIS(1o0e-r118) (FISEIAIIHVLHSR), nativo de la
proteina mioglobina de esperma de ballena y que a su vez es reconocido por las células T
ayudadoras (32, 33); la caracterizacion de la respuesta inmune provocada por la inmunizacion
con estos inmunogenos evidencia la capacidad de estimular la produccion de anticuerpos

neutralizantes favorecida por la presencia de FIS en los tratamientos (33).

Aqui demostramos que la estrategia propuesta para el disefio y optimizacion de constructos
quiméricos que integran epitopos T completamente artificiales, genera péptidos
inmunogénicos, y que los ratones inmunizados muestran respuestas de anticuerpos mejoradas
en comparacion con el grupo de ratones expuesto a los péptidos nativos. Los quiméricos que
presentaron buen perfil de unién in vitro a moléculas H2-1EY (43643 y 43644), indujeron
anticuerpos especificos contra el péptido nativo 42681 y proteinas del lisado de Py17XNL;
sin embargo, el mayor nivel de anticuerpos se observo en ratones inmunizados con los demas
constructos quiméricos (43645, 43646, 43647 y 43648). Nuestros resultados, concuerdan con
estudios previos (31, 106, 107), que demuestran como la insercién de un epitopo de células T
auxiliar en un constructo B, mejora la respuesta inmune especifica y promueve una alta
produccién de anticuerpos desde la inmunizacién de cebado. Esta estrategia no sélo ha sido
propuesta como alternativa para el control de enfermedades infecciosas, sino también, como
tratamiento oncolégico, emulando un proceso presente en células B llamado “peptide
splicing” (108, 109).

Si bien, encontramos niveles diferenciales de 1gG total entre los grupos inmunizados, se
obtuvieron perfiles de subclases de 1gG similares, con una predominancia de IgG1 e 1gG2a.
Este patron de respuesta se ha observado en individuos inmunizados con antigenos
recombinantes formuladas con adyuvantes, lo que podria explicarse gracias a los atributos del
adyuvante utilizado, dado que, éstos favorecen la respuesta inmune contra los antigenos
coadministrados y modulan los cambios de subclases de IgG (110). Ademas, White et al.,
reportaron en 1991 que la subclase 1gG2a es la mejor confiriendo proteccion pasiva en ratones
infectados con P. yoelii (111), esto concuerda con experimentos de transferencia pasiva en
infecciones murinas, donde se establece que los isotipos IgG2a e 1gG2b son activadores
potentes del complemento y estan relacionado con un perfil de actividad citofilica durante la

infeccion temprana (112), a diferencia de los anticuerpos IgG1l neutralizantes que estan
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relacionados a un tipo de respuesta Th2 y predominan en la fase de infeccion tardia (112).
Nuestros resultados sugieren que la inmunizacion con las quimeras peptidicas estimula una

respuesta de anticuerpos homogénea (Th1/Th2).

Las células T CD4" desempefian un papel crucial en la inmunidad humoral al asistir a
linfocitos B, esto permite un cambio de clase de anticuerpos 1gG y una maduracion de la
afinidad. La falta de epitopos de MHC clase Il eficientes en algunas vacunas, puede generar
la activacion y memoria de células T auxiliares ineficiente, asi como una respuesta humoral
deficiente. Al realizar los ensayos de inmunogenicidad con esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos quiméricos y nativos de la proteina PyAMA-1, demostramos su
capacidad de inducir proliferacion de linfocitos T de memoria CD4" CD44" / CD4" CD62L",
y reconocer proteinas de lisado de PyYAMA-1 (anexo 6). Estos resultados contrastan con lo
reportado en estudios previos donde describieron la cinética de células T CD4* de memoria
en el modelo de malaria murina. Los autores reportan que las células de memoria se generan
en un periodo de 2 meses en ratones infectados experimentalmente; sin embargo, en
individuos expuestos a los constructos quimericos, nuestros resultados muestran la presencia
de linfocitos CD4* CD44* / CD4" CD62L", 30 dias después de la segunda inmunizacion.
Ademas, se ha demostrado que esta subpoblacién de linfocitos CD4" estan presentes en
roedores (113) y humanos (114) con inmunidad protectora por exposicion a esporozoitos de

P. berghei y P. falciparum, respectivamente.

Estos resultados revelan la importancia funcional e inmunogénica de los constructos
evaluados, que a pesar de representar una region minima de la proteina PyAMA, no s6lo son
buenos péptidos de unidn, sino que también son capaces de activar células de memoria en
poco tiempo. Esta respuesta proliferativa en los quiméricos 43643, 43644 y 43648 fue
significativamente mayor con respecto al grupo control, presentando valores superiores al
30% de linfocitos CD4".

Adicionalmente, se cuantificaron las citoquinas que estarian involucradas en la respuesta
mediadora de la inmunidad celular en ratones inmunizados. Para esto, en los sobrenadantes
del cultivo de esplenocitos, se determind la concentracidn de cuatro citoquinas importantes en
la respuesta inmune tipo Th1/Th2 reportadas para malaria. Todos los péptidos nativos (42681,

42903y 42904) mostraron una respuesta significativa de IFN-y, TNF-a e IL-10. Aunque todos
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los péptidos quiméricos fueron capaces de inducir proliferacion celular significativamente
mayor a la del grupo control, solo generaron TNF-a. Esto concuerda con estudios previos
donde se ha demostrado el rol de las citoquinas pro-inflamatorias en orquestar una respuesta
inmune capaz de controlar la infeccién (115). El TNF-o e IFN-y actiian en conjunto para
promover la produccion de oxido nitrico, importante para la eliminacion del parasito en el
modelo murino (116); no obstante, la produccién de TNF-a e IFN-y en ratones infectados con
Plasmodium yoelii N67C, induce muerte celular esplénica, incidiendo directamente sobre la

hiperparasitemia y muerte de los individuos al 7 dia post-infeccion (117).

Por otro lado, los altos niveles de TNF-a se han asociado con mejoras en la actividad
fagocitica, y este perfil en la respuesta inmune innata esta relacionado con el control de la
parasitemia en ratones infectados con Plasmodium yoelii N67 (118). Es importante resaltar
que de acuerdo resultados previos, la administracion de TNF-a recombinante redujo la carga
parasitica causada por P. chabaudi y, posiblemente, estas acciones ocurran debido a las
actividades pleiotropicas del TNF-a sobre diferentes células del sistema inmune (115).

En perspectiva, la construccion de péptidos quiméricos que integran epitopos T conocidos
(promiscuos o universales), que se unen a varias moléculas MHC-1I, como inmundgenos para
potenciar la produccion de anticuerpos de alta afinidad capaces de reconocer antigenos del
patégeno, ha sido implementada en el desarrollo de tratamientos contra enfermedades
infecciosas, antitumorales, y para diagnéstico (31, 119-122). No obstante, el sesgo en la
presentacion de péptidos sintéticos a las moléculas MHC clase Il en humanos y modelos
animales limita su aplicacion. Por ejemplo, el epitopo T PADRE se une a varias moléculas
HLA-DR con alta afinidad, pero en ratones, s6lo se observa union fuerte a moléculas H2-1A®
(123, 124), un comportamiento similar se ha reportado en los epitopos TT (125), HA(126),
HEL (127) y OVA (128).

Es importante resaltar que este es el primer estudio con un enfoque diferencial para el disefio
de constructos B-T; sabemos que la estabilidad y afinidad de la union p:MHC-11 es mediada
por las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos que componen al epitopo de células T
y esto, a su vez, promueve la interaccion molecular con los bolsillos 1, 4, 6, 7 y 9 de la
molécula del MHC-1I (18, 19). A partir de esta informacion, se disefiaron epitopos T

completamente artificiales para articularlos a epitopos B derivados de antigenos nativos del
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patdgeno. Nuestros resultados evidencian que esta estrategia logra potenciar la respuesta
inmune antigeno-especifica de memoria en el modelo de malaria murina de Plasmodium
yoelii. Lo més prometedor de los resultados obtenidos, es el haber logrado una respuesta
inmune mas fuerte con los inmundgenos quiméricos, que aquella obtenida con los péptidos
nativos; esto apunta de manera concluyente a que los constructos artificiales, como los

epitopos T aqui disefiados, pueden llegar a ser mejores antigenos que los nativos.
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7. Conclusiones

Los péptidos 42681, 42903 y 42904 destacan como candidatos potenciales para el desarrollo
de una vacuna sintética contra malaria, debido a que presentan caracteristicas funcionalmente
relevantes como: conservacion interespecie, perfil de union especifica a eritrocitos, capacidad
de inhibicién de invasion y desarrollo del parésito, ademas que las regiones predichas como
epitopos B mostraron capacidad antigénica frente a sueros obtenidos de ratones infectados

experimentalmente.

El disefio y optimizacion de péptidos mediante la estrategia de hibridacion de epitopos B
derivados de antigenos funcionalmente relevantes y epitopos T completamente artificiales
establece una alternativa para mejorar el anclaje de péptidos a moléculas MHC-I1. El cuello
de botella mas significativo que se encontrd durante los andlisis bioinformaticos de disefio de
los constructos B-T fue la alta identidad con el proteoma de raton. De alli, que los resultados

de prediccion in silico concordaran en solo un 33,3% con los resultados experimentales.

Los constructos quiméricos fueron inmunogénicos en el biomodelo y potenciaron la respuesta
de anticuerpos en comparacion con los ratones inmunizados con los péptidos nativos. Por otro
lado, los anticuerpos anti-43643 y anti-43644 fueron capaces de reconocer proteinas del lisado
de Pyl7XNL. Ademas, estos constructos fueron capaces de inducir la produccién de
anticuerpos IgG1 e IgG2 que estan relacionados con la proteccion en malaria murina.

Nuestros constructos B-T son capaces de estimular la proliferacion de linfocitos T CD4" de
memoria (CD4* CD44"/ CD4* CD62L") que reconocen proteinas de Py17XNL, y en paralelo,
inducir una respuesta coordinada de mediadores celulares como el TNF-a, importantes en
procesos de proliferacion, diferenciacién e inmunomodulacion capaz de controlar la infeccién

por Plasmodium.

Estos resultados nos permiten concluir que la propuesta metodoldgica novedosa para la
optimizacion de subunidades peptidicas mediante la estrategia de hibridacion de epitopos B
derivados de antigenos funcionalmente relevantes y epitopos T completamente artificiales,
establece una alternativa para mejorar el anclaje de péptidos a moléculas MHC-11, potenciando

la respuesta inmune celular y humoral de memoria, capaz de controlar la infeccion por
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Plasmodium, y a su vez, esta metodologia robusta podra extrapolarse a otros agentes

etioldgicos con un enfoque en vacunologia.
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8. Perspectivas

Con el objetivo de validar esta prueba de concepto para el disefio y optimizacién de péptidos
derivados de antigenos relevantes en la interaccion hospedero — patdgeno, y asi mejorar el

anclaje a moléculas MHC-II e inmunogenicidad, es necesario:

- Evaluar la capacidad protectora de la respuesta inmune de ratones inmunizados con
los constructos quimeéricos, mediante reto homalogo y/o heterdlogo.

- Afinar el anlisis in silico para aumentar el nimero de péptidos quiméricos candidatos
sin la restriccion de identidad con proteinas nativas del hospedero.

- Evaluar el perfil funcional de los anticuerpos obtenidos en los ratones inmunizados,
mediante ensayos in vitro de inhibicion de invasion del parésito mediada por
anticuerpos.

- Determinar el perfil de citoquinas presentes en sueros de ratones inmunizados con los
péptidos quiméricos, con el fin de poder establecer la cinética de estos mediadores de
la respuesta inmune.

- Implementar esta metodologia robusta en un modelo de malaria humana, como P.
vivax o P. falciparum, para la identificacion de candidatos peptidicos que puedan ser
incluidos en una formulacion de una vacuna sintética multiepitopo — multiestadio
contra la malaria.

- Por otra parte, considerando los resultados obtenidos a través de la caracterizacion
funcional de péptidos nativos de la proteina PyAMA-1, se propone evaluar la actividad
antimicrobiana de los HABPs 42681 y 42904 derivados de regiones bajo seleccion

evolutiva purificante, caracterizados en este estudio.
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9. Aspectos éticos

Los animales fueron tratados bajo la norma colombiana establecida en la Resolucion del
Ministerio de Salud No. 8430 del afio 1993, ademas de las disposiciones de la Ley 84 de
1989 sobre “el uso de animales vivos en experimentos e investigacion”. Este proyecto contd
con el aval del comité de bioética de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
U.D.C.A (Anexo 1).
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10. Anexos

Anexo 1. Aval del Comité de Etica
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Investigadores:

Manuel Alfenso Patarroyo Gutidrrez
Carlas Farmando Sudrez Martinez
Laura Nathalia Mido Camacho
Diana Diaz Arévalo

Kewin Rodrguez Obediente

Jelmy Yurand Beltrdn Castafieds
Carmen Teresa Celis Giraldo
Manuel Elkin Patarroyo Murilfo

Asunto: Aval — Comité de manejo bioético en experimentacidn y préctica con animales
Respetados investigadores.

Con toda atencidn, me permito informar que el proyecto de investigacidn.: "Optimizacicn
de péptidos para la presentacidn por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad con miras
al desarrollo de candidatos vacunales para el control de Malaria”, Cuenta con el aval del
Comité de manejo biodtico en experimentacion y practica con animales.

Lo anterior, teniendo en cuenta los documentos presentados ante ef comits en sesion del
3 de marzo de 2022. (ficha técnica de presentacidn de propuests y anexos).
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Anexo 2. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la proteina AMA-
1 de Plasmodium yoelii y Plasmodium vivax.

. _______________ S
» 20 » 40 o 60 l 80 *
Pv_AMALl : MNKIYYIIFLSAQCLVHIG?IGRNQKPSRLTRSANNVLLE——KGPTVERSTRMSNPHKAFHEKYDIERTHSSGVRVDLGEDAEVENAKYR : 88

Py AMAl : MKEIYYIFILCSIYLINLSY@SEGPNQV--ISEDGNINYESIPKENTERSIRUINCHDRYMERYDIERVHGSGIRUDBGEDARVENRDYR : 88

— e e I
100 » 120 * 140 * 160 » 180

Pv_AMAl : IPAGREBPVFGKGIVIENSDVSFLRPVATGDQKLKDGGFAFPNANDHISPMTLANLKERYKDNVEMMKLND IALBRTHAASFVMAGDONSS : 178
Py _AMAl : IPSGKEPVIGKGITIONSEVSFLKPVATGDKPVRSGGLAFPETDVHISPITITNLKTMYKDHQODIVNLNDMS KHTSLYVPGKDATSA : 178

= e —————— |

» 200 o 220 » 240 w 260 w
Pv_AMA1l : YRHPAVYDEKEKT@HMLYLSAQENMGPRYESPDAONRDAVFEFKPDKNESFENLVYLSKNVRNDWDK RKNLGNAKFGLWVDGNBEEI : 268
Py_AMA1l : YRHPVVYDKSNSTEYMLYVAAQENMG! DWET NKSIKNAKFGIWVDGY@TDY : 268

)
280 * 300 * 320 * 340 * 360

Pv_AMAl : PYVKEVEAEDLREENRIVFGASASDQPTQYEEEMTDYOKIQQGFRONNREMIKSAFLPVGAFNSDNFKSKGRGENWANFDSVKKKBYIEN : 358

Py_AMAl : QKHVVHDSDSLLKENQIIENESASDQPKQYERHLEDAIKEROGIVERNGRUTGEABNC IGSYKSGOIKSHGKGYNWGNYDSKNNKEYIFE : 358

I | E—
* 380 " 400 * 420 » 440 '
Pv_AMAl : TKP INDKNFIATTALSHEPQEVDLEFPESIYKDEIEREIKKQSRNMNLYSVDGERIVLPRIFISNDKESI EPERISNSTENFYV : 448
Py _AMAl : TKP INDKNFIATTALSSTEEFEENFPEEIYKNKIAEEIKVLNLNCONT-SNGNNSIKFPRIFISTDKNSL DPTKLTEST@EFYV : 447

e

460 » 480 w 500 ® 520 » 540
Pv_AMAl : EKRAEIKENNQVVIKEEFRDYYENGEEKSNKQOMLLIIIGITGGVCVVALASMAYFRKKANNDKYDKMDQAEGYGKPTTRKDEMLDP : 538
Py_AMAl : @SEVEQRQYIAENNDVIIKEEFIGDYENPKQK----LLIIIVLIGVGIIIVILLVAYYFKSGKKGENYDRMGQADDYGKSKSRKDEMLDP : 533

* 560
Pv_AMAl : EASFWGEDKRASHTTPVLMEKPYY : 562
Py_AMAl : EVSFWGEDKRASHTTPVLMEKPYY : 557

Alineamiento mdltiple de las secuencias de AMA-1 de P. yoelii (PyAMA-1) y P. vivax (PvAMA-1).
Residuos resaltados en color azul claro (similitud). Residuos resaltados en color azul oscuro
corresponden a cisteinas que participan en el plegamiento de la proteina. Regiones minimas de union
resaltadas en color gris oscuro. Barras azules demarcan los segmentos predichos como epitopos B
(puntaje >0,45) con la herramienta Bepipred 2.0. Para este alineamiento, se utilizo el software
GeneDoc 2.7.
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Anexo 3. Morfologia y desarrollo intracelular del parasito evaluado mediante tincion
con naranja de acridina. Microscopia de fluorescencia (100X). Ventana de tiempo de 2
horas.

Anillos Trofozoitos

Esquizogonia
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Anexo 4. Antigenicidad de péptidos nativos enfrentados a sueros de ratones infectados
experimentalmente.
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Capacidad antigénica de los HABPs enfrentados a sueros obtenidos de ratones BALB/c infectados
experimentalmente. (H) Suero hiperinmune; (Pre) Suero preinmune. Linea de corte 0,0895 (linea punteada). Las
diferencias significativas fueron estimadas utilizando test de Mann-Whitney U comparando los resultados entre
grupos expuestos y no expuestos (* p=<0,05; ** p=<0,005; *** p=0,0005).
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Anexo 5. Calidad e integridad de moléculas H2-1E9.

A.

MWM  H2-IEd

MWM  H2-IEd
235 kDa
235 kDa
130 kDa 130 kDa

70 kDa 70 kDa

500 92,6%
22 kDa 21,9%
22 kDa
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‘@ ()
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&

Obtencion de moléculas H2-1EY. (A) Calidad e Integridad de la molécula H2-1E® obtenida de células
PAI. (B) Reconocimiento de moléculas MHC utilizando anti-HLA dirigido contra células de humano.
(C) Reconocimiento de moléculas MHC utilizando anti-HLA dirigido contra células de raton.
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Anexo 6. Porcentaje de linfocitos T CD4* de memoria (CD44* CD62L*) estimuladas con
proteinas de lisado de Plasmodium yoelii 17XNL.

Porcentaje de linfocitos T

43643 43644 42681
Individuo CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+
RO1 41,1 0,19 8,605 46,4 1,58 2,905 45,25 38,95 7,675
R02 63,2 0,25 17,45 34,55 0,92 7,2 40,15 36 6,15
R0O3 25,61 0,37 5,39 47,8 0,765 4,02 43,65 37,65 10,95
R04 20,9 0,245 17 46,4 0,395 4,755 38,8 34,45 15,45
43645 43646 42903
Individuo CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+
RO1 21 10,26 13,93 13,16 9,025 13,25
R02 34,51 7,36 16,15 12,53 2,44 10,85
R03 21,34 2,665 3,475 11,975 3,275 12,9
R04 29,365 9,855 10,33 21,24 2,895 8,745
43647 43648 42904
Individuo CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+ CD4+ CD44+ CD62L+
RO1 23,185 12,9 17,25 20,605 1,865 4,21 13,9 10,75 1,79
R02 26,405 6,375 9,585 20,98 0,865 6,74 12,185 59 145
R03 23,995 7,195 11,5 23,07 3,07 10,13 17,19 5,615 12,35
R04 24,045 6,09 9,17 12,84 5,69 14,2 11,675 2,22 7,9
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