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Resumen yAbstract

Resumen

La malaria causada poPlasmodium vivaxes la segunda mas prevalente a nivel mundial, siendo
esta especie la responsable del 64% de los casos em Aanéricas. El desarrollo de una vacuna
basada en subunidades hace parte de las estrategias de control de la enfermedad, sin embargo,
debido a la dificultad en el cultivo continuo del parasito, el estudio dentigenosse ha visto
retrasado. El uso de herrmientas bioinformaticas y el estudio de proteinas homélogas a
aquellas dePlasmodium falciparumha permitido el avance enla identificacion de candidatos

potencialesa vacuna

El objetivo del presente estudioesla identificacidn in silicode epitopes Tde la proteinaPvi2
(homdéloga aPfl2) y estudiar su antigenicidadn vitro. Los epitopeseleccionados mediante el
software NetMHClIpan3.1, el cual predijosu union a alelos HLADRBJ, fueron evaluados
mediante ensayos de unidrin vitro a moléculas HLADRBL. La antigenicidad de tres epitopes
fue evaluada en células T CD4+ de individuos con previa exposici@mmalaria por P. vivax

tipificados para el alelo HLADRBL1.

Los epitopes 39113 y 39117de alta afinidadde uniéon a moléculas HLADRB1*04y 1*11, asi
como aHLA-DRB1*07y 1*13, respectivamente,fueron reconocidos por células T CD4+ de
memoria, generando una respuesta proliferativa y ungroduccion coordinada de TNF, IL6 y
IL-10, citoquinas que actian como mediadores de la eliminacién del parasito duranta
infeccién. Debido a la respuesta antigéoa observada para los epitopesson propuestos como
potenciales candidatos a ser incluidos en el desarrollo de una vacuna basada en subunidades

contra P. vivax

Palabras clave: P. vivaxPvi2,HLA-DRB1, péptdos sintéticos,epitopes T, linfoproliferacion
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Resumen yAbstract

Abstract

Plasmodium vivaxs the second most prevalenparasite species causing malariaworldwide
and is responsible for 64% of the cases in the Americas. The developmentsabunit-based
vaccinesis amongthe control strategiesfor the disease, however, due to the difficulty of
culturing P. vivaxin a continuous mannerthe characterization of candidateantigens has been
delayed. The use of bioinformatics tools and the quest for homologous proteins to those
aready found in Plasmodium falciparumhave allowed the identification of new P. vivax

potential vaccine candidates.

The present studywas aimed atidentifying Pvi2 (homologous toPfp ¢ @ B OT OAETIMB O 4

silico and studying their antigenicity in vitro. The epitopes were selected using the
NetMHCllIpan3.1 software, which predicted their binding to HLADRB1 alleles and the high
binding ones were subsequently evaluated byn vitro binding assays to purified HLADRB1
molecules. The antigenicity of thesepitopes was evaluated in CD4+ T cellsllected from

individuals with previous exposure toP. vivaxmalaria typed for their HLA-DRB1 allele.

Foecific epitopes 39113 and 39117 that bund to HLADRB1*04and 1*11, as well asHLA-
DRB1*07 and 1*13, respectively were recognized by memory CD4+ T cells, generating a
proliferative response and a coordinated production of TNF, L6 and IL-10, cytokines that
may mediate the elimination of the parasite during infection. Due to the antigenic response
observed for theepitopes, they arehere beingproposed as potential candidates to be included

in the development of asubunit-basedvaccine againstP. vivax

Key words: P. vivaxPvli2, HLADRBL1, synthetic peptides, T epitopes, lymphoproliferation.
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Identificacion de epitopes T de la protein&vi2

Introduccion

La malaria es una de las enfermedades transmitidas por vectores con mayor impacto a nivel
mundial, siendo responsable de aproximadamente 45.000 muertes en el afio 206. Esta
enfermedad es causada por parasitos del géneRlasmodium transmitidos por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles Las estrategias de control yeliminacion de la
enfermedad estan dirigidas hacia el control del vector ya quimio-prevencién, sobre todo en
los grupos poblaconales con mayor riesgo comaon los nifios y las mujeres en embarazo.
Aungue los esfuerzos realizados para disminuir el nimero de casos se han visto reflejgdfo
tras afio, la malaria sigue siendo una de las enfermedades rayor impacto (1). Uno de los
principales objetivos para el control de la enfermedad por parte de las autoridades de salud,
es el dearrollo de una vacunaefectiva que pueda mejorar la respuesta inmune ala

enfermedad(2).

Segun el reporte de l@rganizacion Mundial de la Salud (OM#8E 2017, la malaria causada por
P. vivaxrepresento cerca del 36% de los casos de malariaeia de Africa siendo la region de
las Américasel area con mayor prevalencia de esta especin un 64% de los casog3). El
desarrollo de una v&una se haenfocadoprincipalmente en P. falcigarum, mientras que para
P. vivaxlos estudios se han visto retrasadoglebido ala complejabiologia del parasito, pero
sobre todo por la falta de un cultivo continuan vitro (4). A pesar de esta dificultagel estudio
en P. vivaxse ha centrado en laidentificacién de antigenos candidatosiomdlogos aaquellos
ya descritos enP. falciparum siendoésta una herramienta para la identificacién denoléculas

promisorias en el desarrollo de unavacunafrente aP. vivax

La respuesta inmunegenerada después de una infeccibn naturacon malaria crea una
memoria inmunoldgica que permite controlar la infecciérante exposiciones subsecuentesin
embargo, no genera proteccion contra la enfermeda). Diversos estudios han demostado
gue esta inmunidad esta principalmente mediada pouna respuesta de anticuerpos ypor la

interaccion de células T con moléculas d€omplejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Se

1
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ha demostrado que laespuesta inmunefrente a la malaria esté fuertemete relacionada con
las moléculas delCMH sobre todo con las de clase (b). Debido a que estas moléculason

altamente polimoérficas, permiten un gran espectro de union a diferentes rgigenos. Se ha
observado que el polimorfismo de estas moléculdes permite unir péptidos con diferentes
afinidades, sugiriendo que la formaciérestabledel complejoCMHpéptido es dependiente de

los linajes alélicoy(7, 8).

La seleccion de péptidosegun lasafinidades de unidna diferentes linajes alélicos se ha
convertido en una estrategia promisoria para la seleccion de candidatos con gran
especificidad, que permita un mejor anclaje a las moléculas presentadorede antigenos,
induciendo asi la activaciorde la respuesta celulaf9). Eluso de herramientas bioinformaticas
capaces de identificar epitopes con una union especifica a diferentes linajes alélicosCidH
han demostrado <r (tiles en el area de la inmunologiapara la identificacion de péptidos

potenciales candidatos a vacuna.

La Fundacion Instituto de hmunologia de Colombia (FIDIC), se ha enfocado principalmente en
la identificacion de regiones de union irplicadas en los procesos de invasion del parasito
malarico a su célula diana;los péptidos de ~20 a.a. de longitudasi identificados, son
posteriormente modificados para mejorar su ajuste ewliferentes moléculasdel HLA (por su

sigla en inglés Human Lekocyte Antigen) (9-12).

Dentro de los potenciales candidatos a vacuna frenteRa vivaxidentificados en la FIDIC, se
encuentraPvl2, una proteina identificada on base en su homologRf12 en P.falciparum. Esta
proteina pertenece a la familia de 6 cisteinas, esta localizada en la superficie de la membrana
del merozoito y estudios previos demostraron su antigenicidad medianteel reconocimiento

dela proteina por sueros de individuos expuestog13, 14).

En el presente trabajo, seseleccionaronepitopes T de la proteia Pvl2, con herramientas
bioinformaticas y ensayos de uniérin vitro a moléculas HLADRB1 de cuatrolinajes alélicos
de alta frecuencia en la poblacion endémicpara malaria La antigenicidad fue evaluada
estimulando células mononucleares de sangre perifé@a (CMSP provenientes de individuos
expuestos,con los péptidos seleccionados ynediante ensayos de linfoproliferacién de la
poblacion de célulasCD4. Adicionalmente, se evaluda producciénde citoquinas producidas

tras la estimulaciénde los CMSRcon estos péptidos.
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1. Hipotesis

La proteina 12 dePlasmodium vivaxcontiene epitopes T de alta afinidad de unién a moléculas
HLA-DRB1, capaces de generar una respuespaoliferativa de linfocitos T CD4 de individuos

expuestos a la infeccion naturia
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2. Objetiv os

2.1. Objetivo general

Estudiar la antigenicidadin vitro de péptidos de la proteinePvl2 dePlasmodium vivaypara la

seleccion de candidatos potenciales a vacuna contra la malaria

2.2.  Objetivos especificos

1 Genoaotipificar con métodos de alta resolucidn el gadLA-DRB1 de individuos expuestos
de zona endémica para la conformacion de grupos experimentales correspondientes a
los alelos HLADRB1*04, *07, *11 y *13.

9 Seleccionar epitopes T de la protein@vi2 deP. vivax de acuerdo a su unidin vitro a
moléculas H.A-DRB1*04, *07, *11 y *13.

9 Evaluar la antigenicidad de los epitopes T seleccionados, mediante ensaiyogtro con
Linfocitos T CD4+ de individuos expuestos correspondientes a los grupos

experimentales.

9 Establecer si existe una correlacion entre la capalad de unién de los epitopes Ty la
respuesta celular observada en los ensayos de antigenicidad.
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3. Marco Tedrico

3.1. La malaria

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del génePtasmodium la cual es
transmitid a a través de la picadura de mosqtos del géneroAnopheles Segun la OMS, para el
afo 2016,se presentaron216 millones de casos alrededor del mundo, sin embargo, entre los
afios 2010y 2016, la tasa de incidencia de la enfermedad se redujo en un 18%esar de esto,
un notorio incremento en la incidencia de casos ocurrid principalmente en las Américas,
ademas del sureste de Asia, pafico occidental y algunas regiones africanas, entre los afios
2014 a 2016(3).

Esta enfermedades causada por parasitosiel filo Apicomplexa, géneroPlasmodium que en
humanosdepende decinco especies diferentesP. falciparumP. vivaxP. malarae, P. ovaley P.
knowlesi Cerca del 90% de los casos son causados porfalciparumy P. vivax sienc esta
Gltima la de mayor importanciaen Asia y las Américas y la segunda especie mas prevalente a
nivel mundial. Aunque la mayoriade los casos globales son causados por la especi®.

falciparum, en las Américasel 64% corresponde anfeccionespor P.vivax(3).

Las continuas estrategias de control del vector han generado altos grados de resistencia a los
insecticidas (Figura3-1) y el desarrollo de una vacuna para el manejo preventivo de la

enfermedad es considerado fundamental por los sistemas de salud a nivel mundial.

El énfasis enel desarrollo de una vacuna ha sido dirigido &. falciparum donde un gran
numero de proteinas han sido descritas y evaluadas como candidatos a vacuna. Por jphrde,
el estudio enP. vivaxse ha visto retrasado, debido a que esta especie invadgosreticulocitos

(glébulos rojos inmaduros), que corresponden a cerca dé1-2% de las células sanguineas en
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circulacion, lo cual ha generado dificultades técnicas paml mantenimiento de un cultivo

continuo in vitro (4).

Figura 3-1. Reporte del estado de resistencia de los vectores a iosecticidas.(3).

Resistance status

@ Confirmed resistance >1 cases Certified malaria free since year 2000
Possible resistance Zero cases in 2016 [1 No malaria

@ Susceptible Zero cases (23 years) Not applicable

3.2. Ciclo de vida de Plasmodium

El ciclo de vida dePlasmodiumspp. se presenta en dos fases: la fase sexsalleva a cabo en
mosquitos del géneroAnophelesy la fase asexual en el hospedero vertebrado, donde invade
hepatocitos en suetapa pre-eritrocitica y glébulos rojos en laetapa eritrocitica (1). La
transmisién natural de la enfermedad inicia con la picadura de un mosquito hembra del género
Anophelesque inyecta el parasito en forma desporozoito (se estimague, en cadapicadura,

el mosquito inyecta aproximadamente 100 espaozoitos). Estos esporozoitosviajan a través
del torrente sanguineoy circulan hasta llegar al higadanvadiendo los hepatocitos €staetapa

se conoce como preeritrocitica) (15).

Después de invadir las céluk hepaticas, losesporozotos se replican y se diferencian a
merozoitos queposteriormente son liberados al torrente sangiineo, donde llevan a cabo su
etapa eritrocitica invadiendo glébulos rojos. Después de mudltiples rondas de replicacion

asexual y ruptura delos eritrocitos, estosseguiraninvadiendo otros glébulos rojos y ademas
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algunos de ellosse diferenciardn en gamaeicitos, los cuales puedeser tomados de nuevo por

los mosquitos ycontinuar su desarrollosexual para perpetuar el cicld1, 16) (Figura 3-2).

Figura 3-2.Ciclo de vida dePlasmodiumspp.(17) .
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En el caso deP. vvax, al llegara las células hepéticageneraformas latentes denominadas
hipnozoitos, los cuales pueden reactivarsg producir recaidasde la enfermedad(18); ademas,

en la etapa eritrocfica, esta especiénvade solamente reticulocitos(19).

Dependiendo de laetapa en que se encuentre (preeritrocitica o eritrocitica), el parasito
expresa diferentes proteinasen su superficiepara la invasion a la célula bspederg de las
cuales algunas estdn expuestas abistema inmune y hansido postuladas como candidatos

promisorios a vacuna contra la malarig20).

Debido a que el desarrollo de una vacuna se ha vidiimitado por restricciones técnicas, en la
FIDIC se ha desarrollado una aproximacion pada identificacion de proteinas homologas a
aguellas deP. falciparumque hanmostrado un rol importante durante los procesos de invasion
a la célulahospedera(13, 21-28).
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3.3.  Respuesta inmune

La inmunidad adquirida después de una infeccién natural coRlasmodiumpermite controlar
y tolerar la infeccion, méas no la elimina ni la previené29). En una primera infeccion con
Plasmodiumla primera linea de defesa desencadenads larespuesta inmune innataseguida
de una respuestanmune adaptativa la cualesmediada principalmente por anticuerpos y/o la
interaccion de células T (CD4 CD8) con las moléculas deCMH dependiendo del estadio de
la enfermedad (30). Las moléculas delCMH desempefian funciones importantes en el
reconocimiento intercelular y la diferenciacion entre lo propio y lo extrafio, formando un
complejo CMHpéptido a través de la presentacion de antigenos por parte de l&€lulas
Presentadoras de Antigeno (CPAR).

Dentro de los mecanismosde la respuesta inmuneadaptativa contra la malaria, se encuentran

la respuesta de tipo humoraly celular.La respuesta humoral, esta compuesta principalmente
por anticuerpos producidos por células B, quienes juegan un papel importante como
neutralizadores dd patdgeng siendo capaces de recmcer antigenos en forma libre Los
anticuerpos son capaces de bloquear la entrada del parasito a su célllaspedera ademas de
mediar la lisis dependiente del complemento para la prevencion de la fertilizacion de gametos
y desarrollo de cigotos. Poptra parte, enla respuesta celular, las células TD8, productoras
de interferon-r  § -§ @nhiben el desarrollo del parasito en los hepatocitosy las células T
CD4 activan los macréfagospara fagocitar loseritrocitos parasitados (17). Este trabap se
enfoca enevaluar la respuesta celulaiin vitro, antela presentacion antigénica a células CD4

por parte de moléculasdel CMHclase Il.

3.3.1. Complejo Mayor de Histocompatibilidad

A diferencia de las célula B, la respuesta de tipo celular mediada parélulas T ayudadoras
(Ta) y T citotoxicas (T (Linfocitos T CD4 y CD8+ respectivamentg, necesita del
procesamiento y presentacion de los antigenos por parte de moléculas @\H(Figura 3-3).
EICMHen el £r humano se denomina HLApor su sigla en inglés Human Leukocyte Antigen)
este conjunto de geres se encuentra organizado emegiones que codifican tres tipos de

moléculas,CMHclase |, clase Il y clase 1(7). Las moléculas de clase | y Il participan en la

10
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presentacion de péptidos antigénicos, mientras que las regiones codificanted @MHclase llI,
codifican varias proteinas secretadas que desempefian funciones inmunitarias, algunos
componentes del sistema de complemento y moléculas relacionadas con los procesos de

inflamacién (8).

Las moléculas de clase | estan presersten la mayoria de las células nucleadss, y pueden
presentar antigenosendégenosa los linfocitos T citotoxicos. Estos linfocitos tienen como
blanco principal de reconocimiento, células que han sidmfectadas por microorganismos
intracelulares o virus, ademas células propias adtradas (como lasancerigenaso las que han
sufrido procesos de envejecimiento). Hacen su procesamiento via citosélica generando
péptidos de 8 a D aminoacidosde longitud para ser unidos y presentades por lasmoléculas
del CMHclase 1(31).

Figura 3-3. Presentacién antigénica poilas moléculasdel CMH clase | y clase I{Tomado y
modificado de Kindt, Thomas &t al.) (8).

MHC clase I

Péptido Receptor de
antigénico célula T
Célula T Célula propia alterada W Anticuerpo A CD3
MHC clase II
Gease : g\% MHC clase 1 e Citocina
- Receptor
MHC clase 11
8 v de citocina

Célula B Célula Ty

Las moléculas de clase llan expresadas constitutivamentesolo por CPAprofesionales como
macréfagos, células dendriticas y linfocitos B. La<CPA son capaces de captar antigenos
exdgenos internalizarlos mediante procesos de endocitosjfagocitosis o ambas, degradhrs
en péptidos dentro delos compartimientos de procesamientode las viasendociticas y

presentaros sobre su superficie dascélulasTa(8).
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La via exdocitica degrada los antigenos enddgenos en tres compartimientos acidos: endosoma
temprano (pH 6,0 a 6,5), endosoma tardio o endolisosoma (pH 5,0 a 6,0) y lisosoma (pH 4,5 a
5,0). El antigeno internalizado pasa de un compartimiento a otro encontrando ummunto
Unico de enzimas hidroliticas y un pH cada vez mas bajo para cada compartimiento. Los
antigenos procesados son convertidos en polipéptidos de 13 a 18 residylms cuales se unen

a moléculas clase Il; este complejo es transportado hasta la membrgrera la presentacion a

célulasTa(8).

3.3.2. Moléculas CMHclase Il

Las moléculas HLA clase Il sonigbproteinas de membrana que funcionan como moléculas
presentadoras de antigenogspecializadas, formado un complejo estable conlos péptidos a
presentar, llevandolos ala superficie celular para el reconocimientgor parte delascélulas Ta.

Las moléculas de clase Il estan compuestas por dos cadenasy(r) unidas mediante
interacciones no covalentes. Cada molécula contiene dominips y |2 en una cadena, y otro
r1yr2;los dominios) 2 yr 2 se encuentran proximos a la membrana y los dominiate unién
11yr 1 hacia la parte distal, en la cual se encuia una hendidura de unién al péptidaFigura
3-4). La hendidura es abierta en ambos extremos y es capaz de unir péptidos de 13 a 18
aminoacidos de longitud que derivan de proteinas exdgenas (propias o extrafias) procesadas

via endocitica(8).

El complejo HLA clase Il en el ser humano, presenta tres tipos de regisrgénicas criticas para
la funcion inmunitaria: DP, DQ y DR8). Existe un nimero muy grande de alelos diferentes
para cada locus ya capacidad de unién a un antigeno varia de un alelo a qtpsesentando
diferencias en la afinidadLos genes de clase Il son altamente polimérficgsestudios muestran
gue la cadeng del HLA-DRpresentamas de 480 aleloglistintos, mientras que la cadena es
muy conservada siendo usualmente monomoérfica(7). Las diferentes formas alélicas de los
genes del CMH da como resultado una amplia diversidad que permite millones de
combinaciones en la formacion de haplotipagermitiendo asi ura alta variedad en la afinidad
de unién de péptidos antigénicosEn malaria se han encontrado asociaciones en la respuesta
inmune a diferentes antigenos relacionadas coespecificidad de unién alelos HLADRB1 (6,
9).

12
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Figura 3-4. Estructura de la moléculaCMHclase 11(32).

/» Peptide-binding cleft ~\
1 /

2
F al e
';:,‘\ \

eptide

binding site
Transmembrane

Disulfide bond -----

Ig domain :

3.4. Identificacibn de candidatos a vacuna en

Plasmodium vivax

Aunqgue las diferentes estrategias de controde la malaria han permitido reduccion en el
numero de casosesta enfermedadsigue siendo un problema de salud publica alrededor del
mundo. El desarrollo de una vacuna que logre controlar y prevenir la enfermedad, hace parte
de los objetivos estratégicos y la hoja de ruta en @bntrol de este patdégenq2). A pesar que el
desarrollo de una vacuna contrd. falciparumesta bastante avanzado, el progreso hacia una

vacuna contraP. vivaxes incipiente, y retrasa toda la agenda de erradicacién de la malaria.

La complejidad en el iclo de vida dePlasmodium, falta de conocimiento sobre los mecanismos
de evasidn de la respuesta inmunal parasito, y la falta de un cultivo continuan vitro paraP.
vivax, son las mayores dificultades en el desarrollo de una vacuna. Varias estrategiias sido
utilizadas para la identificacion de proteinas importantes en los procesos de invasi@d3-35),
entre ellas, la identificacién de proteinas homologasaxuellas deP. falciparumy la adaptacion

de una cepa dé®. vivaxa un modelo de primates no humano$36), han permitido avances en
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la identificacion de proteinas que participan en los procesos de invasion del parasito (Figura
3-5) (37). Estas proteinas han sido identificadas en los estadios del cicle dda del parasito,
y también su localizaciéon en los organelos celulares, estudiando los posibles roles en el

desarrollo y procesos de invasion del parasito.

Figura 3-5. Proteinas identificadas paraP. faldgparumy P. vivaxen el merozoito(37).

3.4.1. Inmuno informatica

El desarrollo de una vacunaintética basada en sukunidades, multi -antigénica, multiestadio,
estd basado en la identificacién dedeterminantes antigénicos (epitopes) de diferentes
proteinas que muestren unrol importante en el proceso de invasiéon del parasitd38). La
comprension de los procesos de reconocimiento de antigenos por parte del sistema inmune,
ha permitido el desarrollo de herramientas bioinformaticas alimentadas de datos
experimentales, lo cual ha tenido un fuerte impacto en la investigacion en el area lde

inmunologia (39).

El uso de algoritmos paraamizar epitopes de células B y T, permite acelerar el proceso de

identificacion de posibles sitios de union utilizando las secuencias proteicas de los

14
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patégenoq40). Esta metodologia, en la cual se utiliza la informacion genémica para identificar
regionespOT OAEAAO bi OAT AEAIT I AT OA AT GECci 1 EAMOR AO
Un epitope es la parte & un antigenoque esreconocido porlos receptores de lagélulas B yo
célulasT del hospedero Los epitopes peptidicos pueden ser encontradosle manera continua
(lineales o secuenciats) o distantes en la secuenciale aminoacidos(conformacionales o

discontinuos). Mientras que los epitope de células B son tantolineales como

conformacionales, los epitope de células T sosiempre lineales (39).

La identificacion de epitopes B mediante métodom silicoes generalmente enfocada hacias
epitopes lineales. Los predictores son capaces de combinar propiedades fisicoquimicas de los
aminoécidos, tales como accesibilidadhidrofobicidad, flexibilidad, entre otras, para la

identificacion de posibles epitopes en la secuencia degdeoteina (42, 43).

Encuantolos epitopes TJa identificacion es un poco mas compleja debido al alto polimorfismo
presentado porlas moléculas delCMH Diversosservidores web disponen dealgoritmos y
redes neuronales artificialespara predecir epitopes de células ;JEstos se basanreenfoques
como considerar los perfiles de anfipaticidad de proteinas, motivos de secuencia, matrices
cuantitativas (QM), redes neuronales artificiales (ANN), maquinas de vectores de soporte
(SVM), relacién cuantitativa de actividad estructural (QSAR) yrsulaciones de acoplamiento

molecular, entre otros (44).

3.4.2. Proteina Pv12

Estudios comparativos del perfil proteémico de P. vivaxcon proteinas homoélogas aP.
falciparum y otras especies dePlasmodium han permitido la identificaciébn de proteinas
importantes en el proceso de invasion dearasito y entre éstas, seencuentra la proteinaPvi2
(14, 35, 37). Este antigeno prtenece a la familia deproteinas de 6-cisteinas (contienen
dominios s48/45), poseeun tamafio de 362 a.a. y una masa molecular de aproximadamente
41 kDa La estructura de Pvli2 contiene un péptido sefial (SP), un anclaje a
Glicosifosfatidilinosito | (GPI) en la regién CGterminal, y dosdominios de 6 cisteinagFigura
3-6). Aunque inicialmente se caracteriz6 como una proteina de roptriag45), estudios
posteriores confirmaron su ubicacion en lanembranadel merozaito, al igual quesuhoméloga
enP. falciparum(Pf12) (13, 46).
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Aunque no se ha determinado la funcion de la protein®v12 en la fase eritrocitica, algunas
proteinas miembros de la familia de &isteinasen P. falciparumhan mostrado un papel de
ligando de union aotras proteinas,ademasaquellas proteinas que presentan dominios45/48

han mostrado ser esenciales para la fusiébn de los gametosfemeninos y masculinos,
exflagelacion de gametos masculinog,estan implicadasen la replicacion de los esporozoitos
en las células hepaticaf4 7). Estasproteinas son especialmenteonsideradascomo candidatos

de bloqueo de la transmision.

Figura 3-6.Estructura de la proteinaPv12.(Tomado y modificado deMoreno-Pérez 2012(13)
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Estudios genéticos han demostrado que la proteinRvl2 es altamente conservada entre
diferentes especies déPlasmodium presentardo una baja variabilidad entres aislados dé.
vivax, ademas de ser uno de los antigenos mas conservados descritos a la fecha para esta
especie(48). Esta proteinaesreconocida por sueros de pacientes infectados naturalmen{é.3,

45). Por lo anterior,Pv12 es considerado como un candidato promisorio para el desarrollo de

una vacuna basada en subnidades, multirantigeno y multi-estadio.
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4.Materiales y métodos

4.1. Tipo de investigacion

Este estudio es de tipo descriptivo experimental.
4.2. Poblacion de estudio

4.2.1. Area de estudio

Dos areas de estudiodonde la malaria porP.vivax es endémica en Colombia (Bahia Solago
departamento del Choco y Tierrda z departamento deCadoba)(49), fueron seleccionadas
para realizar la tipificacion del gen HLADRBL a individuos que previamente presentaron la
enfermedad.Una muestra de sangre periférica de 4 Infue tomada en un tubocon EDTA(BD
Vacutainer) a voluntarios mayores de 18 afios, con firma previa de un consentimiento

informado (Anexo 1).

Adicionalmente, se seleccionaron individuos para conformar unmipo control de un &rea no
endémica para malaria en Colombia (Bogota D)Cque fueron tipificados para losalelos de
interés. Los individuosevaluados no presentaban antecedentes de malaria, ni habian visitado
zonas endémicas en los Ultimos dos afios. Hiopedimiento fue llevado a cabo en individuos

mayores de 18 afiogprevia firma de un consentimiento informado (Anexo 2).

A todas las muestras incluidas elos estudios de linfoproliferacién se les realizé un extendido
de gota gruesa para descartar infecciones activaBluestras de sargre de individuos can
infeccién activa fueron recoletadas para laobtencién de lisado deP. vivaxutilizado como

control positivo en los ensayos de antignicidad (Anexo C)
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4.2.2. Tipifi cacion del gen HLA-DRB1

A partir de 300 pL de sangretotal, se extrajo ADN gendmico (ADNg), utilizando el kide
DOOEAEAAAEET O7EUAOA . EAADN§ dbt&nids fue vérifichdd pdd geide A C A
agarosa al 1% tefido con Sybr Safe (Invitrogery posteriormente cuantificado utilizando una

P11 A A Ap ep n@s$pectrometro MultiSkan GO Thermo Scientifid. Las muestras de ADNg

fueron enviadas a los laboratorios de Histogeneticssining, NY, USA para la tipificacion de

alta resolucion del gen HLADRB1 mediante tipificacion basada en secuencia (SBT del inglés

sequencebased typing).

4.2.3. Conformacion de grupos experimentales

El presente estudio se enfaten cuatro de loslinajes alélicosHLA-DRBL mas frecuentes en
areasendémicaspara malariaen el mundo(HLA-DRB1*04, *07, *11 y*13) (50). Uhavez todos
los individuos fueron tipificados, se selecionaron maximo 8 individuospor cada uno de los
linajes alélicosde interés. Individuoshomaocigotos oque presentaron $lo uno de los alelos de
interés fueron seleccionados, mientras que aquellos que presentaban dos alelos de interés

fueron descartadosPara el grupo control fueron seleccionados 2 individuos por alelo.

4.3.  Seleccion de péptidos

4.3.1. Prediccion in silico de epitopes T

Para la predicciénin silico de epitopes T fue utilizada la secuencia de la protein®vi2 de
Plasmodium vivaxeportada en labase de datos PlasmoDB con niimero de acceso PM®R775.
El servidor NetMHClIpan3.1 fue usacd para la prediccion deepitopes Tcon una longitud de
15 a.a.dependiendo de su perfil deunidén a moléculas HLADRB1*0401, *0701, *1101 y*1302
(51).
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4.3.2. Sintesis de péptidos

Losepitopes T seleccionados fueron sintetizadospurificados por 21st Century Biochemicals
Inc. (Marlborough, MA, USA)Los péptidos fueron caraterizados mediante espectrometria de
masas conaocida del tipo matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry (MALDI-TOF MS)

Adicionalmente, fueron sintetizados dos péptidos contromarcados con biotina para los
ensayos de uion. Estos péptidos han sido reportados en la literatura como péptidos de alta
afinidad de unién, HAws.318 (PKYVKQNTLKLAY para las moléculas HLADRB1*0401 y*1101
(52, 53), y TT (QYIKANSKFIGITEpara las moléculas HLADRB1*0701 y *1302 (54). Los

péptidos biotinados sesintetizaron usando sulfeNHSLGCbiotina (Pierce Chemical, Rockford)

4.4.  Seleccionin vitro de epitopes T

4.4.1. Cultivo celular

Para la obtencién ddas moléculas HLADR, miatro lineas celulareslinfoblastoides B(IHWG)
homocigotas paracada alelo de interés [HW09025 para HLA-DRB1*0401, IHW(09051 para
HLA-DRB1*0701, IHW09043 para HLA-DRB1*1101 e IHWO09055 para HLA-DRB1*1302)
fueron cultivadas. Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI1640 (Gibco)
suplementado con siero fetal bovino (SFBHyClone) al D%, NaHCQ 2 g/L (SIGMA), piruvato
de sodio 1 mM (GIBCO), y solucién de antibidtieantimicotico 1X (SIGMA).El cultivo fue
mantenido a 37°C, en una atnsgfera de CQal 5%, y una vez el medi@ra metabolizado, las
células eran recolectaday los pellets cmgelados a80°Chasta el proceso de purificacionCada

linea celular fue cultivada hasta obtener un pellet de 5X2@élulas.

Por otro lado, se llevé a cabo el cultivo del hibridoma-243 (HB-55 ATCC) para la obtencién
del anticuerpo monoclonal antrHLA-DR, bajo las mismas condicionede cultivo delas lineas

linfoblastoides. Una vezl medio era metabolizado, el sobrenadantdel cultivo en el cual se
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encontraba el anticuerpo de interés fue recolectado y almacena@c20°Ccon azida de sodio

al 0,02%, hasta su purificacion.

4.4.2. Purificacion del anticuerpo monoclonal anti  -HLA-DR

La purificacion del anticuerpo monoclonal antHLA-DR del sobrenadantede cultivo, fue
realizada mediante cromatografia de afinidadel sdorenadante fue precipitado con alfato de
amonio ((NH4).SQ) saturado al 45% en bafio frio yagitacién constante paraposteriormente

ser dejado en reposo toda la noche. El sobrenadante precipitado fue centrifugado y luego se
recuperd el pellet, el cual fue resuspendido en PBS 1X y dializado para nagtiel exceso de
sales. La muestra dializada fue acoplada a Proteina A Sefarosa4BL(GE Healthcarg e

incubada toda la noche a4C en agitacion constante.

Varios lavados fueron realizados a la mezcla y posteriormente se inicié el proceso de elucion
con un gradiente de pH buffer citrato (pH 5,5), buffer acetato (pH 43) y buffer glicina (pH
2,3)) recolectando las fracciones en un buffer neutralizantdpH 7,7). La presencia del
anticuerpo monoclonal anttHLA-DR en las fracciones obtenidas fue verificadaop SDS PAGE
y Western blot posteriormente, las fracciones positivas fueron concentradas por
centrifugacion en Amicon (Merck Millipore)y cuantificadas con el kitMicro BCA Protein Assay

Kit (Thermo Scientific), segun especificaciones del fabricante.

4.4.3. Purificacion de moléculas HLA -DR

Quatro lineas celularedlinfoblastoides B fueron cultivadas hasta recolectar»8.0° células. Las
células fueron resuspendias en luffer de lisisa una densidad de 18células/mL e incubadas
por una hora en hielo. El lisado deélulas fue centrifugado a 2000 x g yse recuperéel

sobrenadante el cual fue incubado con DOC (Desoxicolato dedio) al 5% por 10 minutos, a

4°C en agitacién constante.

El sobrenadante fue ultracentrifugado a 100,000 x g por dos horas para separarneyor

cantidad de detritos celularesposibles. El sobrenadante fue filtradopor membranasde 045 y
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0,20um para finalmente sermezcladocon una columna de Proteina A Sefarosa acoplada al
anticuerpo monoclonal anttHLA-DR mediante entrecruzamiento con DMP (Dimethyl
pimelimidate).

La columna fue lavada cowliferentes buffersy posteriormente seprocedio a la elucion de la
proteina, recuperando fraccionesrecolectadas en un buffer neutralizantea pH 68. La
presencia de las moléculas fue verificada mediant8 DSPAGE, y las fracciones donde se
evidenciaba la presencia de la proteina fueron concentradas por centrifugaciéon en Amicon
(Merck Millipore) y cuantificadas con el kitMicro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific),

segun especificaciones del fabricante

4.4.4. Ensayos de union in vitro

Para la evaluacion de los epitopes T seleccionadss realizaron ensayos de unién a moléculas
HLA-DR purificadas mediante una ELIS&onvencional. Moléculas HLAOR [01 uM] fueron
incubadas con un péptido control marcado cobiotina [5 uM], los péptidos seleccionadom
silico ([250 uM], 50 veces exceso del péptido controk incubado por 24 horas demperatura
ambiente (T.A). ElI complejo CMHpéptido fue incubado por dos horas a T.Aen inmuno-
maodulos NUNC (Thermdrisher Sciatific) cubiertos con anti-HLA-DR [10 o/mL] y los sitios
inespecificos bloqueados con BS# 3% en PBS 1X por una hora a T.Bl. ensayofue incubado
con Edreptatividina marcada con Fosfatasa alcalina en dilucién 1:500 por una hora a T.A.y
posteriormente incubado por 30 minutos con solucién reveladora pNPP pf{
nitrophenylphosphate, SIGMA)La reaccion fue leida a 450 nm en un lectdie ELISA MultiSkan
GO (Thermo Fisher Scientific Todos los ensayos fueron realizados por duplicado, y los valores

medios fueron utilizados para calcular los valores de unién.
El porcentaje de union fue calculado con la siguiente formula:

WO UQ&H |1 Qi OREOA QO QQE |

7T e S R Iy - e SN
pTae WO 0Q&d 6 i QMG N Qo QQE |
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4.4.5. Ensayosde IC50

El calculo del valor IC50, fue realizado para aquellos péptidos que presentaron un valor de
union superior al 50%, es decir, los péptidos capaces de desplazar por competicion al péptido
control en un 50%. Los ensayos de IC50 siguieron la misma todologia, con una curva de

concentraciones de los péptidos de alta union desde 250 uM 2 4M.
El valor de union de cada punto fue calculado con la siguiente formula:

WO Q&M I Qi TREHOGE N Qo QQE |
WwOUQ& 6 i QBREE ) 'QO0 QQE |

Los valores de union obtenidos fueron graficadosbteniéndose una curva de decaimiento
exponencial de segundo orden, lformula fue utilizada en el programa Mathematicav11.0
(Wolfram Research, Inc.)para calcular la concentraciona la cual el péptido es capaz de
desplazar al péptido control en un 50%.Para comparar los valores predichos silicocon los
obtenidos en los ensayon vitro, fue calculado un valor relativo de uniéndividiendo el valor
de IC50 (uM) para cada péptido sobre el valode IC50 (uUM) de su respectivo péptido control.

, 10 Pbi DOEAT Q0 fdefon cor@iddrablasbligbosSéptidos de union

Los péptidos que presentaron los valores de IC50 mas bajos para cada molécula HIERA
fueron seleccionados para los ensayos de linfoproliferacién; adimalmente, un péptido de
unién universal (a todos los alelos evaluados) fue seleccionado para los ensayos de
proliferacién. El péptido 39115 fue seleccionado como un péptido control de baja unidn

experimental, el cual no se unié a ningun alelo evaluado.

4.5. Ensayos de antigenicidad

4.5.1. Ensayos de Linfoproliferacion de células T CD4 +

Alos individuos que conformaron los grupos experimentalegexpuestos y grupo control) les
fue realizada una segunda toma de muestra d® mL de sangre periférica en tubos con ED
(BD Vacutainer)
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La muestra de sangre fue centrifugada por 7 minutos a 550 x g paraeparar la capa
leucocitaria; a partir de un gradiente de centrifugacion usando Ficol®-Paque PLUS en
proporciéon 1:2 (Ficoll:Capa leucocitarid fueron separadas lss CM$, las cuales fueron

utilizad as para evaluar la respuesta proliferativdrente a los péptidos seleccionados.

Para identificar las generaciones celulares inducidas por los diferentes antigenoslizados,
las CMSPfueron marcadas con CFSE5 uM (CellTrace G&SE cell proliferation kit, Molecular
Probes) por5 minutos a T.A. y posteriormente lavads tres veces con PB$X con plasma
autélogo al 10%.Fueron sembradas2x105 CMSPpor pozo, en una caja de 96 pozos de fondo
redondo (Costar) en 200 pL de medio RPMI 38 (Gibco) suplementado con 10% de plasma
autélogo inactivado,NaHCQ 2,0 g/L (SIGMA), piruvato de sodio 1 mM (GIBCO), y solucién de
antibiético-antimicotico 1X (SIGMA)Las CMSHueron estimuladas con los diferentes péptidos
a evaluar, a una concentraciorfinal de 10 pg/mL; como control negativq se utilizé el péptido
39115 de bga unién experimental, como control positiva se utilizaron lisado de P. vivax5
pg/mLy PHA al 2% adicionalmente, un pozo sin estimulo CMSReon 3lo medio), se us@como
control del ensayo. Las células fueromcubadasdurante 5 dias a 37C, en una atrasfera de
CQ al 5%.Paralos ensayosde Linfoproliferacion fueron utilizados por individuo 7 pozos por

duplicado (para cada antigeno y células control)

Pasado el tiempo de incubadn, lascélulas fueron recuperadas y lesobrenadantealmacenado
a -80°C paraevaluar la produccion de citoquinas. Las células fueron marcadas cosl
anticuerpo monoclonal anti-CD4humano producido en raton marcadacon Pacific Blue(Clon
RPAT4) (BD Biosciences) y fueron leidas en el citénetro de flujo FACS Canto Il (BD
Biosciences) Los datosobtenidos conel citbmetro fueron analizadoscon elprograma FlowJo

v7.6.5 (FlowJo, LLC)con el fin deevaluar la respuesta de proliferaciéon de la poblacioeD4.

La proliferacion celular fue evaluada como la perdida de la intensidad d#uorescenciadel
CFSE, calculando el porcentaje de la intensidad flirescenciade las célulasen presencia de
antigeno, dividida sobre el porcentaje de la intensidad d#uorescencia de las células en
ausencia de antigeno. Los resultados fueron expresados como un indice de estimulagii,
ATTAA O OAIT O 1 ¢ mEOA AT OEARAOAAT DI OEOEOI 8
Un segundo analisis fue realizado para calcular un valor relativo de proliferaciérvgrificar los
valores obtenidos con elprograma FlowJo. El valor relativo de proliferacion fue calculado
dividiendo el valor medio de MFI dela poblacién CD4 sin estimulo, sobre el valor medio de

MFI dela poblacion CD4 con estimulo. La respuesta proliferativa fue considerada positivai

23



Identificaciéon de epitopes T de la protein&@vi2

se observaba unapérdida del 1% de fluorescencia de la poblacion CB4stimulada con
respecto apoblacionCD4 sinesti O1 T j DOT O1,0)AA AT OOA |

4.5.2. Evaluacion de citoguinas en sobrenadante

La produccion delas citoquinas IFN-r, TNF, 110 e IL-6 fue cuantificadaen el sobrenadante
del cultivo, mediante el kitBD CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Biosciencesjle
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron leisl en el citénetro de flujo
FACS Canto Il (BD Biosciences) analizadas con el softwareFCAP Array v3.1 (BD
Biosciences). La produccion deitoquinas para cada estimulo fue comparada coa tle aquellos
pozos con células sin estimuldpmando como referencia una curva estandar gxpresandolos

valores en pg/mL.

4.6. Andlisis estadisticos

Para graficar y analizar los datos obtenidos de los ensayos fmpleadoel software GraphPad
v5.01 software (GraphPad Software, Inc.Rara los ensayos de linfoproliferacién y produccién
de citoquinas se realizaron pruebas de normalidadnediante el test de ShapireWilk. Para
comparar los resultadosdel grupo expuesto con el grupo contrglse utilizé el test de Mann-
Whitney U para variables no paramétricas y el-test para variables con distribucion normal.
Para comparacionesmultiples, fue utilizado el test de KruskalWallis con un posttest de
Dunn’s. Para todos los analisis se utilizé un intervalo de coafizadel 95% y losvalores <0,05

fueron considerados significantes.
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5. Resultados

5.1. Grupos experimentales

5.1.1. Poblaciéon de estudio

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en dos poblaciones colombianas donde la
malaria por P. vivaxes endémica. En ehunicipio de Bahia Solang departamento del Choc¢
fueron tomadas 29 muestras, mientras que en el municipio de Tierraltadepartamento de
Cdrdoba fueron recolectadas 50 muestras, para un total de 79 muestras que hima parte del

estudio.

Para conformar el grupo control, 8 individuos (dos por alelo de interés) pertenecientes a la

ciudad de Bogota, fueron seleccionados.

5.1.2.Tipificacion del gen HLA -DRB1 y conformacion de los

grupos experimentales

La tipificacién del genHLA-DRBL serealizé para la conformacion de los grupos experimentales
y control, seleccionando individuos con linajes alélicodHLA-DRB1*04, *07, *11 y *13,
reportados con alta frecuencia en zonasndémicasde malaria en el mundo(50).La evaluacion
de la frecuencia alélica del gen HL-BRB1 en las dos poblaciones colombianas arrojé como
resultado 12 linajes alélicos (Figura5-1). Los cuatro linajes alélicos seleccionados
representaron una alta frecuencia en la poblacion destas dos zonas endémicas, cubriendm

42,4% de los alelos en la poblacién.
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Figura 5-1. Frecuencia de los linaj es alélicos HLA-DRBL1 en la poblacion de estudio. Las
barras en color gris resaltan los cuatro linajes alélicos de interés en el estudio. Los doce linajes
alélicos fueron resultado de la tipificacion de 79 individuos de zona endémica.

Frecuencia linajes alélicos HLA-DRB1

N
(3))
1

N
o
1

-
(3]
1

-
o
L

Frecuencia (%)

(3]
1

HLA-DRB1*04 present6 una frecuencia del 156%, el linaje HLADRB1*07 una frecuencia del
12,03%, HLADRB1*11 un 8,23% y HLADRB1*13 un 949%, siendo los linajes 1*04 y 1*07
segundo y tercero enorden de la frecuencia total, y 1*11 y *13 quinto y séptimp
respectivamente. Diérente a lo reportado, el alelo de mayor frecuencia en estas poblaciones
fue el linaje 1*03 con un 19%2% y los linajes 1*16 (1013%) y 1*01 (8,86%) entre los de mayor

frecuencia.

Para los ensayos de antigenicidad, fueron seleccionados aqueltodividuos que presentaran
uno de los alelos de interés. Los grupos experimentales contaron con un maximo de 8
individuos. Para el linaje alélico HLADRB1*04 y *07, fueron seleccionados 8 individuogor
grupo, para el linaje alélico HLADRB1*11 7 individuos, y finalmente 6 individuosparael linaje
alélico HLADRB1*13 (Figura 5-2).
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Figura 5-2. Area de estudio, epidemiologia y frecuencia de los linajes alélicos en los
grupos experimentales . Los individuos de Bahia solao z Choco incluidos en el estudio
fueron en su mayoria HLADRB1*04 y *11, por otro lado, los individuos seleccionadode
Tierralta z Cordoba fueron en su mayeoia HLA-DRB1*07 y *13 En la tabla se muestra
informacién epidemioldgica adicional.

Bahia Solano - Choco

Frecuencia de linajes alélicos HLA-DRB1
Tierralta - Cordoba

Bahia Solano
Tierralta

m1'04 ®m1*07 m1*11 1913

Bahia Solano Tierralta
(n=12) (n=17)
Hombres/Mujeres 4/8 9/8
Edad* (afios) 39,9 54
Ultimo episodio* (aiios) 3,2 4,7
Tiempo de residencia * (afios) 16,4 35;1

5.2.  Seleccién in silico de epitopes T segln su union
predicha a moléculas HLA -DRB1

Utilizando el servidor NetMHClIpan3.1, fueron seleccionados lospitopes T quepresentaron
los valoresmas bajosde %rank (rango percentil para un péptido generdo al comparar su
puntaje de unién con las puntuaciones de 200,000 péptidos naturales al azar de la misma
longitud del péptido consultado) (51).Losdiez (10) epitopes Tcon mejores vabres de%rank,
fueron escogidoscomo péptidos de alta afinidad de unién por predicciébna moléculas HLA
DRB1*0401, *0701, *1101 y *1302(Tabla 5-1) y sintetizados como se describe en la seccion
4.3.2.

Los valoresde %rank arrojados por el servidor NetMHCIlpan-3.1 permitieron seleccionar
pépOEAT O AA AOAT A O1 fdeinas ddatro@dest®dgkupdospéplidddfuedp 1
consideradoscomo péptidos de unién débils $ € ¢ 0po p&ptidos de union fuerte 5 & h S ¢ Q8
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Tabla 5-1. Epitopes T seleccionados in silico con NetMHClIpan-3.1. Se muestra el valor de
%Ranky el CoreF de los péptidos para cada uno de los alefyedichos.CoreF= region central
minima de nueve residuos en contacto directo con la hendidura de unién del CMH

Posicion Secuencia Alelo HLA- CoreF %Rank | Cadigo del
(a.a.) DRB péptido
1*0401 3,5
1*0701 14
68-82 RKNYELLPNNCFEQV\ 1%1101 YELLPNNCF 35 39112
1*1302 30
1*0401 3
1*0701 24
250-264 EECFLQGFNLSGKKE 1*1101 FLQGFNLSG 27 39113
1*1302 55
1*0401 IFYARVPQR 8,5
1*0701 FYARVPQRI 0,7
280-294 YNKIFYARVPQRIYQ 1*1101 IFYARVPOR 09 39114
1*1302 FYARVPQRI 8,5
1*040L | gyppvsFry] 65
132-146 KKSYDDVSFRVPPNL 10701 65 39115
) 1*1101 DVSFRVPPN 75
1*1302 SYDDVSFRYV| 60
1*0401 IRVRKRSGE 95
1*0701 | KAKIRVRKR| 89
159-173 NKAKIRVRKRSGEEY 1%1101 13 39116
1*1302 IRVRKRSGE 85
1*0401 IEVLIPSLP 14
1*0701 LIPSLPKKI 8
180-194 LGIEVLIPSLPKKI 1*1101 EVLIPSLPK 95 39117
1*1302 LIPSLPKKI 11
ooy | YLHGAAAV | 3
109-123 LVEYLHGAAAIVKRK 1%1101 LHGAAAVK 1’1 39118
1*1302 YLHGAAAIV 7
1*0401 6,5
1*0701 7,5
196-210 GCDFTKNTSPLFTKG 1%1101 FTKNTSPLF 30 39119
1*1302 4,5
1*0401 31
1*0701 37
272-286 LTDLVMDHYNKIFYA 1%1101 LVMDHYNKI 36 39120
1*1302 3,5
1*0401 FEFATTPDD 40
1*0701 LVAHFREFAT 65
307-321 KRLVAHFEFATTPDD 1%1101 VAHEEEATT 65 39122
1*1302 LVAHFEFAT 85

28



Identificacion de epitopes T de la protein&vi2

5.3.  Seleccion in vitro de epitopes T segun su union a
moléculas HLA-DRBL1

5.3.1. Ensayos de union

A partir de moléculasHLA-DRB1 purificadas de lineas celulares homocigotas para los alelos
en estudio y del anticuerpo mowclonal obtenido del sobrenadante de cultivo del hibridoma,

fue determinada la afinidad de unién de los epitopes T seleccionadassilico (Tabla5-2).

Los ensayos de uniodnn vitro para la seleccion de péptidos de alta afinidad de unién fueron
realizados mediante una ELISA competitiva. Los valores son presentados en la figd8 y

descritos a continuacion.

Figura 5-3. Ensayos de union in vitro a moléculas HLA-DRBL1. La linea de corte para
determinar péptidos con buena afinidad de unién fuede 50%. Aquellos péptidos que
sobrepasaron la linea de corte se les realiz6 ensayos d&0CSe muestra el porcentaje de unién
para cada uno de los péptidos control (HAb y TTh) por alelo.

DRB1*0401 DRB1*0701
100+
£ ]
S 5
DRB1*¥1101 DRB1*1302
] £
B E
=] =]
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Tabla 5-2. Valores experimentales de union (%), IC50 experimental y valor relativo
IC50. *Resultados experimentales. ND= no determinado El valor relativo de union fue
determinado utilizando los valores de IC50%M) de los péptidos controles para cada una de
las moléculas.

Cadigo del HLA-DRB1 Porcentaje de union* | IC50 pM* IC50
péptido ratio
DRB1*0401 95,78 7,26 0,37
39112 DRB1*0701 76,44 29,23 1,25
DRB1*1101 55,44 250 52,41
DRB1*1302 14,09 ND ND
DRB1*040L 95,81 7,36 0,38
39113 DRB1*0701 8,89 ND ND
DRB1*1101 62,88 38,54 8,08
DRB1*1302 9,28 ND ND
DRB1*0401 87,38 43,18 2,22
39114 DRB1*0701 93,87 43,09 1,84
DRB1*1101 82,09 8,28 1,74
DRB1*1302 69,37 73,3 9,83
DRB1*0401 12,98 ND ND
DRB1*0701 9,86 ND ND
39115 DRB1*1101 20,02 ND ND
DRB1*1302 12,00 ND ND
DRB1*0401 5,76 ND ND
DRB1*0701 7,33 ND ND
39116 DRB1*1101 41,12 ND ND
DRB1*1302 10,50 ND ND
DRB1*0401 33,08 ND ND
39117 DRB1*0701 98,56 11,51 0,49
DRB1*1101 51,13 133,77 28,04
DRB1*1302 95,42 6,65 0,89
DRB1*0401 13,48 ND ND
39118 DRB1*0701 90,02 15,18 0,65
DRB1*1101 48,21 ND ND
DRB1*1302 31,71 ND ND
DRB1*0401 17,45 ND ND
39119 DRB1*0701 29,45 ND ND
DRB1*1101 26,94 ND ND
DRB1*1302 92,18 7,47 1
DRB1*0401 26,73 ND ND
39120 DRB1*0701 40,62 ND ND
DRB1*1101 32,68 ND ND
DRB1*1302 85,99 38 5,09
DRB1*0401 80,94 58,89 3,03
39122 DRB1*0701 23,08 ND ND
DRB1*1101 74,87 170 35,64
DRB1*1302 71,13 250 33,51

30



Identificacion de epitopes T de la protein&vi2

De los péptidos evaluados con moléculas HEBRB1*0401, cuatro fueron capaces de desplazar
en mas de un 50% al péptido contl HAb. Los valores de unién para los péptidos 39112 y
39113 fueron de 98% para cada uno, paral péptido 39114 de 87% y para el péptido 39122
de 81%. Segun los valores observados en los ensayosvitro y los valores predichos, se
encontré una concordanca del 70% en los datos de la union de los diez péptidos
(considerando tanto alta como baja capacidad de uniénjres de los cuatro péptidos de alta

afinidad, se correlacionaron con los valores predichos.

Al evaluar la unién de los péptidos con las moléctddHLADRB1*0701, cuatro desplazaron méas
de un 50% d péptido control TTh, los péptidos 39112 (76%), 39114 (94%), 39117 (99%) y el
39118 (90%). Se encontr6 un 80% de concordancia entre los datos predichos y los observados
para los diez péptidosevaluados.Tres de cuatro péptidos dealta afinidad, se correlacionaron

con los valores predichos.

Para las moléculas HLADRB1*1101, cinco péptidosdesplazaronen mas de un 50% al péptido
control HAb. Los siguientes péptidos presentaron una alta afinidad de union: 382 (55%),

39113 (63%), 39114 (82%), 39117 (51) y 39122 {{5%). Los datos observadogara los diez
péptidos coincidieron en un 70% con los valoregpredichos. Dbs de loscinco péptidos de alta

afinidad concordaron con los valoregpredichos.

Gnco de los diezéptidos evaluados se unierorconalta afinidad a moléculas HLADRB1*1302,
desplazando al péptido control TThen mas de un 50%Los péptidos 39114 (69%), 39117
(95%), 39119 (92%), 39120 (86%) y 39122 (71%), presentaron altaafinidad de union. La
concordanda encontrada fue dé70% entre lo observado y lo predich@ara los diez péptidos
De los cinco péptidos de alta afinidad de uniéon encontrados, soltres coincidieron con la

prediccion.

En general, de los Q péptidos evaluados, al menos 8 se unieroocon dta afinidad auna de las
cuatro moléculas estudiada. Los valores experimentales de los péptidos que presentaron alta
unién coincidieron en un 61%con los valores déorank predichos. Al evaluar la concordancia
total (alta y baja unién) de los valores predchos por la herramienta NetVHClIpan-3.1, el

77,5% delos datos concuerdan tanto con los valorede altacomo los de baja afinidad de unién.
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5.3.2. Ensayos de IC50

En la tabla5-2,se muestran los valores de IC50 (valor uM en el cual logran desplazar al péptid
control en un 50%) de aquellos péptidos dalta unién experimental.Para las moléculas HLA
DRB1*0401 y *0701, se les realizo ensayos de IC50 a 5 péptigms cada molécula mientras
gue para las moléculas HLADRB1*1101 y *1302, fueron realizadognsayos @& IC50para 6
péptidos por cada moléculaFigura 5-4).

Figura 5-4. Ensayo de IC50 para los péptidos de alta afinidad de union . Diluciones

seriadas de los péptidos problemas fueron utilizados para determinaalconcentracion &M) a
la que desplazaban en un 50%l péptido control.

DRB1*0401 DR31*0701
-+~ 39112 - 39112
- 39113 — 39114
- 39114 -~ 39117
- 39122 -0~ 39118

HAbio unido
TTbio unido

DRB1*1302

- 39114
- 39117
- 39119
-0~ 39120
== 39122

39112
39113
39114
39117
39122

HAbio unido
TTbio unido

T L] 1
0 100 200 300
M

Para estos ensayos también fuealculado el valor de IC50 de los péptidos controles para cada
molécula. Paraas moléculas HLADRB1*0401, el IC50 del péptidoHA fue de19,44 uM, para
moléculas HLADRB1*0701, el IC50 del péptidol' T fue de23,37 uM, para HLADRB1*1101, el
IC50 deHA fue de4,77 uM, y finalmente para HLADRB1*1302, el IC50 deTT fue de 7,46 uM.
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%001 O OAI T OAO A£OAOIT AibPi AAAT O PAOA AAirdhOI AO
considerados como péptidos de buena union.

Para cada uno de los alelos en estudio, fue seleccionado el péptido con el valor relativo de IC50
mas bajo. Para los linajes alélicos HEBRB1*04 y HLADRB1*11, el péptido 39113 (0,38 y

8,08, respectivamente) para el linaje HLADRB1*07 y HLADRB1*13, el péptido 39117 (0,49
y 0,89, respectivamente).

Solo uno de los péptidos evaluados se unié con buena afinidad a todas las moléculas en estudio
(péptido 39114), siendo considerado comoepitope universal. Los péptidos que mostraron
mejores afinidadesfueron seleccionados para realizar los ensayos de linfoproliferacid@on los

linfocitos T CD4+ de voluntarios de los grupos experimentales para cada linaje alélico.

5.4. Antigenicidad de epitopes T

5.4.1. Linfoproliferacion d e Linfocitos T CD4+

Una segunda toma de muestra fuextraida a los individuos pertenecientes a los grupos
experimentales (individuos expuestos y grupo control) Las CMSPfueron separadas con
Ficoll® y marcadas con CFSE.ds CMSPfueron estimuladas con I péptidos seleccionados
dependiendo del alelo HLADRB correspondiente a cada individuo, el péptidb 39115 como
control de baja unién, lisado de parasito d@. vivaxy PHA como controles positivoy células

sin estimulo (con solo medig como control del ensyo.

Los resultados de la proliferacion fueron evaluados a las 120 horas de cultivo, y los analisis
arrojaron los siguientes resultados. Los valores positivos fueron aquellos indices de
AOOEI Ol AAE& T 5) yiGeroh epmgar&ddsCcOnCeAgrupo controfTabla 5-3). La

estimulacion de las CMSP con PHA fue utilizada como control del ensayo.

El péptido 39113 fue utilizado para estimular las CMSP de ocho individuos del linaje alélico
HLA-DRB1*04 y siete individuos del linaje HLADRB1*11. Del grupo estimuldo, 7 de 15

individuos presentaron IE positivos, es decir, un 46,6% de la poblacién evaluada. La media de
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estimulacion fue de2,6, sin embargo, los datos no fueron significativamente diferentes a los
del grupo control.

Figura 5-5. Linfoproliferacién de linfocitos CD4 + estimulados con epitopes T de la
proteina Pvl12. Un) %Ifue considerado un valorpositivo de proliferacion, el cual fue
calculado sobre las células control sin estimuld_as diferencias signiftativas fueron estimadas

utilizando un test de MannWhitney U comparando los resultados de los individuos expuestos
con el grupo control (* p= <0,05 ** p= <0,009.

El péptido 39117 fue utilizado para estimular & CMSPde ocho individuos del linaje aklico
HLA-DRB1*07 vy seis individuos del linaje HLADRB1*13. Del grupo estimulado, 8 de 14
individuos generaron una respuesta proliferativa ante el estimulo, es decir, un 57% de la
poblacion evaluada. La media de estimulacion fue de,95, y los datos fueron

significativamente mayoresa losdel grupo control (p=0,0081).

Adicionalmente, a todas l& CMSP de loindividuos en estudio, les fue evaluada la respuesta
proliferativa frente al péptido de union universal 39114. Frente al estimulpel 55% de los
individuos (16/29) presentaron una respuesta positivaLa media de estimulacion se observé
en 3,4 y fue la mas altae todos los péptidos evaluados, ademas que fue significativamente

mayor a la del grupo control p=0,0165).

El lisado deP. vivaxutilizado estimulé al 65% (19/29) de los individuos, con una media de
proliferacién de 3,66. A pesar de esto, no fueron observadas diferencias significativas con el

grupo control.

El péptido control 39115 presenté elmas bajo reconocimiento de todos los antigenos

utilizados, con solo un 28% y la media de estimulacién mas baja del grupo de individuos
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