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Resumen y Abstract

Resumen

La malaria causada por Plasmodium vivax es la segunda mas prevalente a nivel mundial, siendo
esta especie la responsable del 64% de los casos en las Américas. 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 de antigenos se ha visto
retrasado. El uso de herramientas bioinformaticas y el estudio de proteinas homélogas a
aquellas de Plasmodium falciparum, ha permitido el avance en la identificaciéon de candidatos

potenciales a vacuna.

El objetivo del presente estudio es la identificacién in silico de epitopes T de la proteina Pv12
(homodloga a Pf12) y estudiar su antigenicidad in vitro. Los epitopes seleccionados mediante el
software NetMHClIIpan-3.1, el cual predijo su unién a alelos HLA-DRB1, fueron evaluados
mediante ensayos de unidn in vitro a moléculas HLA-DRB1. La antigenicidad de tres epitopes
fue evaluada en células T CD4+ de individuos con previa exposiciéon a malaria por P. vivax

tipificados para el alelo HLA-DRB1.

Los epitopes 39113 y 39117, de alta afinidad de unién a moléculas HLA-DRB1*04 y 1*11, asi
como a HLA-DRB1*07 y 1*13, respectivamente, fueron reconocidos por células T CD4+ de
memoria, generando una respuesta proliferativa y una produccion coordinada de TNF, IL-6 y
IL-10, citoquinas que actian como mediadores de la eliminacion del parasito durante la
infeccion. Debido a la respuesta antigénica observada para los epitopes, son propuestos como
potenciales candidatos a ser incluidos en el desarrollo de una vacuna basada en subunidades

contra P. vivax.

Palabras clave: P. vivax, Pv12, HLA-DRB1, péptidos sintéticos, epitopes T, linfoproliferacion.
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Resumen y Abstract

Abstract

Plasmodium vivax is the second most prevalent parasite species causing malaria worldwide
and is responsible for 64% of the cases in the Americas. The development of subunit-based
vaccines is among the control strategies for the disease, however, due to the difficulty of
culturing P. vivax in a continuous manner, the characterization of candidate antigens has been
delayed. The use of bioinformatics tools and the quest for homologous proteins to those
already found in Plasmodium falciparum have allowed the identification of new P. vivax

potential vaccine candidates.

The present study was aimed at identifying Pv12 (homologous to Pf12) protein’s T epitopes in
silico and studying their antigenicity in vitro. The epitopes were selected using the
NetMHCIIpan-3.1 software, which predicted their binding to HLA-DRB1 alleles and the high
binding ones were subsequently evaluated by in vitro binding assays to purified HLA-DRB1
molecules. The antigenicity of these epitopes was evaluated in CD4+ T cells collected from

individuals with previous exposure to P. vivax malaria typed for their HLA-DRB1 allele.

Specific epitopes 39113 and 39117 that bound to HLA-DRB1*04 and 1*11, as well as HLA-
DRB1*07 and 1*13, respectively were recognized by memory CD4+ T cells, generating a
proliferative response and a coordinated production of TNF, IL- 6 and IL-10, cytokines that
may mediate the elimination of the parasite during infection. Due to the antigenic response
observed for the epitopes, they are here being proposed as potential candidates to be included

in the development of a subunit-based vaccine against P. vivax.

Key words: P. vivax, Pv12, HLA-DRB1, synthetic peptides, T epitopes, lymphoproliferation.
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Identificacion de epitopes T de la proteina Pv12

Introduccion

La malaria es una de las enfermedades transmitidas por vectores con mayor impacto a nivel
mundial, siendo responsable de aproximadamente 445.000 muertes en el afo 2016. Esta
enfermedad es causada por parasitos del género Plasmodium, transmitidos por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles. Las estrategias de control y eliminaciéon de la
enfermedad estan dirigidas hacia el control del vector y la quimio-prevencidn, sobre todo en
los grupos poblacionales con mayor riesgo como son los nifios y las mujeres en embarazo.
Aunque los esfuerzos realizados para disminuir el nimero de casos se han visto reflejad os afio
tras afio, la malaria sigue siendo una de las enfermedades de mayor impacto (1). Uno de los
principales objetivos para el control de la enfermedad por parte de las autoridades de salud,
es el desarrollo de una vacuna efectiva que pueda mejorar la respuesta inmune a la

enfermedad (2).

Segun el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2017, la malaria causada por
P. vivax represent6 cerca del 36% de los casos de malaria fuera de Africa, siendo la region de
las Américas el area con mayor prevalencia de esta especie, con un 64% de los casos (3). El
desarrollo de una vacuna se ha enfocado principalmente en P. falciparum, mientras que para
P. vivax los estudios se han visto retrasados debido a la compleja biologia del parasito, pero
sobre todo por la falta de un cultivo continuo in vitro (4). A pesar de esta dificultad, el estudio
en P. vivax se ha centrado en la identificacion de antigenos candidatos homdlogos a aquellos
ya descritos en P. falciparum, siendo ésta una herramienta para la identificacién de moléculas

promisorias en el desarrollo de una vacuna frente a P. vivax.

La respuesta inmune generada después de una infecciéon natural con malaria, crea una
memoria inmunolégica que permite controlar la infeccién ante exposiciones subsecuentes, sin
embargo, no genera proteccion contra la enfermedad (5). Diversos estudios han demostrado
que esta inmunidad esta principalmente mediada por una respuesta de anticuerpos y por la

interaccion de células T con moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Se
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ha demostrado que la respuesta inmune frente a la malaria esta fuertemente relacionada con
las moléculas del CMH, sobre todo con las de clase II (6). Debido a que estas moléculas son
altamente polimoérficas, permiten un gran espectro de unién a diferentes antigenos. Se ha
observado que el polimorfismo de estas moléculas les permite unir péptidos con diferentes
afinidades, sugiriendo que la formacién estable del complejo CMH-péptido es dependiente de

los linajes alélicos (7, 8).

La selecciéon de péptidos segun las afinidades de unién a 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 presentadoras de antigenos,
induciendo asila activacion de la respuesta celular (9). El uso de herramientas bioinformaticas
capaces de identificar epitopes con una unién especifica a diferentes linajes alélicos del CMH,
han demostrado ser ttiles en el area de la inmunologia, para la identificacién de péptidos

potenciales candidatos a vacuna.

La Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), se ha enfocado principalmente en
la identificacién de regiones de uniéon implicadas en los procesos de invasion del parasito
maldrico a su célula diana; los péptidos de ~20 a.a. de longitud asi identificados, son
posteriormente modificados para mejorar su ajuste en diferentes moléculas del HLA (por su

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

Dentro de los potenciales candidatos a vacuna frente a P. vivax identificados en la FIDIC, se
encuentra Pv12, una proteina identificada con base en su homoéloga Pf12 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 mediante el reconocimiento

de la proteina por sueros de individuos expuestos (13, 14).

En el presente trabajo, se seleccionaron epitopes T de la proteina Pv12, con herramientas
bioinformaticas y ensayos de unién in vitro a moléculas HLA-DRB1 de cuatro linajes alélicos
de alta frecuencia en la poblacién endémica para malaria. La antigenicidad fue evaluada
estimulando células mononucleares de sangre periférica (CMSP) provenientes de individuos
expuestos, con los péptidos seleccionados y mediante ensayos de linfoproliferacion de la
poblacién de células CD4+. Adicionalmente, se evalué la produccién de citoquinas producidas

tras la estimulacién de los CMSP con estos péptidos.
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1. Hipotesis

La proteina 12 de Plasmodium vivax contiene epitopes T de alta afinidad de unién a moléculas
HLA-DRB1, capaces de generar una respuesta proliferativa de linfocitos T CD4+ de individuos

expuestos a la infeccién natural.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Estudiar la antigenicidad in vitro de péptidos de la proteina Pv12 de Plasmodium vivax, para la

seleccion de candidatos potenciales a vacuna contra la malaria

2.2.  Objetivos especificos

e Genotipificar con métodos de alta resolucién el gen HLA-DRB1 de individuos expuestos
de zona endémica para la conformacién de grupos experimentales correspondientes a

los alelos HLA-DRB1*04, *07, *11 y *13.

e Seleccionar epitopes T de la proteina Pv12 de P. vivax, de acuerdo a su unioén in vitro a

moléculas HLA-DRB1*04, *07, *11 y *13.

e Evaluar la antigenicidad de los epitopes T seleccionados, mediante ensayos in vitro con
Linfocitos T CD4+ de individuos expuestos correspondientes a los grupos

experimentales.

e Establecer si existe una correlacion entre la capacidad de unién de los epitopes T y la
respuesta celular observada en los ensayos de antigenicidad.
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3. Marco Teorico

3.1. La malaria

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium, la cual es
transmitida a través de la picadura de mosquitos del género Anopheles. Segin la OMS, para el
afno 2016, se presentaron 216 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%. A pesar de esto,
un notorio incremento en la incidencia de casos ocurrié principalmente en las Américas,
ademas del sur-este de Asia, pacifico occidental y algunas regiones africanas, entre los afios

2014 a 2016 (3).

Esta enfermedad es causada por parasitos del filo Apicomplexa, género Plasmodium, que en
humanos depende de cinco especies diferentes: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
knowlesi. Cerca del 90% de los casos son causados por P. falciparum y P. vivax, siendo esta
ultima la de mayor importancia en Asia y las Américas y la segunda especie méas prevalente a
nivel mundial. Aunque la mayoria de los casos globales son causados por la especie P.

falciparum, en las Américas, el 64% corresponde a infecciones por P. vivax (3).

Las continuas estrategias de control del vector han generado altos grados de resistencia a los
insecticidas (Figura 3-1) 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 en el desarrollo de una vacuna ha sido dirigido a P. falciparum, donde un gran
numero de proteinas han sido descritas y evaluadas como candidatos a vacuna. Por otra parte,
el estudio en P. vivax se ha visto retrasado, debido a que esta especie invade so6lo reticulocitos

(globulos rojos inmaduros), que corresponden a cerca del 1-2% de las células sanguineas en
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circulacién, lo cual ha generado dificultades técnicas para el mantenimiento de un cultivo

continuo in vitro (4).

Figura 3-1. Reporte del estado de resistencia de los vectores a los insecticidas. (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 de Plasmodium spp. se presenta en dos fases: la fase sexual se lleva a cabo en
mosquitos del género Anopheles y la fase asexual en el hospedero vertebrado, donde invade
hepatocitos en su etapa pre-eritrocitica y glébulos rojos en la etapa eritrocitica (1). La
transmision natural de la enfermedad inicia con la picadura de un mosquito hembra del género
Anopheles, que inyecta el parasito en forma de esporozoito (se estima que, en cada picadura,
el mosquito inyecta aproximadamente 100 esporozoitos). Estos esporozoitos viajan a través
del torrente sanguineo y circulan hasta llegar al higado, invadiendo los hepatocitos (esta etapa

se conoce como pre-eritrocitica) (15).

Después de invadir las células hepaticas, los esporozoitos se replican y se diferencian a
merozoitos que posteriormente son liberados al torrente sanguineo, donde llevan a cabo su
etapa eritrocitica invadiendo glébulos rojos. Después de multiples rondas de replicaciéon

asexual y ruptura de los eritrocitos, estos seguiran invadiendo otros glébulos rojos y ademas,
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algunos de ellos se diferenciaran en gametocitos, los cuales pueden ser tomados de nuevo por

los mosquitos y continuar su desarrollo sexual para perpetuar el ciclo (1, 16) (Figura 3-2).

Figura 3-2. Ciclo de vida de Plasmodium spp. (17) .
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En el caso de P. vivax, al llegar a las células hepaticas genera formas latentes denominadas
hipnozoitos, los cuales pueden reactivarse y producir recaidas de la enfermedad (18); ademas,

en la etapa eritrocitica, esta especie invade solamente reticulocitos (19).

Dependiendo de la etapa en que se encuentre (pre-eritrocitica o eritrocitica), el parasito
expresa diferentes proteinas en su superficie para la invasion a la célula hospedera, de las
cuales algunas estan expuestas al sistema inmune y han sido postuladas como candidatos

promisorios a vacuna contra la malaria (20).

Debido a que el desarrollo de una vacuna se ha visto limitado por restricciones técnicas, en la
FIDIC se ha desarrollado una aproximacion para la identificaciéon de proteinas homélogas a
aquellas de P. falciparum que han mostrado un rol importante durante los procesos de invasion

ala célula hospedera (13, 21-28).
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3.3. Respuesta inmune

La inmunidad adquirida después de una infeccién natural con Plasmodium permite controlar
y tolerar la infeccién, mas no la elimina ni la previene (29). En una primera infeccién con
Plasmodium la primera linea de defesa desencadenada es la respuesta inmune innata, seguida
de unarespuesta inmune adaptativa la cual es mediada principalmente por anticuerpos y/o la
interaccion de células T (CD4+, CD8*) con las moléculas del CMH, dependiendo del estadio de
la enfermedad (30). Las moléculas del CMH desempefian funciones importantes en el
reconocimiento intercelular y la diferenciacién entre lo propio y lo extrafio, formando un
complejo CMH-péptido a través de la presentaciéon de antigenos por parte de las Células

Presentadoras de Antigeno (CPA) (8).

Dentro de los mecanismos de la respuesta inmune adaptativa contra la malaria, se encuentran
la respuesta de tipo humoral y celular. La respuesta humoral, estd compuesta principalmente
por anticuerpos producidos por células B, quienes juegan un papel importante como
neutralizadores del patogeno, siendo capaces de reconocer antigenos en forma libre. Los
anticuerpos son capaces de bloquear la entrada del parasito a su célula hospedera, ademas de
mediar la lisis dependiente del complemento para la prevencidn de la fertilizacién de gametos
y desarrollo de cigotos. Por otra parte, en la respuesta celular, las células T CD8*, productoras
de interferon-y (IFN-y), inhiben el desarrollo del parasito en los hepatocitos y las células T
CD4+ activan los macrofagos, para fagocitar los eritrocitos parasitados (17). Este trabajo se
enfoca en evaluar la respuesta celular in vitro, ante la presentacién antigénica a células T CD4+

por parte de moléculas del CMH clase II.

3.3.1. Complejo Mayor de Histocompatibilidad

A diferencia de las células B, la respuesta de tipo celular mediada por células T ayudadoras
(Ta) y T citotoxicas (T¢) (Linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente), necesita del
procesamiento y presentacion de los antigenos por parte de moléculas del CMH (Figura 3-3).
El CMH en el ser humano se denomina HLA (por su sigla en inglés Human Leukocyte Antigen);
este conjunto de genes se encuentra organizado en regiones que codifican tres tipos de

moléculas, CMH clase I, clase Il y clase III (7). Las moléculas de clase I y II participan en la
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presentacién de péptidos antigénicos, mientras que las regiones codificantes del CMH clase III,
codifican varias proteinas secretadas que desempefian funciones inmunitarias, algunos
componentes del sistema de complemento y moléculas relacionadas con los procesos de

inflamacioén (8).

Las moléculas de clase I estan presentes en la mayoria de las células nucleadas, y pueden
presentar antigenos endoégenos a los linfocitos T citotoxicos. Estos linfocitos tienen como
blanco principal de reconocimiento, células que han sido infectadas por microorganismos
intracelulares o virus, ademas células propias alteradas (como las cancerigenas o las que han
sufrido procesos de envejecimiento). Hacen su procesamiento via citosoélica generando
péptidos de 8 a 10 aminoacidos de longitud para ser unidos y presentados por las moléculas
del CMH clase I (31).

Figura 3-3. Presentacion antigénica por las moléculas del CMH clase I y clase II. (Tomado y
modificado de Kindt, Thomas J. et al.) (8).

MHC clase 1

Péptido Receptor de
antigénico célula T
Célula T Célula propia alterada V Anticuerpo A CD3
MHC clase II
Gease '. S\% MHC clase 1 e Citocina
B MHC clase I Rece.pto'r
de citocina

Célula B Célula Ty

Las moléculas de clase Il son expresadas constitutivamente solo por CPA profesionales, como
macroéfagos, células dendriticas y linfocitos B. Las CPA son capaces de captar antigenos
exdgenos, internalizarlos mediante procesos de endocitosis, fagocitosis o ambas, degradarlos
en péptidos dentro de los compartimientos de procesamiento de las vias endociticas y

presentarlos sobre su superficie a las células Ta (8).
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La via endocitica 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 un conjunto
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 residuos, los cuales se unen
a moléculas clase II; este complejo es transportado hasta la membrana para la presentacion a

células Ta (8).

3.3.2. Moléculas CMH clase II

Las moléculas HLA clase II son glicoproteinas de membrana que funcionan como moléculas
presentadoras de antigenos especializadas, formando un complejo estable con los péptidos a
presentar, llevandolos a la superficie celular para el reconocimiento por parte de las células Ta.
Las moléculas de clase II estan compuestas por dos cadenas (a y B) unidas mediante
interacciones no covalentes. Cada molécula contiene dominios al y a2 en una cadena, y otro
B1y B2;los dominios a2 y 32 se encuentran préoximos a la membrana y los dominios de unién
aly B1 hacia la parte distal, en la cual se encuentra una hendidura de unién al péptido (Figura
3-4). La hendidura es abierta en ambos extremos y es capaz de unir péptidos de 13 a 18
aminodacidos de longitud, que derivan de proteinas exégenas (propias o extrafias) procesadas

via endocitica (8).

El complejo HLA clase Il en el ser humano, presenta tres tipos de regiones génicas criticas para
la funcién inmunitaria: DP, DQ y DR (8). Existe un nimero muy grande de alelos diferentes
para cada locus y la capacidad de unién a un antigeno varia de un alelo a otro, presentando
diferencias en la afinidad. Los genes de clase Il son altamente polimdrficos y estudios muestran
que la cadena 8 del HLA-DR presenta mas de 480 alelos distintos, mientras que la cadena a es
muy conservada, siendo usualmente monomorfica (7). Las diferentes formas alélicas de los
genes del CMH da como resultado una amplia diversidad, que permite millones de
combinaciones en la formacién de haplotipos, permitiendo asi una alta variedad en la afinidad
de union de péptidos antigénicos. En malaria, se han encontrado asociaciones en la respuesta
inmune a diferentes antigenos relacionadas con especificidad de unién a alelos HLA-DRB1 (6,

9).
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Figura 3-4. Estructura de la molécula CMH clase II (32).
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3.4. Identificacion de candidatos a vacuna en

Plasmodium vivax

Aunque las diferentes estrategias de control de la malaria han permitido reduccién en el
numero de casos, esta enfermedad sigue 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 el control de este patégeno (2). A pesar que el
desarrollo de una vacuna contra P. falciparum esta bastante avanzado, el progreso hacia una

vacuna contra P. vivax es incipiente, y retrasa toda la agenda de erradicacién de la malaria.

La complejidad en el ciclo de vida de Plasmodium, falta de conocimiento sobre los mecanismos
de evasidon de la respuesta inmune al parasito, y la falta de un cultivo continuo in vitro para P.
vivax, son las mayores dificultades en el desarrollo de una vacuna. Varias estrategias han sido
utilizadas para la identificacidon de proteinas importantes en los procesos de invasion (33-35),
entre ellas, la identificacion de proteinas homologas a aquellas de P. falciparum y la adaptacion

de una cepa de P. vivax a un modelo de primates no humanos (36), han permitido avances en
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la identificacién de proteinas que participan en los procesos de invasion del parasito (Figura
3-5) (37). Estas proteinas han sido identificadas en los estadios del ciclo de vida del parasito,
y también su localizacién en los organelos celulares, estudiando los posibles roles en el

desarrollo y procesos de invasion del parasito.

Figura 3-5. Proteinas identificadas para P. falciparum y P. vivax en el merozoito (37).

3.4.1. Inmunoinformatica

El desarrollo de una vacuna sintética basada en sub-unidades, multi-antigénica, multi-estadio,
estd basado en la identificacién de determinantes antigénicos (epitopes) de diferentes
proteinas que muestren un rol importante en el proceso de invasién del parasito (38). 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 de la

inmunologia (39).

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

identificacion de posibles sitios de unidén, utilizando las secuencias proteicas de los
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patégenos(40). Esta metodologia, en la cual se utiliza la informacién genédmica para identificar

regiones proteicas potencialmente antigénicas, es conocida como “vacunologia reversa” (41).

Un epitope es la parte de un antigeno que es reconocido por los receptores de las células By/o
células T del hospedero. Los epitopes peptidicos pueden ser encontrados de manera continua
(lineales o secuenciales) o distantes en la secuencia de aminoacidos (conformacionales o
discontinuos). Mientras que los epitopes de células B son tanto lineales como

conformacionales, los epitopes de células T son siempre lineales (39).

La identificacién de epitopes B mediante métodos in silico es generalmente enfocada hacia los
epitopes lineales. Los predictores son capaces de combinar propiedades fisicoquimicas de los
aminodacidos, tales como accesibilidad, hidrofobicidad, flexibilidad, entre otras, para la

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

En cuanto los epitopes T, la identificacién es un poco mas compleja debido al alto polimorfismo
presentado por las moléculas del CMH. Diversos servidores web disponen de algoritmos y
redes neuronales artificiales para predecir epitopes de células T. Estos se basan en enfoques
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) y simulaciones de acoplamiento

molecular, entre otros (44).

3.4.2. Proteina Pv12

Estudios comparativos del perfil protedmico de P. vivax con proteinas homoélogas a P.
falciparum y otras especies de Plasmodium, han permitido la identificacién de proteinas
importantes en el proceso de invasion del parasito y entre éstas, se encuentra la proteina Pv12
(14, 35, 37). Este antigeno pertenece a la familia de proteinas de 6-cisteinas (contienen
dominios s48/45), posee un tamafio de 362 a.a. y una masa molecular de aproximadamente
41 kDa. La estructura de Pvl2 contiene un péptido sefial (SP), un anclaje a
Glicosilfosfatidilinositol (GPI) en la region C-terminal, y dos dominios de 6 cisteinas (Figura
3-6). Aunque inicialmente se caracterizd como una proteina de roptrias (45), estudios
posteriores confirmaron su ubicacién en la membrana del merozoito, al igual que su homdloga

en P. falciparum (Pf12) (13, 46).
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Aunque no se ha determinado la funcién de la proteina Pv12 en la fase eritrocitica, algunas
proteinas miembros de la familia de 6-cisteinas en P. falciparum han mostrado un papel de
ligando de unién a otras proteinas, ademas aquellas proteinas que presentan dominios s45/48
han mostrado ser esenciales para la fusion de los gametos femeninos y masculinos,
exflagelacion de gametos masculinos, y estan implicadas en la replicacién de los esporozoitos
en las células hepaticas (47). Estas proteinas son especialmente consideradas como candidatos

de bloqueo de la transmision.

Figura 3-6. Estructura de la proteina Pv12. (Tomado y modificado de Moreno-Pérez 2012. (13)
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Estudios genéticos han demostrado que la proteina Pv12 es altamente conservada entre
diferentes especies de Plasmodium, presentando una baja variabilidad entres aislados de P.
vivax, ademds de ser uno de los antigenos mas conservados descritos a la fecha para esta
especie (48). Esta proteina es reconocida por sueros de pacientes infectados naturalmente (13,
45). Por lo anterior, Pv12 es considerado como un candidato promisorio para el desarrollo de

una vacuna basada en sub-unidades, multi-antigeno 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 estudio, donde la malaria por P. vivax es endémica en Colombia (Bahia Solano -
departamento del Chocé y Tierralta — departamento de Cérdoba)(49), fueron seleccionadas
para realizar la tipificacion del gen HLA-DRB1 a individuos que previamente presentaron la
enfermedad. Una muestra de sangre periférica de 4 mL fue tomada en un tubo con EDTA (BD
Vacutainer) a voluntarios mayores de 18 afos, con firma previa de un consentimiento

informado (Anexo 1).

Adicionalmente, se seleccionaron individuos para conformar un grupo control de un area no
endémica para malaria en Colombia (Bogota D.C.), que fueron tipificados para los alelos de
interés. Los individuos evaluados no presentaban antecedentes de malaria, ni habian visitado
zonas endémicas en los ultimos dos afios. El procedimiento fue llevado a cabo en individuos

mayores de 18 afios, previa firma de un consentimiento informado (Anexo 2).

A todas las muestras incluidas en los estudios de linfoproliferacion se les realiz6 un extendido
de gota gruesa para descartar infecciones activas. Muestras de sangre de individuos con
infeccion activa fueron recolectadas para la obtencion de lisado de P. vivax utilizado como

control positivo en los ensayos de antigenicidad (Anexo C).
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4.2.2. Tipificacion del gen HLA-DRB1

A partir de 300 uL de sangre total, se extrajo ADN genémico (ADNg), utilizando el kit de
purificacién “Wizard Genomic DNA” de Promega. El ADNg obtenido fue verificado por gel de
agarosa al 1% tefiido con Sybr Safe (Invitrogen) y posteriormente cuantificado utilizando una
placa uDrop en un espectrémetro MultiSkan GO (Thermo Scientific). Las muestras de ADNg
fueron enviadas a los laboratorios de Histogenetics (Ossining, NY, USA) para la tipificacién de
alta resolucion del gen HLA-DRB1 mediante tipificacién basada en secuencia (SBT del inglés

sequence-based typing).

4.2.3. Conformacion de grupos experimentales

El presente estudio se enfoc6 en cuatro de los linajes alélicos HLA-DRB1 maés frecuentes en
areas endémicas para malaria en el mundo (HLA-DRB1*04, *07,*11y *13) (50). Una vez todos
los individuos fueron tipificados, se seleccionaron maximo 8 individuos por cada uno de los
linajes alélicos de interés. Individuos homocigotos o que presentaron sélo uno de los alelos de
interés fueron seleccionados, mientras que aquellos que presentaban dos alelos de interés

fueron descartados. Para 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 prediccion in silico de epitopes T, fue utilizada la secuencia de la proteina Pv12 de
Plasmodium vivax reportada en la base de datos PlasmoDB con niimero de acceso PVX_113775.
El servidor NetMHClIIpan-3.1 fue usado para la prediccion de epitopes T con una longitud de
15 a.a., dependiendo de su perfil de unién a moléculas HLA-DRB1*0401, *0701, *1101 y *1302
(51).
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4.3.2. Sintesis de péptidos

Los epitopes T seleccionados fueron sintetizados y purificados por 21st Century Biochemicals
Inc. (Marlborough, MA, USA). Los péptidos fueron caracterizados mediante espectrometria de
masas conocida del tipo matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry (MALDI-TOF MS).

Adicionalmente, fueron sintetizados dos péptidos control marcados con biotina para los
ensayos de unién. Estos péptidos han sido reportados en la literatura como péptidos de alta
afinidad de unién, HAzo6.318 (PKYVKQNTLKLAT) para las moléculas HLA-DRB1*0401 y *1101
(52, 53), y TT (QYIKANSKFIGITE) para las moléculas HLA-DRB1*0701 y *1302 (54). Los

péptidos biotinados se sintetizaron usando sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce Chemical, Rockford).

4.4. Seleccion invitro de epitopes T

4.4.1. Cultivo celular

Para la obtencién de las moléculas HLA-DR, cuatro lineas celulares linfoblastoides B (IHWG)
homocigotas para cada alelo de interés (IHW09025 para HLA-DRB1*0401, IHW09051 para
HLA-DRB1*0701, THW09043 para HLA-DRB1*1101 e IHWO09055 para HLA-DRB1*1302)
fueron cultivadas. Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con suero fetal bovino (SFB, HyClone) al 10%, NaHCO3 2 g/L (SIGMA), piruvato
de sodio 1 mM (GIBCO), y solucién de antibiético-antimicotico 1X (SIGMA). El cultivo fue
mantenido a 37°C, en una atmosfera de CO; al 5%, y una vez el medio era metabolizado, las
células eran recolectadas y los pellets congelados a -80°C hasta el proceso de purificacién. Cada

linea celular fue cultivada hasta obtener un pellet de 5X10° células.

Por otro lado, se llevé a cabo el cultivo del hibridoma L-243 (HB-55 ATCC) para la obtencién
del anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR, bajo las mismas condiciones de cultivo de las lineas

linfoblastoides. Una vez el medio era metabolizado, el sobrenadante del cultivo en el cual se
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encontraba el anticuerpo de interés fue recolectado y almacenado a -20°C con azida de sodio

al 0,02%, hasta su purificacion.

4.4.2. Purificacion del anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR

La purificaciéon del anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR del sobrenadante de cultivo, fue
realizada mediante cromatografia de afinidad. El sobrenadante fue precipitado con sulfato de
amonio ((NH4)2S04) saturado al 45% en bafio frio y agitacién constante, para posteriormente
ser dejado en reposo toda la noche. El sobrenadante precipitado fue centrifugado y luego se
recupero el pellet, el cual fue resuspendido en PBS 1X y dializado para retirar el exceso de
sales. La muestra dializada fue acoplada a Proteina A Sefarosa CL-4B (GE Healthcare) e

incubada toda la noche a 4°C en agitacion constante.

Varios lavados fueron realizados a la mezcla y posteriormente se inicié el proceso de elucién
con un gradiente de pH (buffer citrato (pH 5,5), buffer acetato (pH 4,3) y buffer glicina (pH
2,3)) recolectando las fracciones en un buffer neutralizante (pH 7,7). La presencia del
anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR en las fracciones obtenidas fue verificada por SDS PAGE
y Western blot; posteriormente, las fracciones positivas fueron concentradas por
centrifugacion en Amicon (Merck Millipore) y cuantificadas con el kit Micro BCA Protein Assay

Kit (Thermo Scientific), segtin especificaciones del fabricante.

4.4.3. Purificacion de moléculas HLA-DR

Cuatro lineas celulares linfoblastoides B fueron cultivadas hasta recolectar 5x10° células. Las
células fueron resuspendidas en buffer de lisis a una densidad de 108 células/mL e incubadas
por una hora en hielo. El lisado de células fue centrifugado a 27,000 x g y se recupero el
sobrenadante, el cual fue incubado con DOC (Desoxicolato de sodio) al 5% por 10 minutos, a

4°C en agitacion constante.

El sobrenadante fue ultracentrifugado a 100,000 x g por dos horas para separar la mayor

cantidad de detritos celulares posibles. El sobrenadante fue filtrado por membranas de 0,45 y
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0,20pum para finalmente ser mezclado con una columna de Proteina A Sefarosa acoplada al
anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR mediante entrecruzamiento con DMP (Dimethyl

pimelimidate).

La columna fue lavada con diferentes buffers y posteriormente se procedié a la elucion de la
proteina, recuperando fracciones recolectadas en un buffer neutralizante a pH 6,8. La
presencia de las moléculas fue verificada mediante SDS-PAGE, y las fracciones donde se
evidenciaba la presencia de la proteina fueron concentradas por centrifugacién en Amicon
(Merck Millipore) y cuantificadas con el kit Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific),

segun especificaciones del fabricante.

4.4.4. Ensayos de union in vitro

Para la evaluacién de los epitopes T seleccionados, se realizaron ensayos de unién a moléculas
HLA-DR purificadas mediante una ELISA convencional. Moléculas HLA-DR [0,1 uM] fueron
incubadas con un péptido control marcado con biotina [5 pM], los péptidos seleccionados in
silico ([250 pM], 50 veces exceso del péptido control) e incubado por 24 horas a temperatura
ambiente (T.A.). El complejo CMH-péptido fue incubado por dos horas a T.A. en inmuno-
modulos NUNC (Thermo Fisher Scientific) cubiertos con anti-HLA-DR [10 pg/mL] y los sitios
inespecificos bloqueados con BSA al 3% en PBS 1X por una hora a T.A. El ensayo fue incubado
con Estreptatividina marcada con Fosfatasa alcalina en dilucién 1:500 por una horaa T.A. y
posteriormente incubado por 30 minutos con solucion reveladora pNPP (p-
nitrophenylphosphate, SIGMA). La reaccion fue leida a 450 nm en un lector de ELISA MultiSkan
GO (Thermo Fisher Scientific). Todos los ensayos fueron realizados por duplicado, y los valores

medios fueron utilizados para calcular los valores de union.

El porcentaje de unién fue calculado con la siguiente formula:

100 [1 (A DO en presencia del competidor)]
* —_—
A DO en ausencia del competidor
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4.4.5. Ensayos de IC50

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

concentraciones de los péptidos de alta unién desde 250 uM a 4,2 uM.

El valor de unién de cada punto fue calculado con la siguiente formula:

(A DO en presencia del competidor)
A DO en ausencia del competidor

Los valores de unién obtenidos fueron graficados obteniéndose una curva de decaimiento
exponencial de segundo orden, la formula fue utilizada en el programa Mathematica v11.0
(Wolfram Research, Inc.) para calcular la concentracién a la cual el péptido es capaz de
desplazar al péptido control en un 50%. Para comparar los valores predichos in silico con los
obtenidos en los ensayos in vitro, fue calculado un valor relativo de unién, dividiendo el valor
de IC50 (uM) para cada péptido sobre el valor de IC50 (uM) de su respectivo péptido control.

Los péptidos con valores <10 fueron considerados buenos péptidos de union.

Los péptidos que presentaron los valores de IC50 mas bajos para cada molécula HLA-DR
fueron seleccionados para los ensayos de linfoproliferacion; adicionalmente, un péptido de
union universal (a todos los alelos evaluados) fue seleccionado para los ensayos de
proliferacion. El péptido 39115 fue seleccionado como un péptido control de baja unién

experimental, el cual no se uni6 a ningun alelo evaluado.

4.5. Ensayos de antigenicidad

4.5.1. Ensayos de Linfoproliferacion de células T CD4+

A los individuos que conformaron los grupos experimentales (expuestos y grupo control), les
fue realizada una segunda toma de muestra de 40 mL de sangre periférica en tubos con CPD

(BD Vacutainer).
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La muestra de sangre fue centrifugada por 7 minutos a 550 x g para separar la capa
leucocitaria; a partir de un gradiente de centrifugaciéon usando Ficoll®-Paque PLUS en
proporcion 1:2 (Ficoll:Capa leucocitaria) fueron separadas las CMSP, las cuales fueron

utilizadas para evaluar la respuesta proliferativa frente a los péptidos seleccionados.

Para identificar las generaciones celulares inducidas por los diferentes antigenos utilizados,
las CMSP fueron marcadas con CFSE 5 uM (CellTrace CFSE cell proliferation kit, Molecular
Probes) por 5 minutos a T.A. y posteriormente lavadas tres veces con PBS 1X con plasma
autoélogo al 10%. Fueron sembradas 2x105 CMSP por pozo, en una caja de 96 pozos de fondo
redondo (Costar) en 200 pL de medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de plasma
autodlogo inactivado, NaHCO3 2,0 g/L (SIGMA), piruvato de sodio 1 mM (GIBCO), y solucién de
antibiotico-antimicotico 1X (SIGMA). Las CMSP fueron estimuladas con los diferentes péptidos
a evaluar, a una concentracidn final de 10 pg/mL; como control negativo, se utiliz6 el péptido
39115 de baja unién experimental, como control positivo, se utilizaron lisado de P. vivax 5
ng/mLy PHA al 2%; adicionalmente, un pozo sin estimulo (CMSP con s6lo medio), se us6 como
control del ensayo. Las células fueron incubadas durante 5 dias a 37°C, en una atmdsfera de
CO; al 5%. Para los ensayos de Linfoproliferaciéon fueron utilizados por individuo 7 pozos por

duplicado (para cada antigeno y células control).

Pasado el tiempo de incubacion, las células fueron recuperadas y el sobrenadante almacenado
a -80°C para evaluar la producciéon de citoquinas. Las células fueron marcadas con el
anticuerpo monoclonal anti-CD4 humano producido en ratéon marcado con Pacific Blue (Clon
RPA-T4) (BD Biosciences) y fueron leidas en el citometro de fluyjo FACS Canto II (BD
Biosciences). Los datos obtenidos con el citémetro fueron analizados con el programa Flow]o

v7.6.5 (Flow]o, LLC), con el fin de evaluar la respuesta de proliferacion de la poblacion CD4+.

La proliferaciéon celular fue evaluada como la perdida de la intensidad de fluorescencia del
CFSE, calculando el porcentaje de la intensidad de fluorescencia de las células en presencia de
antigeno, dividida sobre el porcentaje de la intensidad de fluorescencia de las células en
ausencia de antigeno. Los resultados fueron expresados como un indice de estimulacion (IE),

donde un valor =22 fue considerado positivo.

Un segundo andlisis fue realizado para calcular un valor relativo de proliferacién y verificar los
valores obtenidos con el programa Flow]o. El valor relativo de proliferaciéon fue calculado
dividiendo el valor medio de MFI de la poblacién CD4+ sin estimulo, sobre el valor medio de

MFI de la poblaciéon CD4+ con estimulo. La respuesta proliferativa fue considerada positiva si
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se observaba una pérdida del 1% de fluorescencia de la poblaciéon CD4+ estimulada con

respecto a poblaciéon CD4+ sin estimulo (punto de corte 21,01).

4.5.2. Evaluacion de citoquinas en sobrenadante

La produccién de las citoquinas IFN-y, TNF, IL-10 e IL-6 fue cuantificada en el sobrenadante
del cultivo, mediante el kit BD CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (BD Biosciences), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron leidas en el citometro de flujo
FACS Canto II (BD Biosciences) y analizadas con el software FCAP Array v3.0.1 (BD
Biosciences). La produccién de citoquinas para cada estimulo fue comparada con la de aquellos
pozos con células sin estimulo, tomando como referencia una curva estandar y expresando los

valores en pg/mL.

4.6. Analisis estadisticos

Para graficar y analizar los datos obtenidos de los ensayos fue empleado el software GraphPad
v5.01 software (GraphPad Software, Inc.). Para los ensayos de linfoproliferacién y producciéon
de citoquinas, se realizaron pruebas de normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk. Para
comparar los resultados del grupo expuesto con el grupo control, se utiliz6 el test de Mann-
Whitney U para variables no paramétricas y el t-test para variables con distribucién normal.
Para comparaciones multiples, fue utilizado el test de Kruskal-Wallis con un post-test de
Dunn’s. Para todos los analisis se utiliz6 un intervalo de confianza del 95% y los valores <0,05

fueron considerados significantes.
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5. Resultados

5.1. Grupos experimentales

5.1.1. Poblacion de estudio

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en dos poblaciones colombianas donde la
malaria por P. vivax es endémica. En el municipio de Bahia Solano - departamento del Chocé,
fueron tomadas 29 muestras, mientras que en el municipio de Tierralta - departamento de
Cordoba, fueron recolectadas 50 muestras, para un total de 79 muestras que hicieron parte del

estudio.

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

ciudad de Bogot3, fueron seleccionados.

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

grupos experimentales

La tipificacion del gen HLA-DRB1 se realiz6 parala conformacion de los grupos experimentales
y control, seleccionando individuos con linajes alélicos HLA-DRB1*04, *07, *11 y *13,
reportados con alta frecuencia en zonas endémicas de malaria en el mundo (50). La evaluacién
de la frecuencia alélica del gen HLA-DRB1 en las dos poblaciones colombianas arrojé como
resultado 12 linajes alélicos (Figura 5-1). Los cuatro linajes alélicos seleccionados
representaron una alta frecuencia en la poblacién de estas dos zonas endémicas, cubriendo un

42,4% de los alelos en la poblacion.
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Figura 5-1. Frecuencia de los linajes alélicos HLA-DRB1 en la poblacién 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 tipificacién de 79 individuos de zona endémica.
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HLA-DRB1*04 present6 una frecuencia del 12,66%, el linaje HLA-DRB1*07 una frecuencia del
12,03%, HLA-DRB1*11 un 8,23% y HLA-DRB1*13 un 9,49%, siendo los linajes 1*04 y 1*07
segundo y tercero en orden de la frecuencia total, y 1*11 y *13 quinto y séptimo,
respectivamente. Diferente a lo reportado, el alelo de mayor frecuencia en estas poblaciones
fue el linaje 1*03 con un 19,62% y los linajes 1*16 (10,13%) y 1*01 (8,86%) entre los de mayor

frecuencia.

Para los ensayos de antigenicidad, fueron seleccionados aquellos individuos que presentaran
uno de los alelos de interés. Los grupos experimentales contaron con un maximo de 8
individuos. Para el linaje alélico HLA-DRB1*04 y *07, fueron seleccionados 8 individuos por
grupo, para el linaje alélico HLA-DRB1*11 7 individuos, y finalmente 6 individuos para el linaje

alélico HLA-DRB1*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 solano - Chocé incluidos en el estudio
fueron en su mayoria HLA-DRB1*04 y *11, por otro lado, los individuos seleccionados de
Tierralta - Cérdoba fueron en su mayoria HLA-DRB1*07 y *13. En la tabla se muestra
informacién epidemiolégica 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. Seleccion in silico de epitopes T segun su union

predicha a moléculas HLA-DRB1

Utilizando el servidor NetMHCIIpan-3.1, fueron seleccionados los epitopes T que presentaron
los valores mas bajos de %rank (rango percentil para un péptido generado al comparar su
puntaje de unioén con las puntuaciones de 200,000 péptidos naturales al azar de la misma
longitud del péptido consultado) (51). Los diez (10) epitopes T con mejores valores de %rank,
fueron escogidos como péptidos de alta afinidad de union por prediccion, a moléculas HLA-

DRB1*0401, *0701, *1101 y *1302 (Tabla 5-1) y sintetizados como se describe en la seccion
4.3.2.

Los valores de %rank arrojados por el servidor NetMHClIpan-3.1 permitieron seleccionar
péptidos de buena unidn si su valor era <10, ademas dentro de este grupo, los péptidos fueron

considerados como péptidos de unién débil (UD>2 a <10) o péptidos de unioén fuerte (UF, <2).
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Tabla 5-1. Epitopes T seleccionados in silico con NetMHCIIpan-3.1. Se muestra el valor de
%Rank y el CoreF de los péptidos para cada uno de los alelos predichos. CoreF= regién central

minima de nueve residuos en contacto directo con la hendidura de unién del CMH.

Posicion Secuencia Alelo HLA- CoreF %Rank | Codigo 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 IFYARVPQR 0.9 39114
1*1302 FYARVPQRI 8,5
1*0401 | syppysFRv 65
132-146 KKSYDDVSFRVPPNL 10701 65 39115
) 1*1101 DVSFRVPPN 75
1*1302 SYDDVSFRV 60
1*0401 IRVRKRSGE 95
1*0701 | gAKIRVRKR | 85
159-173 NKAKIRVRKRSGEEY 1%¥1101 13 39116
1*¥1302 [RVRKRSGE 85
1*0401 [EVLIPSLP 14
1*0701 LIPSLPKKI 8
180-194 LGIIEVLIPSLPKKI 1*1101 EVLIPSLPK 9,5 39117
1*1302 LIPSLPKKI 11
*
rogop | YLHGAAAV | %
109-123 LVEYLHGAAAIVKRK 1%¥1101 LHGAAAIVK 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 LVAHFEFAT 65
307-321 KRLVAHFEFATTPDD 1%¥1101 VAHFEFATT 65 39122
1*1302 LVAHFEFAT 85
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5.3. Seleccion in vitro de epitopes T segun su union a

moléculas HLA-DRB1

5.3.1. Ensayos de union

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

fue determinada la afinidad de unién de los epitopes T seleccionados in silico (Tabla 5-2).

Los ensayos de unién in vitro para la seleccion de péptidos de alta afinidad de unién fueron
realizados mediante una ELISA competitiva. Los valores son presentados en la figura 5-3 y

descritos a continuacion.

Figura 5-3. Ensayos de union in vitro a moléculas HLA-DRB1. La linea de corte para
determinar péptidos con buena afinidad de unién fue de 50%. Aquellos péptidos que
sobrepasaron lalinea de corte se les realizd ensayos de IC50. Se muestra el porcentaje de unién
para cada uno de los péptidos control (HAb y TTb) por alelo.

DRB1*0401 DRB1*0701
100+
£ ]
S 5
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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 unién fue
determinado utilizando los valores de IC50 (uM) de los péptidos controles para cada una de

las moléculas.

Cédigo del HLA-DRB1 Porcentaje de uniéon* | 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*0401 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
39115 DRB1*0701 9,86 ND ND
DRB1*1101 20,02 ND ND
DRB1*1302 12,00 ND ND
DRB1*0401 576 ND ND
39116 DRB1*0701 7,33 ND ND
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
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De los péptidos evaluados con moléculas HLA-DRB1*0401, cuatro fueron capaces de desplazar
en mas de un 50% al péptido control HAb. Los valores de unién para los péptidos 39112 y
39113 fueron de 96% para cada uno, para el péptido 39114 de 87% y para el péptido 39122
de 81%. Segun los valores observados en los ensayos in vitro y los valores predichos, se
encontré una concordancia del 70% en los datos de la unién de los diez péptidos
(considerando tanto alta como baja capacidad de unién); tres de los cuatro péptidos de alta

afinidad, se correlacionaron con los valores predichos.

Al evaluar la unién de los péptidos con las moléculas HLA-DRB1*0701, cuatro desplazaron mas
de un 50% al péptido control TTb, 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 péptidos evaluados. Tres de cuatro péptidos de alta afinidad, se correlacionaron

con los valores predichos.

Para las moléculas HLA-DRB1*1101, cinco péptidos desplazaron en mas de un 50% al péptido
control HAb. Los siguientes péptidos presentaron una alta afinidad de unién: 39112 (55%),
39113 (63%), 39114 (82%), 39117 (51) y 39122 (75%). Los datos observados para los diez
péptidos coincidieron en un 70% con los valores predichos. Dos de los cinco péptidos de alta

afinidad concordaron con los valores predichos.

Cinco de los diez péptidos evaluados se unieron con alta afinidad a moléculas HLA-DRB1*1302,
desplazando al péptido control TTb en mas de un 50%. Los péptidos 39114 (69%), 39117
(95%), 39119 (92%), 39120 (86%) y 39122 (71%), presentaron alta afinidad de unidn. La
concordancia encontrada fue del 70% entre lo observado y lo predicho para los diez péptidos.
De los cinco péptidos de alta afinidad de unién encontrados, solo tres coincidieron con la

prediccion.

En general, de los 10 péptidos evaluados, al menos 8 se unieron con alta afinidad a una de las
cuatro moléculas estudiadas. Los valores experimentales de los péptidos que presentaron alta
union coincidieron en un 61% con los valores de %rank predichos. Al evaluar la concordancia
total (alta y baja union) de los valores predichos por la herramienta NetMHClIpan-3.1, el

77,5% de los datos concuerdan tanto con los valores de alta como los de baja afinidad de unién.
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5.3.2. Ensayos de IC50

En la tabla 5-2, se muestran los valores de IC50 (valor uM en el cual logran desplazar al péptido
control en un 50%) de aquellos péptidos de alta unién experimental. Para las moléculas HLA-
DRB1*0401 y *0701, se les realizo ensayos de IC50 a 5 péptidos por cada molécula mientras
que para las moléculas HLA-DRB1*1101 y *1302, fueron realizados ensayos de IC50 para 6
péptidos por cada molécula (Figura 5-4).

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

seriadas de los péptidos problemas fueron utilizados para determinar la concentracién (uM) a
la que desplazaban en un 50% el péptido control.
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Para estos ensayos también fue calculado el valor de IC50 de los péptidos controles para cada
molécula. Para las moléculas HLA-DRB1*0401, el IC50 del péptido HA fue de 19,44 uM, para
moléculas HLA-DRB1*0701, el IC50 del péptido TT fue de 23,37 uM, para HLA-DRB1*1101, el
IC50 de HA fue de 4,77 uM, y finalmente para HLA-DRB1*1302, el IC50 de TT fue de 7,46 pM.
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Estos valores fueron empleados para calcular el valor relativo de unién; los valores <10 fueron

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 HLA-DRB1*04 y HLA-DRB1*11, el péptido 39113 (0,38 y
8,08, respectivamente), para el linaje HLA-DRB1*07 y HLA-DRB1*13, el péptido 39117 (0,49

y 0,89, respectivamente).

Solo uno de los péptidos evaluados se uni6 con buena afinidad a todas las moléculas en estudio
(péptido 39114), siendo considerado como epitope universal. Los péptidos que mostraron
mejores afinidades fueron seleccionados para realizar los ensayos de linfoproliferacién con los

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

5.4. Antigenicidad de epitopes T

5.4.1. Linfoproliferacion de Linfocitos T CD4+

Una segunda toma de muestra fue extraida a los individuos pertenecientes a los grupos
experimentales (individuos expuestos y grupo control). Las CMSP fueron separadas con
Ficoll® y marcadas con CFSE. Las CMSP fueron estimuladas con los péptidos seleccionados
dependiendo del alelo HLA-DRB correspondiente a cada individuo, el péptido 39115 como
control de baja unidn, lisado de parasito de P. vivax y PHA como controles positivos y células

sin estimulo (con solo medio) como control del ensayo.

Los resultados de la proliferaciéon fueron evaluados a las 120 horas de cultivo, y los analisis
arrojaron los siguientes resultados. Los valores positivos fueron aquellos indices de
estimulacion (IE) 22 (Figura 5-5), y fueron comparados con el grupo control (Tabla 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 HLA-DRB1*11. Del grupo estimulado, 7 de 15

individuos presentaron IE positivos, es decir, un 46,6% de la poblacion evaluada. La media de
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estimulaciéon fue de 2,6, sin embargo, los datos no fueron significativamente diferentes a los

del grupo control.

Figura 5-5. Linfoproliferacion de linfocitos CD4+ estimulados con epitopes T de la
proteina Pv12. Un IE=2 fue considerado un valor positivo de proliferacion, el cual fue
calculado sobre las células control sin estimulo. Las diferencias significativas fueron estimadas
utilizando un test de Mann-Whitney U comparando los resultados de los individuos expuestos
con el grupo control. (* p=<0,05; ** p=<0,005).
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El péptido 39117 fue utilizado para estimular las CMSP de ocho individuos del linaje alélico
HLA-DRB1*07 y seis individuos del linaje HLA-DRB1*13. Del grupo estimulado, 8 de 14
individuos generaron una respuesta proliferativa ante el estimulo, es decir, un 57% de la
poblaciéon evaluada. La media de estimulacion fue de 2,95, y los datos fueron

significativamente mayores a los del grupo control (p=0,0081).

Adicionalmente, a todas las CMSP de los individuos en estudio, les fue evaluada la respuesta
proliferativa frente al péptido de unién universal 39114. Frente al estimulo, el 55% de los
individuos (16/29) presentaron una respuesta positiva. La media de estimulacién se observd
en 3,4 y fue la mas alta de todos los péptidos evaluados, ademas que fue significativamente

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

El lisado de P. vivax utilizado estimul6 al 65% (19/29) de los individuos, con una media de
proliferacion de 3,66. A pesar de esto, no fueron observadas diferencias significativas con el

grupo control.

El péptido control 39115 present6é el mas 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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expuestos (2,01). A pesar de los bajos valores de estimulacion, el grupo de expuestos presentd

diferencias significativas con el grupo control (p=0,0289).

Todos los valores medios de estimulacién del grupo control fueron <2, para todos los péptidos

evaluados y el lisado del parasito.

Al comparar los datos de proliferacién analizados con el programa FlowJo y los valores
relativos de proliferacién de MF], se observo una alta concordancia con los resultados finales.
La mayor diferencia se observé en el estimulo realizado con el lisado de P. vivax (12% en la
variacion de los datos). Para todos los demas péptidos, la diferencia no fue mayor al 5%. Los
valores relativos para los individuos del grupo control no superd la linea de corte para ningtin
antigeno.

Tabla 5-3. indices de estimulacién del grupo de individuos expuestos y grupo control.
SE= Error estdndar (Standard Error), ns=no significativo. Las diferencias significativas fueron

estimadas utilizando el test de Mann-Whitney U comparando los resultados de los individuos
expuestos con el grupo control. (* p=<0,05; ** p=<0,005).

indice de estimulacién media (IE)

Antigeno HLA-DRB1 Individuos Grupo control p valor
expuestos
39113 DRB1*04 y 2,632 (SE=0,556) 1,465 (SE 0,443) ns
DRB1*11
39117 DRB1*07 y 2,947 (SE=0,545) 0,7500 (SE 0,228) **0,0081
DRB1*13
39114 Epitope universal 3,409 (SE=0,846) 0,9500 (SE 0,217) *0,0165
39115 Epitope controlde 2,018 (SE 0,347) 0,87 (SE 0,231) *0,0289
baja unién
Lisado de P. Control positivo 3,664 (SE 0,607) 1,474 (SE 0,255) ns
vivax

5.4.2. Respuesta de citoquinas frente al estimulo con los

epitopes T

La producciéon de citoquinas en el sobrenadante del cultivo de CMSP estimuladas, fue

cuantificada y comparada con los valores basales para cada individuo (Figura 5-6).
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El grupo estimulado con el péptido 39113 (linaje HLA-DRB1*04 y *11) presenté un aumento
significativo de IL-10, TNF e IL-6. Este mismo comportamiento se observd con el péptido
39117 (linaje HLA-DRB1*04 y *11). Sin embargo, al observar la respuesta de citoquinas
generada frente al estimulo con el péptido universal 39114, solo se evidencié un aumento en
la produccién de IL-6.

Figura 5-6. Produccion de citoquinas en el sobrenadante de CMSP de individuos
expuestos. Las diferencias significativas fueron estimadas utilizando el test de Mann-Whitney

U comparando los resultados de las células estimuladas con las células sin estimulo de cada
uno de los individuos expuestos. (* p= <0,05; ** p= <0,005; *** p= <0,0005).
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La produccién de todas las citoquinas evaluadas (IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10) mostré un aumento
significativo, al exponer las CMSP frente al lisado de proteinas de P. vivax. Caso contrario se
observd con el péptido de baja unién experimental 39115, el cual no generé ningiin cambio en

la respuesta.
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6. Discusion

La identificacion de antigenos en P. vivax para la inclusién dentro de una vacuna basada en
sub-unidades, es una estrategia importante en la lucha contra la malaria. La proteina Pv12 ha
sido identificada como un antigeno de membrana del merozoito, homologa a la proteina Pf12
y altamente conservada tanto entre especies del género Plasmodium como entre aislados de P.
vivax, por lo que en este estudio se propone evaluar su potencial como candidato a vacuna (13,

46,55, 56).

Debido a la degradacién y procesamiento que sufre el parasito por parte del sistema
inmunitario del hospedero, y la presentacion antigénica de determinantes antigénicos de sus
proteinas, la identificacién de péptidos que puedan unirse a moléculas HLA con una gran
afinidad, ha mostrado ser una herramienta experimental importante. La molécula HLA-DRB es
altamente polimorfica, permitiendo un amplio espectro de unién de diferentes antigenos,

encontrandose numerosos linajes alélicos en la poblacidn.

Estudios de la frecuencia alélica en las poblaciones donde la malaria es endémica (50),
permitid seleccionar cuatro linajes alélicos para la evaluacion de la afinidad de péptidos de la
proteina Pv12. Al realizar la tipificacion en dos areas endémicas para P. vivax en Colombia
(Bahia Solano y Tierralta), los alelos de interés (HLA-DRB1*04, *07, *11 y *13) estuvieron
presentes en la poblacién de estudio en un 42%. Aqui reportamos el linaje HLA-DRB1*03 con
mayor frecuencia (19%) en la poblacion de estas zonas endémicas, ademas de los linajes HLA-
DRB1*16 y *01, representando 10% y 8,8%, respectivamente. Juntos, estos siete linajes
alélicos cubren en un poco mas del 80% de la poblacidn en estudio; los datos aqui reportados,
proveen asi informaciéon importante acerca de las caracteristicas genéticas del HLA en la

poblaciéon colombiana residente en areas endémicas de malaria causada por P. vivax, que
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podria ser util al momento de desarrollar vacunas sintéticas basadas en la especificidad de

unién de péptidos a los alelos HLA (9).

Debido a la dificultad de mantener un cultivo continuo in vitro de P. vivax, el uso de
herramientas bioinformaticas es cada vez mas importante (57). La identificacién de proteinas
homologas a aquellas de P. falciparum estudiadas como buenos candidatos a vacuna, permite
avanzar en el estudio de P. vivax. No obstante, el uso de herramientas bioinformaticas
entrenadas con datos experimentales, es solo un primer paso para la seleccién de epitopes

antigénicos (51).

En el presente trabajo de investigacion, fueron identificados in silico diez epitopes T mediante
el software NetMHClIpan-3.1. Estos epitopes fueron posteriormente seleccionados mediante
ensayos de unidn in vitro a moléculas HLA-DRB1 humanas purificadas, correspondientes a
cuatro de los alelos presentes con mayor frecuencia en areas endémicas para la malaria en el
mundo. Nuestros resultados generaron una concordancia del 75% de los datos predichos con
los experimentales con las moléculas HLA-DR. Este tipo de ensayos de unién con péptidos de
proteinas de P. vivax para la evaluacion in vitro de la afinidad con las moléculas HLA, ha sido
empleado en la identificacion de péptidos de la proteina DBP de P. vivax, para la identificacion

de candidatos potenciales a vacuna (52).

La seleccién mediante herramientas in silico e in vitro nos permitié obtener tres péptidos para
la evaluacion de su antigenicidad. A los epitopes de mayor afinidad de unién para los linajes
alélicos estudiados y un epitope de unién universal, les fue evaluado su potencial antigénico

en CMSP de individuos que tuvieron episodios previos de la enfermedad.

Aunque el grupo control (individuos no expuestos) presentaba alelos especificos para a los
péptidos seleccionados, no se observo una respuesta proliferativa. Por otro lado, al realizar los
ensayos de antigenicidad con CMSP de individuos expuestos a la infecciéon natural estimuladas
con los péptidos seleccionados, demostraron ser capaces de generar proliferacion de las
células T CD4+, mostrando de manera indirecta un reconocimiento por células T de memoria
para los epitopes de Pv12. Adicionalmente teniendo en cuenta que los individuos en estudio
presentaron el Ultimo episodio en un periodo mayor a 6 meses, refuerza la idea de una

respuesta de memoria.

Aunque los valores del IE encontrados fueron relativamente bajos, son similares a lo ya

reportado en otros estudios donde utilizan péptidos de ~20 a.a. de longitud como estimulo
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(58). Estos datos contrastan con lo reportado en estudios previos que evaldan la respuesta
proliferativa de proteinas completas o alérgenos que se encuentran en constante contacto con
el sistema inmunitario, los cuales encuentran valores de estimulacién altos (59, 60). Esto
resalta ain mas la importancia de los epitopes evaluados, que a pesar de ser solo una minima
fraccion de la proteina Pv12, son capaces de activar células de memoria. Esta respuesta
proliferativa en los epitopes 39114 y 39117 fue significativamente mayor al grupo control,
presentando un IE medio >2. Ademas de ser buenos péptidos de union, son capaces de ser

reconocidos por células de memoria del sistema inmune.

El cultivo de las CMSP nos muestra en primera instancia el reconocimiento de células de
memoria a epitopes de la proteina Pv12, adicionalmente fue evaluado el tipo de respuesta
mediadora de la inmunidad celular. Para esto, en los sobrenadantes de cultivo se cuantifico
cuatro citoquinas importantes en la respuesta de tipo Th1/Th2 reportadas para malaria. Al
realizar el estimulo con los péptidos 39113 y 39117, se pudo observar una respuesta
coordinada bajo la produccién de IL-6, IL-10 y TNF. Aunque el péptido 39114 fue capaz de
generar una respuesta proliferativa significativamente mayor a la del grupo control, sé6lo

generd la produccidn de IL-6.

Procesos de proliferacion y diferenciacion celular han sido asociados con la produccién de
IL-6 (61), concordando con los resultados encontrados en el presente estudio, donde la
produccién de esta citoquina fue estimulada con la presencia de los antigenos estudiados

(péptidos con alta afinidad y lisado de parasito).

Por otra parte, estudios previos han demostrado el papel de las citoquinas proinflamatorias
como mediadoras de la inmunidad protectiva contra la malaria, entre estas el TNF, que en
conjunto con otras citoquinas como el IFN-y, actian sinérgicamente para optimizar la
produccién de 6xido nitrico (ON), importante para la eliminacién del parasito (62). Dos de los
péptidos evaluados (39113 y 39117) fueron capaces de generar la produccién de esta

citoquina.

Aqui se mostr6 como epitopes T de la proteina Pv12 son reconocidos por células T CD4+ de
memoria. Estudios recientes han demostrado que tras un segundo re-encuentro del sistema
inmune con parasitos de la malaria, estos linfocitos T CD4+ de memoria de larga vida se
expanden rapidamente y se genera una produccién de IL-10, obteniendo como resultado final
una respuesta anti-parasitaria coordinada fuerte y reguladora. Estos estudios han demostrado

la importancia de Linfocitos T CD4+ productores de IL-10 en infecciones secundarias, que
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influyen en la naturaleza de las respuestas inmunes anamnésicas durante la infeccién

secundaria de malaria (63).

Es importante resaltar que el estimulo generado con los péptidos 39113 y 39117, aumento la
produccién de IL-10 con respecto a las células sin estimulo. Aunque la estimulacién con el
péptido 39113 no presento diferencias en los indices de estimulacién con respecto al grupo
control, el 46.6% de las células T CD4+ de los voluntarios expuestos proliferaron ante este
estimulo, ademas de mantener la media de proliferacién del grupo de voluntarios expuestos

por encima de la linea de corte.

Las respuestas en conjunto de citoquinas importantes en procesos de eliminacion del parasito,
proliferacion y diferenciacién, ademas de una respuesta secundaria de memoria
potencializada, complementada con la capacidad de ser reconocidos por células de memoria
del sistema inmune, permiten resaltar la importancia de los péptidos 39113 (con alta afinidad
de unioén a los linajes alélicos HLA-DRB1*04 y *11) y 39117 (con alta afinidad de unidn a los
linajes alélicos HLA-DRB1*07 y *13) de la proteina Pv12 como potenciales candidatos a vacuna

contra malaria producida por P. vivax.
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7. Conclusiones

En las areas endémicas estudiadas, la frecuencia de los linajes alélicos HLA-DRB1*03, *04, *07,

*16,*13,*01 y *11 cubren hasta un 80% de la poblacién total.

Los resultados de predicciéon in silico concordaron en un 77,5% con los resultados
experimentales basados en ensayos de unién in vitro a moléculas HLA-DR, confirmando la
importancia de estas herramientas para la seleccion inicial de candidatos con alta afinidad de

union, que simplifican la escogencia de determinantes antigénicos.

Epitopes T de la proteina Pv12 son reconocidos por Linfocitos T CD4+ de individuos expuestos

ala infeccion por P. vivax pertenecientes a dos zonas endémicas de Colombia.

Los epitopes T 39113 (de alta afinidad de unién a moléculas HLA-DRB1*04 y *11) y 39117 (de
alta afinidad de unién a moléculas HLA-DRB1*07 y *13), son capaces de estimular una
respuesta coordinada de mediadores celulares (IL-6, IL-10 y TNF) importantes en procesos de
proliferacion, diferenciacién y potencializacion de una respuesta secundaria capaz de eliminar

el parasito.

El uso de herramientas in silico y ensayos in vitro, nos permiten concluir que los péptidos
39113 y 39117 son potenciales candidatos a vacuna, gracias al reconocimiento por células T
CD4+ y por estimular una respuesta mediadora coordinada, importantes para una respuesta

de memoria de larga vida.
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8. Perspectivas

Con el fin de confirmar que los péptidos 39113 y 39117 son potenciales candidatos a vacuna

es necesario:

v Evaluar el potencial de estos péptidos nativos y modificados (con base en los estudios
realizados en P. falciparum, es probable que puedan ser necesarias modificaciones a
los péptidos Pv12 para mejorar su union al HLA-DR) mediante ensayos de
inmunogenicidad, que puedan confirmar la capacidad de despertar una respuesta
inmune coordinada en células de voluntarios que nunca hayan estado expuestos al
parasito, y evaluar la capacidad de ser presentados a linfocitos T CD4+ y la generacion
de memoria inmunolégica.

v' A partir de estos epitopes T de alta afinidad a moléculas HLA identificados en este
trabajo, se podria disefiar en conjunto con epitopes B (identificados in silico)
candidatos, con un mayor potencial inmunogénico, capaces de generar una respuesta

de memoria tanto celular, como humoral.
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9. Aspectos éticos

El presente estudio fue realizado bajo el marco legal de investigacion en Colombia, de acuerdo

alaresolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

La toma de muestras de sangre periférica se realiz6 de manera voluntaria, previa a la firma de

un consentimiento informado anexo al presente documento.
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10. Anexos

Anexo A. Consentimiento informado para los ensayos de antigenicidad.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRA DE
SANGRE TOTAL PARA ESTUDIOS DE ANTIGENICIDAD DE PEPTIDOS
DERIVADOS DE PROTEINAS DE Plasmodium vivax

Este es un estudio de investigacion basica, llevado a cabo por el Grupo de Inmunologia de
la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC. El proyecto se titula
“Estudios de antigenicidad e inmunogenicidad de proteinas derivadas de Plasmodium
vivax para la seleccion de candidatos potenciales a vacuna contra la malaria” y esta a
cargo del Dr. Manuel Alfonso Patarroyo.

Usted ha sido seleccionado por cumplir los siguientes requisitos:

« Es mayor a 18 afios de edad

» Reside en zonas endémicas de malaria por Plasmodium vivax

« Ha presentado uno o mas episodios de malaria por Plasmodium vivax (no
infecciones mixtas con Plasmodium falciparum), al menos con 6 meses de
anterioridad a la firma voluntaria de este consentimiento

« Ha recibido tratamiento adecuado para la enfermedad

PROCEDIMIENTO A SEGUIR

Inicialmente, se realizard una toma de sangre de 5 mL en tubo con anticoagulante EDTA
(tapa lila). Si usted es seleccionado para conformar uno de los grupos experimentales del
proyecto, se le solicitard una segunda donacion de 40 mL de sangre, que equivalen a 4
cucharadas soperas (usted tiene en su cuerpo el equivalente de 2 botellas de gaseosa de 2
litros y medio).

Las muestras de sangre tomadas se destinaran al estudio de la respuesta del organismo a la
malaria, una de las enfermedades mas comunes y peligrosas de esta region. Los procesos
y analisis correspondientes se llevaran a cabo en la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia — FIDIC, en Bogota.
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PERIODO DE PARTICIPACION

La investigacion se llevard a cabo durante un afio aproximadamente, pero su tiempo de
participacion en el estudio serd solamente para la donacién de sangre inicial (alrededor de
10 minutos) y, dependiendo de los resultados obtenidos, se le contactara o no para la
segunda donacion (otros 10 minutos), como se explico anteriormente.

RIESGOS MINIMOS

De forma inmediata algunas personas pueden presentar malestar general, palidez y mareos,
de lo cual se recuperan espontaneamente.

BENEFICIOS

El beneficio mas que individual es para la humanidad. Su participacion es una generosa
contribucidn al entendimiento de la respuesta del sistema inmune a la malaria, enfermedad
global que mata a mas de un millén de nifios en el mundo e impide el desarrollo socio-
economico de los paises afectados.

CONFIDENCIALIDAD

Su nombre no sera usado en ningun informe de este estudio, excepto mediante una
autorizacion expresa. Cualquier informacion acerca de usted tendra un nimero en lugar de
su nombre. Los hallazgos de la investigacion seran compartidos mediante publicaciones
cientificas y conferencias, siempre manteniendo la confidencialidad de sus datos.

Los elementos celulares de su cuerpo que vienen en la muestra que usted generosamente
dona, seran utilizados Unicamente en los procedimientos aqui descritos y no en otros.
Estos elementos tampoco seran objeto de intervencion alguna.

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

HE RECIBIDO UNA EXPLICACION SATISFACTORIA SOBRE EL
PROCEDIMIENTO, SU FINALIDAD, RIESGOS Y BENEFICIOS. HE QUEDADO
SATISFECHO CON LA INFORMACION RECIBIDA, LA HE COMPRENDIDO,
SE ME HAN RESPONDIDO A TODAS MIS DUDAS. COMPRENDO QUE MI
PARTICIPACION EN EL ESTUDIO ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA Y
QUE PUEDO RETIRARME EN EL MOMENTO EN QUE ASI LO DESEE.
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El propdsito de la investigacion, los métodos y medios como va a ser llevada a cabo, me
han sido explicados por , persona calificada que
realizara el procedimiento de extraccion de la muestra.

Nombre del voluntario

Firma

Cédula

Direccién

Teléfono

Fecha y ciudad

Nombre de testigo

Firma

Cédula

Direccion

Fecha y ciudad
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Anexo B. Consentimiento informado para los ensayos de inmunogenicidad.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRA DE
SANGRE TOTAL PARA ESTUDIOS DE INMUNOGENICIDAD DE PEPTIDOS
DERIVADOS DE PROTEINAS DE Plasmodium vivax

Este es un estudio de investigacion basica, llevado a cabo por el Grupo de Inmunologia de
la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC. EIl proyecto se titula
“Estudios de antigenicidad e inmunogenicidad de proteinas derivadas de Plasmodium
vivax para la seleccion de candidatos potenciales a vacuna contra la malaria” y estd a
cargo del Dr. Manuel Alfonso Patarroyo.

Usted ha sido seleccionado por cumplir los siguientes requisitos:

« Es mayor a 18 afos de edad
« No reside en zonas endémicas de malaria.
* No ha presentado episodios de malaria.

« No ha permanecido en zonas endémicas de malaria en los Gltimos 2 afios.

PROCEDIMIENTO A SEGUIR

Inicialmente, se realizara una toma de sangre de 5 mL en tubo con anticoagulante EDTA
(tapa lila).Si usted es seleccionado y esta de acuerdo en participar en este estudio, se le
solicitard la donacion de 165 mL de sangre, que equivalen a aproximadamente 33
cucharadas soperas (usted tiene en su cuerpo el equivalente de 2 botellas de gaseosa de
2 litros y medio). Este volumen se extraera en tres momentos diferentes. La primera
toma de sangre sera de 5 mL en un tubo con EDTA (tapa lila). De acuerdo con los
resultados obtenidos, se le solicitara una segunda donacion de 60 mL en cinco tubos con
heparina (tapa verde) y un tubo seco (tapa roja). Por ultimo, pasados 10 dias desde la
segunda donacidn, se extraeran los 100 mL restantes en diez tubos con heparina (tapa
verde).

Las muestras de sangre tomadas se destinaran al estudio de la respuesta del organismo a la
malaria, una de las enfermedades mas comunes y peligrosas de esta region. Los
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procesos Yy analisis correspondientes se llevaran a cabo en la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia — FIDIC, en Bogota.

PERIODO DE PARTICIPACION

La investigacion se llevara a cabo durante un afio aproximadamente, pero su tiempo de
participacion en el estudio sera solamente para la donacion de sangre inicial (alrededor
de 10 minutos) y, dependiendo de los resultados obtenidos, se le contactard o no para la
segunda donacion (otros 10 minutos), como se explico anteriormente.

RIESGOS MINIMOS

De forma inmediata algunas personas pueden presentar malestar general, palidez y
mareos, de lo cual se recuperan espontaneamente.

BENEFICIOS

El beneficio mas que individual es para la humanidad: su participacion es una generosa
contribucién al entendimiento de la respuesta del sistema inmune a la malaria,
enfermedad global que mata a mas de un millén de nifios en el mundo e impide el
desarrollo socio-econdmico de los paises afectados.

CONFIDENCIALIDAD

Su nombre no seré usado en ningun informe de este estudio, excepto mediante una
autorizacién expresa. Cualquier informacién acerca de usted tendra un nimero en
lugar de su nombre. Los hallazgos de la investigacion seran compartidos mediante
publicaciones cientificas y conferencias, siempre manteniendo la confidencialidad de
sus datos.

Los elementos celulares de su cuerpo que vienen en la muestra que usted generosamente dona
serdn utilizados expresamente en los procedimientos aqui
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descritos y no en otros. Estos elementos tampoco seran objeto de intervencién alguna.

HE RECIBIDO UNA EXPLICACION SATISFACTORIA SOBRE EL
PROCEDIMIENTO, SU FINALIDAD, RIESGOS Y BENEFICIOS. HE QUEDADO
SATISFECHO CON LA INFORMACION RECIBIDA, LA HE COMPRENDIDO,
SE ME HAN RESPONDIDO A TODAS MIS DUDAS. COMPRENDO QUE MI
PARTICIPACION EN EL ESTUDIO ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA Y
QUE PUEDO RETIRARME EN EL MOMENTO EN QUE ASIi LO DESEE.

El propdsito de la investigacion, los métodos y medios como va a ser llevada a cabo, me
han sido explicados por , persona calificada que
realizara el procedimiento de extraccion de la muestra.

Nombre del voluntario

Firma

Cédula

Direccién

Teléfono

Fecha y ciudad

Nombre de testigo

Firma

Cédula

Direccién

Fecha y ciudad
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Anexo C. Consentimiento informado para la obtencién de lisado de P. vivax.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE LISADO DE
Plasmodium vivax

Este es un estudio de investigacion basica, llevado a cabo por el Grupo de Inmunologia de
la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC. El proyecto se titula
“Estudios de antigenicidad e inmunogenicidad de proteinas derivadas de Plasmodium
vivax para la seleccion de candidatos potenciales a vacuna contra la malaria” y esta a
cargo del Dr. Manuel Alfonso Patarroyo.

Usted ha sido seleccionado por cumplir los siguientes requisitos:

« Es mayor a 18 afios de edad

* Reside en zonas endémicas de malaria por Plasmodium vivax

» Presenta malaria por Plasmodium vivax (no infecciones mixtas con Plasmodium
falciparum) actualmente

» No ha recibido tratamiento para la enfermedad

PROCEDIMIENTO A SEGUIR

Con el propdsito de obtener glébulos rojos de su muestra, se le solicitara la donacion de 50
mL de sangre, que equivalen a 5 cucharadas soperas (usted tiene en su cuerpo el equivalente
de 2 botellas de gaseosa de 2 litros y medio).

Las muestras de sangre tomadas se destinaran al estudio de la respuesta del organismo a la
malaria, una de las enfermedades mas comunes y peligrosas de esta region. Los procesos
y analisis correspondientes se llevaran a cabo en la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia — FIDIC, en Bogota.

PERIODO DE PARTICIPACION

La investigacion se llevard a cabo durante un afio aproximadamente, pero su tiempo de
participacion en el estudio sera solamente para la donacion de sangre, que tomara alrededor
de 10 minutos.

RIESGOS MINIMOS

De forma inmediata algunas personas pueden presentar malestar general, palidez y mareos,
de lo cual se recuperan espontaneamente.
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BENEFICIOS

El beneficio mas que individual es para la humanidad: su participacion es una generosa
contribucidn al entendimiento de la respuesta del sistema inmune a la malaria, enfermedad
global que mata a mas de un millén de nifios en el mundo e impide el desarrollo socio-
economico de los paises afectados.

CONFIDENCIALIDAD

Su nombre no serd usado en ningun informe de este estudio, excepto mediante una
autorizacién expresa. Cualquier informacion acerca de usted tendra un numero en lugar de
su nombre. Los hallazgos de la investigacion seran compartidos mediante publicaciones
cientificas y conferencias, siempre manteniendo la confidencialidad de sus datos.

Los elementos celulares de su cuerpo que vienen en la muestra que usted generosamente
dona, seran utilizados unicamente en los procedimientos aqui descritos y no en otros.
Estos elementos tampoco seran objeto de intervencion alguna.

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

HE RECIBIDO UNA EXPLICACION SATISFACTORIA SOBRE EL
PROCEDIMIENTO, SU FINALIDAD, RIESGOS Y BENEFICIOS. HE QUEDADO
SATISFECHO CON LA INFORMACION RECIBIDA, LA HE COMPRENDIDO,
SE ME HAN RESPONDIDO A TODAS MIS DUDAS. COMPRENDO QUE MI
PARTICIPACION EN EL ESTUDIO ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA Y
QUE PUEDO RETIRARME EN EL MOMENTO EN QUE ASIi LO DESEE.

El propdsito de la investigacion, los métodos y medios como va a ser llevada a cabo, me
han sido explicados por , persona calificada que
realizara el procedimiento de extraccion de la muestra.
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