UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Determinacidn y caracterizaciéon de
las regiones de union de PfRON4 a
eritrocitos y hepatocitos humanos

Fredy Alexander Pulido Quevedo

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Maestria en Bioquimica
Bogota D.C., Colombia
2022



Determinacion y caracterizacion de
las regiones de union de PfRON4 a
eritrocitos y hepatocitos humanos

Fredy Alexander Pulido Quevedo

Tesis o trabajo de investigacion presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Bioquimica

Directora:
Gabriela Arévalo Pinzéon M.Sc., Ph.D

Codirector:
Manuel Alfonso Patarroyo Gutiérrez M.D., Dr.Sc.

Linea de Investigacion: Bioquimica y Biologia Molecular
Grupo de Investigacion: Receptor-Ligando

Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Maestria en Bioquimica
Bogota D.C., Colombia
2022



A mis padres que con esfuerzo y carifio me

han brindado todo su apoyo y colaboracion



Agradecimientos

A la Universidad Nacional de Colombia, a la Facultad de Medicina, Departamento de
Ciencias Fisioldgicas y al programa de Maestria en Bioquimica. Al cuerpo docente, por
brindarme los conocimientos propios del campo y contribuir en mi formacion personal y

profesional en estos afos.

A la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) por abrirme sus puertas como
una fuente de trabajo y a su vez permitirme desarrollar este proyecto, por brindarme sus

recursos y herramientas.

A mi directora de tesis, la Doctora Gabriela Arévalo Pinzén, por permitirme trabajar bajo su
orientacion, por compartir sus conocimientos, su experiencia, por su tiempo y su paciencia,
y por el apoyo brindado en cada etapa del desarrollo de este trabajo y del articulo. De

verdad gracias.

Al Doctor Manuel Alfonso Patarroyo, Codirector de este trabajo, Profesor Asociado del
Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional y Director
Cientifico de la FIDIC, por sus aportes y colaboracion.

Agradezco a los investigadores de la FIDIC, en especial a mis compafieras, las nifias del
grupo funcional Receptor-Ligando, Adriana Barreto y Jeimmy Castafieda por toda su
colaboracién, ya que me acompafaron en el proceso, aportando sus conocimientos y
ayuda a la elaboracion del presente trabajo. A Martha por su ayuda con el cultivo del

parasito y a la Doctora Diana por su colaboracion con el citbmetro.

Agradecimientos enormes a mi familia: mi mamay mi papé por apoyarme con tantas cosas
y a mis hermanos, por estar ahi apoyandome en su momento. A mis amigos por la

paciencia a la distancia mantenida por la dedicacién a este trabajo.



Resumen y Abstract IX

Resumen

Plasmodium falciparum durante su ciclo de vida, expresa una amplia gama de proteinas
entre las que se destaca la proteina del cuello de las roptrias 4 (PfRON4). Este es un
candidato promisorio a vacuna, ya que se expresa tanto en merozoitos como esporozoitos,
participa durante la formacién del enlace fuerte con la célula hospedera a través del
complejo RONs/AMAL y es refractario a delecion genética. Pese a ello, ain no se conocen
las regiones clave de este antigeno que interactian con las células hospederas, siendo
esta informacién de gran utilidad para combatir la enfermedad causada por este parasito.
Por tal motivo, en este trabajo de investigacion se sintetizaron 32 péptidos derivados de la
region conservada de PfRON4 y se llevaron a cabo ensayos de interaccion receptor-
ligando para determinar la capacidad de unién de cada péptido a células hospederas, asi
como determinar la naturaleza del receptor y habilidad de éstos para inhibir la invasion del
pardsito en cultivo continuo in vitro con la cepa FCB2. Se identificaron cinco HABPs (High
Activity Binding Peptides) denominados 42477, 42479, 42480, 42505 y 42513, los cuales
se unieron con alta afinidad y especificidad a receptores de tipo proteico sobre la
membrana de los eritrocitos. Por su parte, los péptidos 42477 y 42480 se unieron a la
membrana de las células HepG2 con constantes de disociacién en el rango sub-
micromolar, siendo esta interaccion dependiente de receptores tipo heparina y/o sulfato
de condroitina. Los ensayos de inhibicion de la invasion mostraron que los HABPs de
PfRON4 fueron capaces de bloquear la entrada de los merozoitos a los eritrocitos hasta
en un 50%. En conclusion, se encontré que las regiones de PfRON4 800-819 (42477) y
860-879 (42480) interactian especificamente con las células hospederas y esto soporta
su inclusion en el desarrollo de una vacuna multi-antigeno, multi-estadio basada en

subunidades contra P. falciparum.

Palabras clave: malaria, Plasmodium falciparum, proteina del cuello de las roptrias 4,

péptidos sintéticos.
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Abstract

Determination and characterization PFRON4's binding regions to
human erythrocytes and hepatocytes

Plasmodium falciparum expresses a wide range of proteins during its lifecycle, among
which one the most important is rhoptry neck protein 4 (PfRONA4); it is a promising vaccine
candidate since it is expressed in merozoites and sporozoites, participates in a strong bond
formation with host cells via the RONs/AMA-1 complex and is refractory to genetic deletion.
Despite this, PfRON4’s key regions interacting with host cells remain unknown; such
information would be extremely useful for combating P. falciparum-related malaria. For this
reason, in this research work, thirty-two PfRON4 conserved region-derived synthetic
peptides were chemically synthesized, and receptor-ligand interaction/binding assays were
carried out for determining the binding capacity of each peptide to host cells, the nature of
their receptors and their ability to inhibit in vitro parasite invasion with the FCB2 strain. Five
HABPS (High Activity Binding Peptides) named 42477, 42479, 42480, 42505 and 42513
were identified, which bound with high affinity and specificity to protein-like receptors on
the erythrocyte membrane. Peptides 42477 and 42480 bound to HepG2 cells’ membrane,
both of them having submicromolar range kD, the interaction being dependent on heparin
and/or chondroitin sulphate proteoglycan receptors. Invasion inhibition assays showed that
PfRON4 HABPs were able to block merozoite entry into erythrocytes by up to 50%. In
conclusion, PfRON4 regions 800-819 (42477) and 860-879 (42480) were found to
specifically interact with host cells, which supports their inclusion in the development of a

subunit-based, multi-antigen, multistage anti-malarial vaccine against P. falciparum.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, rhoptry neck protein 4, synthetic peptides.
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Introduccion

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium sp. y es
transmitida mediante la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles sp. Estos
actan como vectores artropodos inoculando las formas infectantes a los hospederos
durante la alimentacién hematégena (1). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), esta enfermedad representa un problema de salud publica, puesto que, para
el afio 2020 se estimaron 241 millones de casos a nivel mundial, los cuales produjeron
alrededor de 627.000 muertes, principalmente en nifios menores de 5 afos (2). Existen 6
especies de Plasmodium capaces de infectar humanos: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale curtisi, P. ovale wallikeri y
Plasmodium knowlesi. En Colombia, segun el boletin epidemioldgico del Instituto Nacional
de Salud (INS), a la semana epidemiolégica numero 52 de 2021, se notificaron 72.022
casos de malaria, con predominancia del 49,6% de infeccién por P. falciparum (3). A pesar
gue los casos de malaria han disminuido con el paso de los afios, P. falciparum continta
siendo la especie que genera la mayor cantidad de casos a nivel mundial, ademas de ser
el responsable de las complicaciones clinicas severas y altas tasas de mortalidad en

pacientes con esta enfermedad (4).

El desarrollo e implementacion de métodos de control de la malaria a lo largo de los afios,
se ha basado en varias estrategias como en el disefio de farmacos que controlen la
infeccion y eviten la aparicion y progresion de los efectos graves de la enfermedad (5), la
lucha contra la apariciébn de cepas resistentes a estos medicamentos (6, 7), asi como
insecticidas para controlar la poblacion de mosquitos vectores (8) y la formulacion y
desarrollo de vacunas (9), entre otros. Sin embargo, en conjunto, estas estrategias no han
logrado frenar de forma definitiva el complejo mecanismo de invasion y evasion por parte
del parasito (10). Es por ello que el estudio y conocimiento de los mecanismos de invasion
del parésito, ha cobrado gran importancia en los Gltimos afios, en especial con respecto a

los mecanismos celulares y moleculares que alli se generan y los agentes participes de
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dichas interacciones entre la célula hospedera y el parasito, a fin de utilizarlas como blanco
para el control de la infeccién (11). EIl mecanismo mediante el cual el parasito infecta las
células hospederas involucra una serie de etapas en las cuales participan proteinas
parasitarias presentes tanto en su superficie, como en organulos especializados en su
interior (12, 13). En P. falciparum se han descrito una gran cantidad de estas proteinas y
diversas investigaciones han tratado de determinar su funcién (14). Dentro de las proteinas
de mayor interés, se encuentra un complejo de proteinas provenientes del cuello de las
roptrias, denominadas proteinas RONs (del inglés Rhoptry Neck proteins) (15). Se ha
descrito que estas proteinas son liberadas durante el proceso de invasion del merozoito, y
son exportadas en complejo (RON2, 4 y 5) (14, 16, 17) a la membrana de la célula
hospedera, donde sirven como receptor a la proteina AMAL (del inglés Apical Membrane
Antigen 1) a través de la proteina RON2 (15, 18-20). Estas proteinas se relacionan con la
formacion la de estructura de anclaje utilizada por el parasito para acceder al interior de la
célula hospedera que es conocida como enlace fuerte o union fuerte (del inglés tight

junction, abreviado como TJ).

Dentro del complejo de proteinas RONSs, el estudio de la proteina RON4 particularmente
ha despertado interés debido a que algunas investigaciones han revelado su importancia
no sélo en el estadio sanguineo, sino también en el estadio hepatico con el esporozoito
(forma infectante para el ser humano) (21). La proteina PfRON4 es codificada por un gen
de tres exones que da como producto una proteina de 1201 aminoacidos, compuesta por
un péptido sefial y una agrupacion de repeticiones en su secuencia (regiones de baja
complejidad) hacia la region N-terminal (22). Por su parte, la regién C-terminal de esta
proteina es altamente conservada entre diferentes aislados de P. falciparum. Se ha visto
gue regiones conservadas de las proteinas pueden estar relacionadas a una funcién
importante de las mismas dentro del proceso de invasion del parasito a su célula
hospedera (23, 24). Teniendo en cuenta esta aproximacion, estudios anteriores han
planteado una metodologia para la identificacion de regiones de las proteinas del parasito
gue tengan capacidad de unién a las células diana de acuerdo con el estadio del parasito
en el cual estas proteinas se expresen (25, 26). Esta metodologia se fundamenta en un
tamizaje inicial, donde péptidos sintéticos son evaluados en su capacidad de interactuar
especificamente y con alta afinidad con receptores sobre la membrana de las células
blanco. Aquellos péptidos son denominados péptidos con alta capacidad de union o

HABPs (del inglés High Activity Binding Peptides). Durante el analisis de estos resultados,
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sblo se incluyen aquellos HABPs que no presenten polimorfismos en sus secuencias,
denomindndose HABPs conservados o cHABPs (del inglés conserved High Activity
Binding Peptides) y son descartados aquellos que presenten cambios en su secuencia
debido a que se ha reportado que estos polimorfismos pueden distraer al sistema
inmunolégico y han representado un obstaculo importante en el desarrollo de métodos de
control (27, 28). Entre las proteinas que han sido caracterizadas bajo esta metodologia se
encuentra la proteina Rh5 (del inglés Reticulocyte-binding Homolog 5) y EBA175 (del
inglés Erythrocyte binding antigen 175), dos antigenos de gran importancia en P.
falciparum. En el caso de Rh5, una regiéon comprendida entre los residuos 201-220 ha
mostrado interactuar especificamente con la superficie de los eritrocitos e inhibir la invasion
in vitro en cerca de un 70% (29). En cuanto a EBA175, se ha descrito una region localizada
entre los residuos 436-455 que participan en la interacciéon con el receptor Glicoforina A,
GPA (del inglés Glycophorin A) sobre los eritrocitos humanos (30). Cuidadosas
modificaciones han sido realizadas sobre los HABPs de estas proteinas (denominandose
asi mHABPSs) para la generacién de estructuras proteicas que inducen proteccion inmune
IMPIPS (del inglés Immune Protection Inducing Protein Structures), como moléculas claves
para el desarrollo de una vacuna multi-antigeno, multi-estadio basada en subunidades

minimas (31).

Desafortunadamente, P. falciparum presenta una serie de mecanismos de evasién, que
dificultan el desarrollo de métodos de control efectivos. Entre estos mecanismos se
destaca (ademas de la variabilidad genética) la habilidad del parasito para utilizar cerca de
25 rutas de invasién distintas dependiendo de la disponibilidad de receptores sobre la
célula hospedera y de las proteinas disponibles del parasito. Se ha encontrado que el
bloqueo de la funcién de la proteina EBA175 (que interactlla con GPA) da como resultado
el aumento en la expresion de varios genes que le ayudarian a invadir a la célula hospedera
(32). Por lo tanto, es necesario la inclusiéon de los antigenos mas relevantes de este
parasito en una formulacion multi-antigeno que pueda contrarrestar los principales

mecanismos de evasion del parésito.

Teniendo en cuenta lo anterior, la proteina PfRON4 aparece como un candidato atractivo
debido a las distintas evidencias que muestran su participacién esencial en la formacién

de complejos proteicos para una exitosa invasion del parasito (14-17). Estos complejos,
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conformados por la interaccién de las proteinas RONs y AMA-1, han mostrado ser
cruciales para el proceso de invasion, como se ha visto mediante el uso de anticuerpos
bloqueadores (16), o péptidos inhibitorios (19), que incluso interrumpen la formacion del
complejo AMA1/RONs, como ha sido documentado mediante experimentos de
inmunoprecipitacion (15). Aungque aln no se conoce bien como ocurre la interaccion de
estos antigenos, cudles son la totalidad de los componentes y como son exportados en
complejo durante el proceso de invasién, se ha demostrado consistentemente la
asociacion de AMA1 con RON4 (33, 34) y mediante estudios de inmunofluorescencia, se
ha mostrado la presencia de RON4 en el anillo deslizante durante la formacion del TJ (35,
36). Asi mismo, se ha mostrado por estudios de delecion genética, que RON4 es esencial
para la supervivencia del parésito (22). Si bien P. falciparum ha sido el modelo de parasito
en donde se han llevado a cabo los estudios de co-inmunoprecitacion del complejo
RONs/AMAL1 y recientemente se ha mostrado la participacion de PfRON4 en el complejo
SURGE (SURFIN4.2-RON4-GLURP) (37), aun no se conocen las regiones criticas de
interaccion entre la proteina PFRON4 y la superficie de eritrocitos y hepatocitos que puedan

llegar a ser importantes en el proceso de invasion.

Por ello, en este trabajo se investigd e identificaron los cHABPs de la proteina PFRON4
gue interactian especificamente con la membrana de hepatocitos y eritrocitos humanos.
Ensayos de interaccion receptor-ligando y el uso de péptidos sintéticos permitieron el
desarrollo de los objetivos. Se identificaron cinco cHABPs (42477, 42479, 42480, 42505 y
42513) que interactuaron con alta afinidad con receptores sensibles al tratamiento con
tripsina y quimiotripsina sobre la membrana del eritrocito. Dos de los mismos péptidos
(42477 y 42480) interactuaron también con células hepaticas, siendo el o los receptores
sensibles al tratamiento con heparinasa | y condroitinasa ABC. Finalmente, se determiné
la actividad funcional de estos cHABPs para inhibir el proceso de invasion de merozoitos
de la cepa FCB2 (Falciparum Colombia Bogotéa 2), encontrando que los HABPs 42477 y
42480 fueron capaces de inhibir la invasion del merozoito al eritrocito, lo que sugiere un
papel destacado de estas dos regiones en el proceso de invasion del merozoito y apoya
su inclusion en el desarrollo de una vacuna anti-malarica, multiestadio, multiantigeno y

basada en subunidades contra P. falciparum.



1.Antecedentes

1.1 Participacion de las proteinas RONs en el proceso de
invasion de Plasmodium sp

El proceso de invasion en parasitos del género Plasmodium sp. es un proceso complejo
gue involucra una serie de etapas dentro de las cuales se reconoce una interaccion inicial
débil y reversible, entre componentes de la superficie del parasito y la membrana del
eritrocito (12). En seguida, ocurre la reorientacion, en la cual el merozoito se mueve de
manera que su extremo apical queda en contacto directo con la superficie del eritrocito,
estudios han sugerido que este proceso estd mediado por flujo de iones de Ca?* (38).
Luego se producen diversas interacciones donde participan varias proteinas, como las
provenientes de la familia Rh (del inglés Reticulocyte-binding Homolog), donde la
interaccion descrita mas importante es la que ocurre entre la proteina Rh5 y Basigina o
CD147 (del inglés Cluster of Differentiation 147), interaccion conocida como pre-TJ (39)
(40). En seguida, se da paso al establecimiento del enlace fuerte o union fuerte (41) que
le permite al parasito impulsarse hacia el interior de la vacuola parasitéfora. En este
mecanismo participan el motor de actina-miosina anclado al complejo de membrana
interna o IMC (del inglés Inner Membrane Complex) y el complejo proteico formado por

RONs/AMAL, asegurando la internalizacion del parasito (42).

Estudios iniciales en Toxoplasma gondii (modelo de los Apicomplexa) dilucidaron por
primera vez la formacién de este complejo proteico conformado por las proteinas TJRON2,
TgRON4, TgRON5 y TgRONS, y describieron que éste es exportado a la membrana
plasmética de la célula hospedera; asi mismo, mostraron que la proteina RON2 es
insertada en la membrana de la célula hospedera, donde interactia con TJAMAL (35).
Esta interaccion entre RON2 y AMA1 es conservada en Plasmodium (20, 43), donde
ademas, participan las proteinas RON4 y RON5 formando parte del complejo, al parecer

insertadas dentro de la membrana plasmatica de la célula hospedera, para servir como
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anclaje de entrada del parasito a su célula blanco (15, 33). Estudios previos en P. vivax
han mostrado que la proteina PvRON4 interactla especificamente con la membrana del
reticulocito y que la region involucrada en esta interaccion esta localizada hacia el extremo
carboxi-terminal (44). Experimentos de inhibiciébn de la formacion del complejo AMAL-
RONs mediante anticuerpos (16), han mostrado que la interrupcion de la formacion de este
complejo previene la invasion de los merozoitos, confirmando el importante papel de dicho

complejo durante la entrada del parésito a los eritrocitos (15).

Nuevas investigaciones en la formacion del enlace fuerte durante la invasion a la célula
hospedera en P. falciparum, permitieron identificar mediante experimentos de
inmunoprecipitacion y espectrometria de masas, un nuevo complejo de proteinas que los
investigadores denominaron SURGE, debido a que est4 conformado por las proteinas
SURFIN4.2 (del inglés Surface-associated Interspersed protein 4.2), RON4 y GLURP (del
inglés Glutamate Rich Protein) (37). Adicionalmente, esta investigacion indico, que la
proteina SURFIN4.2 tiene potencial para unirse a eritrocitos a través de una regién
denominada CRD (del inglés Cysteine-Rich-Domain) que contiene en su secuencia. Las
proteinas RON4 y SURFIN4.2 se localizan juntas en el cuello de las roptrias, donde
formarian un complejo que podria participar en las primeras etapas de invasion del
parésito. A pesar de que el papel de GLURP dentro del complejo no estd muy claro, se
plantea la hip6tesis de que SURGE se encuentra presente en el sitio de interaccién del

merozoito con el eritrocito (37).

Diferentes enfoques moleculares de noqueo génico han sido utilizados para tratar de
inactivar el gen que codifica para la proteina RON4 en parasitos del género Plasmodium
(22). En un estudio realizado en Plasmodium berghei estos intentos han sido fallidos, lo
gue sugiere que la proteina desempefa un papel importante en la invasion de los eritrocitos
por parte de los merozoitos (36). El uso de un noqueo condicional de ron4 en P. berghei
mostré una reduccién significativa en la capacidad de los esporozoitos de invadir a la célula
hepatica, lo cual muestra que probablemente PbRON4 también desempefia un papel
importante en el estadio hepatico, asi como en la fase eritrocitica (36). Asi mismo, este
trabajo mostré que la disminucién de la expresién de AMA1 no mostré ningun efecto sobre
la capacidad de invasion de esporozoitos, lo que indica que RON4 actia de forma
independiente de AMAL en el esporozoito, y que las interacciones podrian ser diferentes

entre estos dos estadios. Adicionalmente, este modelo explicaria la observacion de que
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RON4 es esencial para la invasién en todos los zoitos Apicomplexa evaluados hasta ahora,

mientras que la contribucién de AMAL depende del estadio (36).

Una investigacion mas actual ha revelado que los componentes del complejo RONs
(RON2, 4 y 5) presente en el merozoito se conservan en esporozoito, forman un complejo
y participan en la invasion de las células de las glandulas salivales en el mosquito (45).
Adicionalmente, este estudio mostré, mediante ensayos de inmunoprecipitacién con
anticuerpos anti-RON4 que los componentes del complejo RONs pueden interactuar con
AMAL. Asi mismo, se determiné que la ausencia en la expresion de ron2 o ron4 en
esporozoitos de P. berghei, genera una reduccién en la expresion reciproca, que afecta
ademés el trafico de las proteinas hacia las roptrias. Finalmente, concluye que es
necesario aplicar otros enfoques a fin de determinar las regiones implicadas en la

interaccion directa de las proteinas RON2, RON4 y RON5 en esporozoito (45).

1.2 Enfoque de regiones funcionales de la proteina RON4

En la busqueda de regiones funcionales de las proteinas del parasito, que puedan ser
utilizadas como herramienta para generar componentes que puedan inhibir la invasion y/o
el desarrollo del parésito dentro de la célula hospedera, la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia ha implementado la utilizacién de péptidos sintéticos derivados
de las secuencias conservadas de proteinas del parasito que participan en el proceso de
invasion a la célula blanco. Péptidos derivados de proteinas tanto del estadio de merozoito
(25) como de esporozoito (26), han sido evaluados y se ha determinado su actividad de
unién a las células hospederas de acuerdo con la etapa del ciclo del parasito en la cual

participan.

Sin embargo, se ha visto que, a pesar de sus caracteristicas de unién a las células
hospederas, estos péptidos conservados, al ser utilizados para la inmunizacién de
animales experimentales al parecer no son detectados por el sistema inmunoldgico y, por
lo tanto, en una infeccidn natural, no inducen una respuesta inmunitaria de anticuerpos o
celular que pueda generar proteccion. Por su parte, péptidos provenientes de regiones no
conservadas son altamente inmunogénicos, pero con baja eficacia protectiva. Es asi, como
se ha planteado la modificacion de estos péptidos conservados en los cuales algunos

residuos criticos para la unién a la célula hospedera fueron reemplazados y estas
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modificaciones permitieron encontrar algunos resultados interesantes: un grupo de HABPs
inducia altos titulos de anticuerpos sin generar una respuesta protectora, mientras que otro
grupo de HABPs en los cuales se modificaron ciertos aminoacidos especificos indujeron
altos titulos de anticuerpos de larga duracién y con efectos protectores frente a la infeccion
(46). De forma interesante, se describié que los residuos criticos de los HABPs que
participan en la union a eritrocitos debian ser reemplazados por otros con masa, volumen
y superficie similares, pero con una polaridad opuesta, para que los HABPs conservados
se vuelvan inmunogénicos e induzcan proteccion (27). Estudios de relacion estructura-
funcién permitieron elucidar que estos cambios inducian un adecuado encaje del péptido
dentro del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, lo que mejorara las propiedades
inmunogénicas de los HABPs modificados (46).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la proteina RON4 en P. falciparum en cuanto a
participacion del proceso de invasion, refraccion a delecion genética y cooperacién en la
formacion de complejos multiproteicos esenciales para una invasion exitosa (22), el
siguiente paso es poder determinar qué regiones o HABPs de la proteina PfRON4 podrian
estar participando activamente en la interaccion con la célula hospedera en busca de
puntos clave de accién sobre esta proteina, por lo cual el objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad de union de péptidos sintéticos secuenciales cortos de 20 residuos
de longitud derivados de la region conservada de la proteina RON4 de P. falciparum
comprendida entre los residuos 520 al 1.201, a fin de determinar y caracterizar los HABPs
de esta region de la proteina y evaluar su actividad inhibitoria de la invasion en cultivo

continuo in vitro.
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2.1 La malariay su distribucion

La malaria es una enfermedad parasitaria transmitida por la picadura de mosquitos
vectores hembra del género Anopheles sp. distribuidos en zonas tropicales y subtropicales
del mundo (1). Durante la picadura, los mosquitos hematofagos inyectan las formas
infectantes del parasito Plasmodium sp. al torrente sanguineo del hospedero intermediario
(vertebrado), donde se desarrolla el estadio asexual del parasito desencadenando los
sintomas y dando inicio a la enfermedad (47). Esta enfermedad se distribuye a nivel
mundial en diferentes zonas endémicas (Figura 1). En los humanos se conocen seis
especies del parasito que pueden generar infeccién, éstas son P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri y P. knowlesi (48). De todas ellas, las
infecciones mas prevalentes a nivel mundial son las causadas por P. falciparum y P. vivax.
Datos de la OMS, estimaron para el afio 2020 241 millones de casos a nivel mundial, los
cuales se concentraron en el continente africano, con un 95% del total de los casos en ese
territorio (2). P. falciparum es la causa principal de las infecciones en Africa, mientras en
las Américas P. vivax encabeza la lista del nUmero de casos. Adicionalmente, durante el
2020, el primer afio de la pandemia por COVID19, se estima que hubo 14 millones mas de
casos de malaria en comparacién con el 2019 (241 millones frente a 227 millones),
probablemente debido a las interrupciones en la prevencién y el tratamiento de esta

enfermedad (2).

En América, los paises con mas casos de malaria son Venezuela con el 53% de los casos
a nivel América, seguido de Brasil (20%) y en el tercer lugar Colombia (48). En Colombia,
a lo largo del afio 2021 se reportaron 72.022 casos de malaria, de los cuales el 49,6% (n=
35.740) correspondié a infeccion por P. falciparum, seguido de P. vivax con 49,4%
(n=35.606) y 0,9% (n=676) de malaria mixta (ambas especies). Adicionalmente, el 1,64%
(n=1.184) de los casos fueron de malaria complicada. La mayoria de los casos se

concentran en los departamentos de Choc6, Narifio, Antioquia y Cordoba (3).
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La malaria se caracteriza por ser una enfermedad con una sintomatologia que es producto
de la invasion y destruccion de los eritrocitos por parte de la etapa sanguinea del parasito
gue es conocida como merozoito (49). La sintomatologia general incluye cefalea, fatiga,
dolores musculares y articulares, generalmente seguidos de fiebre, escalofrios,
sudoracion, anorexia, vomitos y malestar general creciente; los sintomas empeoran con el
paso de los dias si el paciente no es tratado oportunamente (50, 51). De hecho, en las
infecciones causadas por P. falciparum, el progreso de la enfermedad puede evolucionar
a anemias moderadas a graves, acidosis metabdlica, hipoglucemia, insuficiencia renal
aguda, alteraciones del sistema nervioso central debido a la malaria cerebral, entre otras
manifestaciones severas que conllevan al estado critico del paciente y consecutivamente
a la muerte (52, 53).

#

7
No se conoce La transmision de malaria B La transmision de malaria
transmision de malaria ocurre en algunos lugares ocurre en todo el territorio

Figura 1. Distribucién de la malaria a nivel mundial. Se muestran las areas endémicas
para malaria que incluyen paises de Suramérica, Asia y Africa. Tomado de: (54).

2.2 Ciclo de vida de Plasmodium falciparum

Los parasitos del género Plasmodium sp. son microorganismos que se desarrollan de
forma intracelular y han desarrollado mecanismos eficaces para mantener y propagar su
poblaciéon a partir de la infecciébn de sus hospederos intermediarios y definitivos para
conservar su especie. Su ciclo de vida se desarrolla entre un hospedero vertebrado, el

hombre, donde desarrolla un ciclo asexual, y uno invertebrado, el mosquito hembra del
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género Anopheles sp., donde desarrolla su ciclo sexual (Figura 2). Durante su desarrollo
el parasito sufre una serie de modificaciones morfolégicas y funcionales que le permiten
infectar las células hospederas de acuerdo con la fase del ciclo de vida en la cual se
encuentre. Las fases asexuales ocurren dentro del ser humano y son denominadas como

la fase hepatica y la fase eritrocitica. Dentro del vector ocurre la fase sexual.
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Figura 2. Ciclo de vida de P. falciparum. Los esporozoitos son inoculados en el
hospedero mediante la picadura de un mosquito hembra Anopheles sp.; por medio del
torrente sanguineo, los esporozoitos migran hasta el higado e invaden los hepatocitos; alli
se transforman en esquizontes hepaticos, los cuales se rompen liberando merozoitos al
torrente sanguineo. Los merozoitos invaden eritrocitos, pasando por el estadio de anillo,
trofozoito y finalmente a esquizontes. Algunos trofozoitos se diferencian en gametocitos
masculinos y femeninos, dando inicio al ciclo sexual tras ser consumidos por el mosquito,
y finalmente da paso a la generacion de esporozoitos infectantes para los humanos.
Tomado y modificado (12).

2.2.1 Fase hepatica del ciclo de vida

Esta fase del ciclo de vida inicia cuando un mosquito hembra del género Anopheles sp.
infectado con el parasito, pica al hospedero humano durante la alimentacion hematégena

donde son inoculadas las formas infectantes méviles denominadas esporozoitos. Se ha
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descrito que alrededor de 15 a 123 esporozoitos son inoculados en una picadura donde
algunos tienen la capacidad de infectar células epiteliales (52). Sin embargo, en su
mayoria, luego de su inoculacion, los esporozoitos migran por el torrente sanguineo hasta
alcanzar el higado. Una vez encuentran los sinusoides hepéticos, se fijan al endotelio a
través de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG, del inglés heparan sulfate
proteoglycans), atraviesan la pared por medio de las células de Kupffer (55), realizan otro
mecanismo denominado cell traversal o atravesamiento celular y finalmente invaden los
hepatocitos (21) (Figura 3). Dentro de los hepatocitos, los esporozoitos sufren cambios
morfolégicos y divisiones celulares por mitosis que dan paso a la formacion de
aproximadamente 30.000 merozoitos hepaticos, los cuales seran liberados al torrente
sanguineo después de 5 a 8 dias de iniciada la infeccion hepética, en una estructura
denominada esquizonte hepético. Es importante destacar que esta etapa del ciclo del
parasito es asintomética (21).
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Figura 3. Fase hepatica. a. Los esporozoitos ingresan en los tejidos de la piel a través de
la picadura de un mosquito, en seguida atraviesan las células epidérmicas para entrar en
los vasos sanguineos. b. se transportan via torrente sanguineo e interactian con los
sinusoides hepaticos a través de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG), c. luego
atraviesan las células endoteliales y de Kupffer mediante la motilidad deslizante y d.
finalmente llegan a las células hepéticas, invade los hepatocitos y atraviesan las células
vecinas mediante el uso de varios enfoques moleculares. Tomado de (56).
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2.2.2 Fase eritrocitica del ciclo de vida

Los merozoitos provenientes de la ruptura del hepatocito son las formas con capacidad de
infectar los glébulos rojos o eritrocitos, por lo tanto, le permiten al parasito perpetuar el ciclo
asexual en el torrente sanguineo y ademas, son los responsables de la sintomatologia que
experimentan los pacientes (49). P. falciparum invade eritrocitos maduros, con un ciclo
eritrocitico que tiene una duraciéon de aproximadamente 48 horas. Durante este tiempo, el
merozoito ingresa a la célula y el pardsito muestra varias etapas de desarrollo intra-
eritrocitico; entre las 6 y las 22 horas de desarrollo se puede observar una estructura en
forma de anillo, entre las 22 y 38 horas aparece el estadio de trofozoito y el esquizonte
esta presente aproximadamente entre las 38 y 48 horas (57). Cumplidas las 48 horas del
ciclo de vida, el esquizonte se revienta y libera en el torrente sanguineo merozoitos que
son capaces de infectar nuevos eritrocitos, conduciendo a una rapida elevacioén en el
namero de pardsitos en sangre (58). Algunos de los trofozoitos influenciados por diferentes
tipos de estrés, dentro de los cuales se describen la densidad parasitaria, el grado de
anemia en el paciente, la respuesta inmune del hospedero, los tratamientos y otras razones

aun no conocidas, se diferencian en otro estadio que se conoce como gametocito (59).

2.2.3 Fase en el vector

Los gametos masculinos y femeninos, son las etapas infecciosas para los mosquitos y son
los responsables de la reproduccion sexual dentro del mismo, estas formas son
succionadas por los mosquitos durante la picadura a un hospedero infectado (60). Dentro
del mosquito hembra, los gametocitos son liberados en el intestino donde se fertilizan por
reproduccién sexual y forman una estructura denominada ooquineto que tiene la capacidad
de atravesar el epitelio del intestino medio del mosquito, para posteriormente diferenciarse
a ooquiste. Estos ooquistes maduran formando esporozoitos, los cuales son liberados para
luego migrar a las glandulas salivales del vector a la espera de una nueva inoculacién (1,
12).

2.3 Estructuras del merozoito y esporozoito.

Los merozoitos son células uninucleadas, que poseen una forma ovoide y tienen 1um de
largo aproximadamente. Mediante microscopia electronica es posible apreciar las

estructuras que conforman la célula, entre las cuales se destacan el nucleo, la vacuola
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digestiva, una mitocondria, entre otras estructuras vesiculares (61). El esporozoito por su
parte cuenta con estructuras muy similares a las descritas en el merozoito, sin embargo,
su forma es mas alargada y presenta un movimiento en espiral muy caracteristico que ha
sido denominado gliding motility o movilidad deslizante (62). En el polo apical de ambas
formas invasivas se encuentran organulos secretores especializados propios de los
microrganismos del filo: las roptrias, los micronemas y otros distribuidos en el citoplasma
celular, denominados granulos densos (Figura 4). Estos organulos secretan diferentes
tipos de proteinas que desempefian funciones fundamentales para el complejo proceso de
invasion de las células hospederas, que varian segun el estadio (13).

2.3.1 Roptrias

Las roptrias son un par de organulos grandes en forma de pera, que se encuentran
localizadas en el extremo apical del merozoito y el esporozoito, poseen un cuerpo
denominado bulbo y una prolongacion hacia el extremo que se denomina cuello de las
roptrias, esta prolongacion se observa con una mayor densidad en microscopia electrénica
gue el resto del cuerpo. Esta diferencia, ha sido relacionada con la composicién proteica
diferencial entre ambas porciones aunque no se cuente con una estructura membranosa
definida que las separe (63). Este par de organulos representan una interfaz entre el
pardsito y la célula hospedera y se encuentran apoyando el proceso de invasion y la
sintesis de la vacuola parasitéfora mediante las proteinas contenidas alli (64, 65). Se han
identificado diferentes poblaciones de proteinas que se localizan en el bulbo y el cuello de
las roptrias, sin embargo, se desconoce la funcidon de muchas de estas proteinas y como

se segregan espacialmente dentro de las roptrias.

Andlisis detallados del destino de las proteinas localizadas en el cuello de las roptrias y de
las proteinas del bulbo, han sugerido que el contenido de los diferentes subcompartimentos
de las roptrias se libera en diferentes puntos durante el proceso de invasion y que, al
parecer, las proteinas del cuello se descargan antes que las proteinas del bulbo de roptrias,
sin embargo, el mecanismo de como las diferentes clases de proteinas son selectivamente
liberadas desde los compartimientos de los organulos es desconocido (66). Algunas
investigaciones han propuesto que la liberacion coordinada podria estar relacionada a
cambios en los niveles de Ca?* citosélico, los cuales a su vez estan sujetos a si mismo a

otros factores externos como los niveles de potasio plasmatico (67). Otro estudio sugiere
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gue la organizacién de las proteinas dentro de estos organulos secretores puede ser
determinante en el orden en que éstas van a ser secretadas y podrian estar relacionadas

con su funcién (66).

Varias proteinas del cuello han sido ampliamente implicadas en las primeras etapas de la
entrada del merozoito a la célula hospedera, especialmente en la formacién del enlace
fuerte o unién estrecha (41), sin embargo, la asociacion entre funcién, momento de
descarga y compartimentacion dentro de los roptrias no es estricta, pues las evidencias
actuales apuntan a que generalmente las proteinas del cuello roptrias, aunque no de forma
exclusiva, estan involucradas en la entrada a la célula hospedera, mientras que las
proteinas del bulbo estan relacionadas generalmente con funciones posteriores en el ciclo
de vida, como la formacion de la vacuola parasitéfora (estructura que alberga al parasito
durante su desarrollo dentro del eritrocito). Aunque se conocen las funciones de algunas

de estas proteinas, muchas permanecen aun sin ser caracterizadas (68, 69).

2.3.2 Micronemas y granulos densos

Los micronemas son un conjunto de organulos alargados, que almacenan proteinas
adhesivas y que liberan su contenido proteico sobre la superficie del parasito durante el
proceso de invasion a la célula hospedera; se ha descrito que las proteinas alli contenidas
cumplen funciones relacionadas con el reconocimiento y seleccion de las células a invadir
(70). Finalmente, los granulos densos, son unas estructuras redondas, que tienden a
acumularse igualmente en el citoplasma celular hacia la region apical de la célula, éstos
excretan su contenido principalmente en la vacuola parasitéfora (65). Estos tres organulos
apicales almacenan en su interior material proteico que es liberado secuencialmente ya
sea durante o poco después del proceso de invasion, impulsado por diferentes sefiales,

muchas de ellas aun desconocidas (67).
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Figura 4. El merozoito y sus estructuras intracelulares. A la izquierda se representa un
merozoito y se observan las estructuras que conforman el complejo apical: Roptrias,
micronemas y granulos densos. A la derecha se listan varias proteinas y se muestra su
localizacién dentro de los diferentes organulos. Tomado de (12).

2.4 Proceso de invasion del esporozoito

Inicialmente, los esporozoitos que ingresan al tejido mediante la picadura del mosquito
utilizan un mecanismo que se denomina movilidad deslizante o gliding motility para viajar
a través de la piel y hacia los vasos dérmicos (21); ya dentro de los vasos sanguineos,
alcanzan los sinusoides hepdticos y alli se mantienen fijos mediante interacciones con
HSPG de las células endoteliales a través de proteinas como la proteina del
circumsporozoito o CSP (del inglés Circumsporozoite Protein) y la proteina anénima
relacionada a trombospondina o TRAP (del inglés Thrombospondin Related Anonymous
Protein) (71, 72). La proteina CSP contiene dominios de repeticion de trombospondina tipo
1 0 TSR (del inglés Thrombospondin type 1 Repeat), que se unen a las cadenas de HSPG
(71). TRAP es una proteina que es liberada durante la movilidad deslizante, sin embargo,
ha mostrado ser esencial también para otros procesos como el deslizamiento de los
esporozoitos y la infectividad in vivo (62). TRAP contiene un dominio von Willebrand y al
igual que CSP contiene dominios TSR, los cuales cumplirian funciones similares a las

descritas para CSP, permitiendo la interaccion con HSPG (72).

A pesar de que los esporozoitos se ayudan utilizando tanto el torrente sanguineo como la
circulacion linfatica para alcanzar sus células hospederas, ya en el sitio requieren cruzar
otras barreras celulares en el camino hacia los hepatocitos; este proceso se conoce como
atravesamiento celular o cell traversal y se describe como el paso del esporozoito a través

de diferentes tipos celulares. Esto no corresponde a una infeccién productiva, si no al paso
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0 atravesamiento de las células y aln no esté claro si puede o no generar cierto grado de
afectacion. Investigaciones iniciales mostraron que se genera una ruptura en la membrana
plasmética, hiriendo a la célula involucrada (73), sin embargo, estudios mas recientes
sugieren que este proceso podria ser mediado por vacuolas transitorias sin remodelacién
de la membrana (74). Adicionalmente, aun no se tiene claro por qué el parasito debe
atravesar las células antes del desarrollo de la etapa infecciosa del esporozoito (56). Hasta
el momento se han planteado varias hipétesis: la primera se relaciona con los niveles de
calcio (Ca?") y potasio (K*) intracelular; altos niveles de Ca?* aumentan la infeccion de los
hepatocitos, mientras altos niveles de K* aumenta la invasion y disminuyen el cell traversal
(75). La segunda hipétesis sugiere que debido al paso celular, los hepatocitos pueden
secretar microfactores extracelulares que facilitarian a los esporozoitos infectar a las
células vecinas (76) y la tercera hipétesis sugiere que el esporozoito logra detectar en el
microambiente celular el nivel de HSPG, lo que le permite cambiar entre atravesamiento
(bajo nivel de HSGP) e infeccidn (alto nivel de HSPG) (77).

En este proceso de atravesamiento celular se han visto involucradas diferentes proteinas,
principalmente la proteina similar a la perforina 1 PLP1 (del inglés perforin-like protein 1)
(74), la proteina de micronemas de esporozoitos esencial para el atravesamiento celular
SPECT 1y 2 (del inglés Sporozoite microneme Protein Essential for Cell Traversal) (78,
79), asi como la proteina de atravesamiento celular para ooquinetos y esporozoitos
CelTOS (del inglés Cell Traversal protein for Ookinetes and Sporozoites) (80). Estudios
han descrito que la proteina CelTOS se une al acido fosfatidico en la cara interna de las
membranas plasmaticas de forma que podria facilitar la salida del parasito durante el

atravesamiento celular (81).

Por mucho tiempo se ha descrito que el proceso de invasion a las células hepéaticas esta
mediado por las proteinas CSP y TRAP, las cuales son antigenos claves en el proceso de
invasion del esporozoito. Se ha encontrado que estas proteinas estan inicialmente de
forma intracelular y son posteriormente secretadas sobre la membrana del esporozoito al
momento del contacto con el hepatocito (82). Al parecer en esta etapa, CSP cumple una
funcién adhesiva a la célula hepética (83), mientras TRAP contribuye a la internalizacion
de los esporozoitos (84). Sin embargo, estudios mas recientes han mostrado que un
complejo proteico conformado por las proteinas RON 2, 4 y 5y por la proteina AMA1
(AMA1/RONS), seria clave para la formacion del TJ con el hepatocito (45). Es asi como

algunas investigaciones han tratado de revelar el rol de las proteinas RONs empleando



18 Regiones de union de PfRON4 a eritrocitos y hepatocitos humanos

diversas aproximaciones. Mediante la metodologia de modificacién genética, parasitos con
expresion condicional de RON4 mostraron reducida capacidad de invasion a las células
hepaticas, sugiriendo que RON4 también desempefa un papel importante en el
esporozoito (36). Nuevas investigaciones se han centrado en mostrar que el complejo de
proteinas RONs también se forma en esporozoitos y es importante para la invasion de las
células de las glandulas salivares del mosquito. En este estudio, utilizando anticuerpos
anti-RON4 se logré inmunoprecipitar la proteina AMA1 (45), demostrando que esta
proteina desempefia un papel importante en este estadio del parasito y que el mecanismo

de invasion podria ser conservado en ambos estadios.

De hecho, estudios recientes con el péptido R1, inhibidor de la formaciéon del complejo
AMA1/RONs en merozoitos, han mostrado que este péptido reduce también la actividad
de atravesamiento celular y la invasion a hepatocitos por esporozoitos de P. falciparum,
mostrando que este complejo proteico participa en el proceso de invasién de los
hepatocitos por los esporozoitos (85). Sin embargo, al observar solo una inhibicién parcial
del proceso de invasion del esporozoito, se hizo la busqueda de otras proteinas que
pudieran estar participando en la invasion. Mediante ensayos de interrupcion genética, se
determiné que una proteina denominada ligando de unién a eritrocitos apicales de
merozoito o MAEBL (del inglés Merozoite Apical Erythrocyte-Binding Ligand) con dominios
similares a la proteina AMAL y expresion abundante sobre esporozoitos de P. falciparum
es esencial para el atravesamiento celular y la invasion de los hepatocitos por esporozoitos
(85).

Adicionalmente, se ha visto que el receptor tetraspanina o CD81 (del inglés Cluster of
Differentiation 81) esta relacionado con la entrada de esporozoitos a los hepatocitos
mediante la formacion de una vacuola parasit6fora, pero no se conoce el ligando con el
cual interactla (86). El esporozoito utiliza el motor asociado a la membrana plasmatica que
también impulsa la motilidad de deslizamiento del parasito, similar a como ocurre en
merozoito, para ingresar al hepatocito, donde finalmente se divide por reproduccion
asexual, generando los esquizontes tisulares, los cuales se rompen liberando la etapa

infectiva para los eritrocitos (21).
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2.5 Proceso de invasion del merozoito

El proceso de invasién de los parasitos del género Plasmodium sp. es un proceso complejo
que involucra una serie de etapas consecutivas donde diferentes ligandos del parasito
interactian con receptores sobre la célula hospedera. Se han descrito tres etapas: la unién

inicial, la reorientacion y la invasion (Figura 5).

2.5.1 Unidn inicial y reorientacion.

Inicialmente, el parésito en su forma de merozoito recién liberado al medio extracelular tras
la ruptura del esquizonte, se expone a niveles bajos de potasio, lo que desencadena
liberacién de Ca?"y a su vez promueve la liberacién de moléculas adhesivas hacia la
superficie del merozoito. Estas proteinas median lo que se conoce como la unién inicial,
gue es un conjunto de interacciones débiles y reversibles donde participan principalmente
la familia de proteinas de superficie del merozoito o MSP (del inglés Merozoite Surface
Proteins). Esta familia de proteinas ha sido dividida en aquellas que se anclan a la
membrana mediante un motivo de GPI (del inglés glycosylphosphatidylinositol), dentro de
las cuales estan MSP 1, 2, 4, 5, y 10 y otras proteinas presentes en la superficie como
proteinas periféricas tales como MSP 3, 6, 7 (87). MSP1 es la proteina mas abundante
sobre la superficie del merozoito, la cual establece varios complejos multiproteicos con
otras MSPs (MSP 6 y 7) e incluso con proteinas provenientes de micronemas y roptrias
como la proteina de las roptrias 3, RhopH3 (del inglés Rhoptry Protein 3), y las proteinas
asociadas a las roptrias 1y 2, RAP1 y RAP2 (del inglés Rhoptry Associated Proteins) (88).
Asi mismo, se ha descrito que MSP1 interactia directamente con receptores sobre el
eritrocito como Banda 3, GPA (88, 89) y heparina (90), durante este contacto inicial (Figura
6A).
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Figura 5. Secuencia de eventos de la invasion del eritrocito por el merozoito. Se
muestra que luego del egreso del merozoito tras la ruptura del esquizonte, se activan una
serie de mecanismos que conllevan a diferentes etapas para la invasién del eritrocito.
Inicialmente ocurre la unién inicial mediada por interacciones débiles y reversibles, en
seguida se produce la reorientacion, seguido de la invasion; en esta etapa se lleva a cabo
la formacién del enlace fuerte e irreversible, para el ingreso del parasito a la célula y la
posterior formacion de la vacuola parasitéfora que contendra al parasito durante su
desarrollo. Tomado de (12).

Después de la unidn inicial, el merozoito experimenta lo que se conoce como reorientacion,
un movimiento en el cual el extremo apical de la célula queda en contacto directo con la
membrana del eritrocito (67). Esta etapa involucra la liberacion de otras dos familias de
proteinas, una de ellas deriva de los micronemas y se denominan antigenos de unién al
eritrocito o EBAs (del inglés Erythrocyte Binding Antigens) y la otra familia deriva de las
Roptrias, denominadas proteinas homadlogas de unién a reticulocito o Rhs (del inglés
Reticulocyte-binding Homologue) (91), cuya liberacion al parecer es mediada por la
restauracion de los niveles basales de Ca?* citoplasmatico. Estas proteinas actéian en
conjunto con receptores del eritrocito para llevar a cabo la invasion y pueden estar

involucradas en la utilizacion de rutas alternativas (92) (Figura 6B).

Utilizando enfoques bioquimicos, a través de tratamientos enzimaticos de los eritrocitos
para eliminar determinadas moléculas receptoras sobre la superficie de éstos, asi como
enfoques moleculares de creacion de eritrocitos nulos para ciertos receptores, se han
caracterizado algunas de las interacciones moleculares descritas para las proteinas EBASs,
por ejemplo, se conoce que la proteina PfEBA175 interactia con el receptor GPA (41),
mientras que PfEBA140 lo hace con Glicoforina C, GPC (del inglés Glycophorin C) (93,
94). Para PfEBA181, se sabe que se une a un receptor sensible al tratamiento con

Neuraminidasa y Quimotripsina sobre la membrana del eritrocito, sin embargo, ain no se
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conoce su identidad (95). Finalmente, el ligando de unién al eritrocito EBL1 (del inglés
Erythrocyte Binding Ligand 1), se ha descrito que se une especificamente a Glicoforina B,
GPB (del inglés Glycophorin B) (96).

En cuanto a la familia de proteinas Rhs se conocen cinco miembros denominados: PfRh1,
PfRh2a, PfRh2b, PfRh4 y PfRh5, siendo el dltimo integrante el Unico esencial para la
supervivencia del parasito durante el proceso de invasion (97). Por su parte, los otros
integrantes se han involucrado en funciones cooperativas con los la familia EBA y en la
participacién de rutas alternas de invasiéon (92). Dentro de las interacciones de las
proteinas de esta familia, se conoce que Rh4 interactla con el receptor de complemento
tipo 1 o CR1 (del inglés Complement Receptor type 1) (98) y Rh5 se une a su receptor
Basigina o CD147 (del inglés Cluster of Differentiation 147) (39). De estas interacciones la
gue ha recobrado mayor importancia dentro del proceso de invasion involucra la formacién
de un complejo de la proteina PfRh5 con varias proteinas: la proteina denominada
antigeno protectivo rico en cisteinas CyRPA (del inglés Cysteine-Rich Protective Antigen)
y la proteina RIPR (del inglés Rh5 Interacting Protein) (99-102). Adicionalmente, otros
estudios han identificado una cuarta proteina denominada P113, la cual parece ayudar a
anclar el complejo a la superficie del eritrocito, antes de la interaccion de Rh5 con su
receptor Basigina (103), este complejo es el encargado de formar lo que se conoce como

el pre-TJ.

MSP-1
complex

Tigh junction
Invasion

Union débil y
deformacion
Unién fuerte y deformacion

Contacto inicial

LRON4 [R5

Figura 6. Principales interacciones receptor ligando conocidas en P. falciparum. A.
Contacto inicial, interacciones débiles reversibles entre el merozoito y la membrana del
eritrocito, mediadas por el complejo MSP1. B. Interacciones entre las familias de proteinas
EBAs y Rhs de P. falciparum y receptores sobre la superficie del eritrocito durante la
reorientacion. C. Formacion del enlace fuerte durante la etapa avanzada de invasion,
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donde patrticipan el complejo de proteinas RON y la proteina AMAL. Figura tomada y
modificada de (40).

2.5.2 Formacion del TJ e invasion

El proceso de reorientacion da paso a la etapa de liberacién de proteinas desde las
roptrias, evento que a su vez permite la generacion de interacciones proteina-proteina que
han sido ampliamente descritas y que son indispensables pues dan paso a la formacién
del TJ, una estructura generada entre las membranas del merozoito y el eritrocito (104).
Posterior a su formacién, el TJ migra desde el polo apical del parasito hasta su extremo
posterior, por dicha razén se ha denominado también como uniéon mavil o MJ (del inglés
Moving Junction) (14). Dicha interaccién es irreversible y se ha descrito como movil, puesto
gue le permite al parasito impulsarse hacia el interior del eritrocito. Este mecanismo esta
mediado por el motor de actina-miosina anclado al complejo de membrana interna o IMC
(del inglés Inner Membrane Complex), que permite la formacién de un anillo en el enlace
fuerte detras del complejo formado por las proteinas RONs y AMAL, permitiendo el ingreso

del merozoito al eritrocito (42).

Se sabe que la proteina AMA-1 es liberada desde los micronemas, y translocada a la
superficie del merozoito antes del inicio de la invasion (105). De esta manera, se ha
mostrado que la formacién del enlace fuerte, es una etapa crucial del proceso de invasion
a la célula hospedera, que al ser interrumpido puede evitar la invasion a la célula blanco
(19). Se ha descrito que a partir del cuello de las roptrias se secretan las proteinas RONSs,
las cuales forman un complejo que se inserta en la membrana del eritrocito por medio de
sefiales aln desconocidas (43). Aunque no es claro cémo ocurre el exporte de estos
antigenos, estudios de inmunofluorescencia han mostrado la presencia de RON4 en el
anillo deslizante durante la formacién del MJ (36). La proteina RON2, es liberada desde el
cuello de las roptrias y forma un complejo con las proteinas RON4 y RON5, asociandose
a la cara citoplasmatica del eritrocito, donde quedan inmersas en la membrana mientras
RONZ2 queda expuesta sobre la superficie, para posteriormente interactuar con la proteina
AMAL1 presente en la superficie del merozoito (14, 20) (Figura 6C). Esta interaccion ocurre
entre una region de AMA1 que forma un bolsillo hidrofobico entre el Dominio | y Il, el cual
es el sitio de uniébn a RON2 (104). Experimentos de inhibicioén de la formacion del complejo
AMA1/RONs mediante anticuerpos (16, 19, 106), o péptidos de RON2 (104) han

demostrado que la interrupcion de este complejo evita la invasion de los merozoitos,
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demostrando la importancia de las proteinas que participan en complejo durante la entrada

del parasito a los eritrocitos.

Finalmente, tras la formacién del enlace fuerte y la introduccion del parasito dentro del
eritrocito, otras proteinas provenientes principalmente del bulbo de las roptrias y de los
granulos densos son excretadas para formar una estructura que se conoce como vacuola
parasitéfora. En este proceso, algunas enzimas proteoliticas como Subtilisina-1 (SUB-1),
acttan procesando algunas proteinas del parasito que ayudan a su mantenimiento (107).
La vacuola parasitéfora es una estructura que protege al parasito y le genera un ambiente
Optimo para el desarrollo de los merozoitos (17, 108). Cuando el MJ ha migrado de forma
completa a la parte posterior del merozoito, la vacuola parasitéfora se cierra, permitiéndole
al parasito iniciar el proceso de replicacion, a fin de perpetuar el ciclo asexual generando

multiples merozoitos, los cuales ciclo tras ciclo invadiran nuevos eritrocitos (49).

2.6 Métodos de control contra la malaria por P.
falciparum

En la lucha contra la malaria, diferentes estrategias han sido utilizadas para tratar de
controlar la enfermedad. Diversas formulaciones han sido postuladas para tal fin,
incluyendo vacunas dirigidas contra la fase pre-eritrocitica, que previenen la infeccion;
otras dirigidas contra la etapa sanguinea que limitan la infecciéon o enfoques que buscan
bloquear la transmisién (109). Sin embargo, las formulaciones que mayor interés han
despertado hasta el momento son las dirigidas contra la etapa pre-eritrocitica. Dentro de
esta categoria, se han utilizado esporozoitos atenuados, ya sea por radiacion o por
manipulaciéon genética (110, 111), vacunas basadas en vectores virales (112) y vacunas
basadas en proteinas recombinantes (113). Uno de los principales antigenos que ha sido
utilizado en formulaciones basadas en subunidades es CSP, por ejemplo, RTS,S y R21
gue han mostrado grados de proteccion variables (114, 115), sin embargo, los resultados
obtenidos hasta ahora muestran que las vacunas basadas en organismos completos o
subunidades que involucran una sola variante del parasito no son suficientes para cubrir
su amplia diversidad genética (116). Por ello, en la biusqueda de soluciones a esta alta
diversidad, enfoques han sugerido el desarrollo de vacunas a partir de subunidades
derivadas no de una, sino de varias de las proteinas que participen en la invasion del

parasito, y que sean provenientes de varias cepas circundantes, teniendo en cuenta
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también las diferentes etapas de desarrollo del parasito, caracteristicas que en conjunto
podrian evitar todos los obsticulos hasta ahora encontrados (28). Este enfoque, por lo
tanto, busca identificar regiones conservadas (cHABPsS) que son importantes a nivel
funcional en las proteinas que participan en la invasion de las células hospederas, lo cual
hasta ahora ha permitido identificar varias proteinas en merozoito (25) y esporozoito (26)
gue tienen capacidad de interactuar con la célula hospedera y, adicionalmente, han
permitido establecer algunos principios clave para el desarrollo de vacunas a partir de
péptidos sintéticos (27, 28). Estos principios se basan en las observaciones obtenidas en
los estudios de inmunizacion realizados, en los cuales se observé que los cHABPs son
pobremente inmunogénicos y por lo tanto no son capaces de inducir respuesta protectora
en el modelo de primates del género Aotus. Por otro lado, los HABPs que presentan
variabilidad en su secuencia mostraron ser capaces de inducir una respuesta inmune
especifica de cepa (31). Para solucionar este problema, se realizaron estudios de la
relacion estructura-funcién, que permitieron determinar que los residuos criticos de los
cHABPs que participan en la union a eritrocitos debian ser reemplazados por otros con
masa, volumen y superficie similares, pero con una polaridad opuesta, para volverlos
inmunogénicos y que induzcan proteccion (27). Estos cambios permiten un mejor acople
del péptido en el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II) (46), permitiendo
obtener mas de 100 moléculas que actualmente son candidatos clave para el desarrollo

de una vacuna multiantigeno (31).



3.Planteamiento del problema

En Colombia y en muchas otras zonas tropicales y subtropicales del mundo donde se
desarrolla el mosquito Anopheles spp (56), la malaria representa un serio problema de
salud publica; solo en el 2020 se registraron 241 millones de casos alrededor del mundo,
y 627.000 mil muertes, con la mayoria de los casos concentrados en el continente africano,
y la mayoria de estos fueron causados por P. falciparum (2). Estas cifras no son ajenas a
las encontradas en el territorio colombiano, donde para el afio 2021, se reportaron mas de
70.000 casos, con una importante participacion de P. falciparum, siendo la causa de casi
el 50% de las infecciones. En Colombia, para el afio 2021, la mayoria de los casos
registrados (76,3%) se presentaron en los departamentos de Chocé, Narifio, Antiogquia y
Coérdoba (3). Adicionalmente, la mayor parte de los casos complicados a nivel clinico y que

conllevan a mortalidad estan asociados también con esta especie del parasito (4).

Los métodos de control contra esta enfermedad se han basado principalmente en el
desarrollo de farmacos que ayuden al control de la infeccion, con el fin de evitar su
progresion a enfermedad grave o fatal y el aumento de casos (5), asi como estrategias
para el control del mosquito vector (8). Sin embargo, a menudo se encuentran cepas
resistentes a los tratamientos disponibles (6), que hacen cada vez mas dificil mantener
bajo control las infecciones en los diferentes territorios. Otros enfoques que buscan una
solucion mas duradera y eficaz, se han inclinado por el desarrollo y formulacion de
vacunas, sin embargo, el camino para alcanzar este objetivo es aun incierto (9). Por el
momento, la mayor dificultad es el discernimiento de la compleja red de interacciones que

se generan entre las células hospederas y las proteinas del parasito.

En P. falciparum se han descrito una gran cantidad de proteinas y diversas investigaciones
han tratado de determinar su funcion. En este grupo resaltan las proteinas tanto de
superficie, como las provenientes de los organulos especializados del parasito. Dentro de

estas Ultimas, las proteinas localizadas en el cuello de las roptrias (RONs) que son
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liberadas y exportadas a la superficie de la célula hospedera durante un importante paso
del proceso de invasion, se destacan por participar dentro del complejo que da lugar al TJ.
Si bien se ha descrito que PFRON2 interactia directamente con AMAL (24, 43, 104) y que
PfRONS contiene regiones claves que interactian con células hospederas (117), aln se
desconoce si PfRON4 (el mayor componente del TJ) puede jugar un rol clave en la
adhesion a la célula hospedera durante la formacion del TJ y si tales regiones tienen
capacidad de bloquear el proceso de invasion a la célula hospedera. Hasta el momento,
se conoce que PfRON4 ha demostrado ser refractario a delecién genética (22), que es
importante para la invasion en ambos estadios del paréasito (36) y se ha descrito que en
otros parasitos como P. vivax, interactla especificamente con reticulocitos CD71*CD45
(118). Por lo tanto, este trabajo de investigacién estuvo orientado a incrementar el
conocimiento basico de la participacion de PfRON4 en el proceso de invasion de los
eritrocitos y los hepatocitos humanos, en busca de nuevas regiones con potencial para ser

incluidas en una vacuna multiantigeno, multiestadio contra la malaria por P. falciparum.



4.Pregunta de investigacion

¢, Cudles son las regiones conservadas de la proteina RON4 de Plasmodium falciparum
gue interactian especificamente con hepatocitos y eritrocitos humanos y son capaces de

inhibir la invasion de los merozoitos a la célula blanco?



5.Justificacion

La malaria es una enfermedad causada por microorganismos del género Plasmodium sp.,
un pardsito que se desarrolla a través de un complejo ciclo de vida, que involucra multiples
estadios y que expresa una gran variedad de antigenos, que le permiten mantener su
mecanismo de invasion y generar estrategias de evasion al sistema inmunolégico (10, 12,
13); por esta razoén, esta enfermedad sigue ampliamente distribuida y afecta a millones de

personas a nivel mundial (48).

Estrategias para el control de la infeccidn por parasitos del género Plasmodium sp. han
sido propuestas desde multiples escenarios (6-9), sin embargo, la falta de una solucién
definitiva a esta problematica a nivel de salud publica, conlleva a que se mantengan e
intensifiquen los esfuerzos por conocer a mayor profundidad los mecanismos de invasion
y evasion (10) y la compleja red de interacciones receptor-ligando que le han permitido al
parasito hasta el momento mantener el nivel de contagio y propagacion de la infeccion (14)
burlando todas las estrategias de control hasta ahora propuestas. Por lo anterior, cada vez
se le presta una mayor atencion a la identificacion, descripcion y caracterizacion de los
antigenos del parasito y a los receptores de las células hospederas que participan en las
interacciones criticas, para que el proceso de invasion se produzca de forma correcta (12,
13).

La proteina PfRON4 ha demostrado ser esencial en el proceso de invasion, ademés de
estar presente en ambos estadios del parasito P. falciparum: el esporozoito (36, 45) y el
merozoito (14), lo que la hace un candidato ain mas importante puesto que métodos de
control contra esta proteina estarian dirigidos contra ambas etapas, afectando el desarrollo
del parasito desde dos frentes diferentes y, por consiguiente, una mayor posibilidad de
obtener una solucion efectiva frente a las infecciones. Distintos enfoques han sido

abordados en busqueda de estrategias para la evaluacion de la funcién de las proteinas
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del parésito; la aplicacibn de técnicas moleculares combinadas con aproximaciones
bioinforméticas ha permitido obtener informacion acerca de las regiones conservadas de
las proteinas que podrian desempefiar funciones indispensables para el parasito y por
consiguiente ser los blancos de accion perfectos para inhibir la entrada del parasito a la
célula hospedera. La evaluacion de las proteinas completas, requiere la expresion de estas
proteinas de forma recombinante o su purificacion desde cultivo, lo que conlleva a una
enorme cantidad de trabajo y muchas veces trae consigo dificultades en su obtencién
(119). Es asi como los péptidos cortos, derivados de las secuencias conservadas de
diversas proteinas que participan en los procesos de invasion del parasito a su célula
hospedera, aparecen como una opcion util y han sido utilizados para identificar las regiones
minimas de unién de estas proteinas (25, 26). Adicionalmente, los analisis estructurales y
funcionales de los HABPs han permitido mediante cuidadosas modificaciones, mejorar las
caracteristicas inmunoldgicas de estas moléculas para convertirlas en potenciales
candidatos a vacunales (28, 46). Por lo tanto, los estudios encaminados a la comprensién
del rol de estos antigenos en el complejo ciclo de invasién del parasito a su célula
hospedera, no solo contribuiran a revelar la funcion del antigeno, sino que ademas son un
punto de partida indispensable para el desarrollo de métodos de control contra P.
falciparum. Por esta razon, en este trabajo se evalué la capacidad de unién de péptidos
cortos de 20 residuos de aminoé&cidos, derivados de la regién conservada de la proteina
RON4 de P. falciparum a células HepG2 y a eritrocitos humanos y su capacidad de

inhibicion de la invasion.



6.0BJETIVOS

6.1 General

Determinar las regiones minimas de interacciéon especifica de la proteina RON4 de
Plasmodium falciparum a eritrocitos y hepatocitos humanos, y su capacidad de inhibicion

de la invasion.

6.2 Especificos

6.2.1 Identificar los péptidos de la proteina PfRON4 que presentan alta capacidad de unién

a eritrocitos y hepatocitos humanos.

6.2.2 Caracterizar la interaccion de los péptidos de PfRON4 que presentan alta capacidad

de uniodn a eritrocitos y hepatocitos humanos.

6.2.3 Evaluar la habilidad de los péptidos de PfRON4 que presentan alta capacidad de

union a eritrocitos de inhibir el proceso de invasién en el estadio intraeritrocitico.
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Figura 7. Diagrama de la metodologia planteada. Se muestra la metodologia planteada
para el cumplimiento de cada objetivo (1, 2 y 3).

Para resolver el objetivo 1, se llevaron a cabo las siguientes actividades:
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7.1 Andlisis de la actividad de unién de PFfRON4 a las
células

7.1.1 Analisis y seleccion de laregion conservada de PfRONA4.

Para la seleccién de la region conservada de la proteina RON4 de P. falciparum se utilizo
la secuencia de aminoacidos de la cepa 3D7 depositada en el PlasmoDB
(https://plasmodb.org/plasmo/) con numero de acceso PF3D7_1116000 como anzuelo
para la busqueda de secuencias de PfRON4 en otras cepas de P. falciparum mediante la
herramienta BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) dentro de la base de
datos del NCBI (del inglés National Center for Biotechnology Information). Las secuencias
encontradas fueron alineadas utilizando el programa ClustalW disponible en https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html. Estos alineamientos
fueron analizados y se seleccioné la region que presentd menor cantidad de polimorfismos,

esta regiéon fue denominada: region conservada de la proteina PfRON4 (PfcRON4).

7.1.2 Sintesis de péptidos de PfRON4 y radio marcaje.

Péptidos de 20 residuos de longitud derivados de PfcRON4 de la cepa 3D7
(PF3D7_1116000) fueron sintetizados por el grupo funcional de sintesis quimica de la
Fundacion instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC). Estos péptidos fueron
sintetizados utilizando la estrategia de aminoacidos t-Boc y resina de p-
metilbenzhidrilamina (0,5 mequiv/g, Bachem), siguiendo la metodologia de sintesis de
péptidos multiples en fase sélida (120, 121). Los péptidos fueron purificados mediante RP-
HPLC (del inglés Reverse-phase High Performance Liquid Chromatography) y analizados
por espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics) (del inglés Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization-Time Of Flight). A aquellos péptidos que no contenian tirosina
en su secuencia, se les adicion6 durante la sintesis al extremo carboxi-terminal para
permitir su marcacién con Na'?l (Yoduro de sodio 125). Cada péptido fue nombrado con

un codigo serial asignado por el grupo funcional de sintesis quimica.

Para el proceso de radiomarcacion se utilizaron 10uL de cada péptido (1mg/mL) y se
incubaron con 3uL de Na*?®| (100 mCi/mL; ARC) y 15uL de cloramina T (2,75mg/mL) como
agente oxidante de la reaccion. La reaccion se detuvo después de 15 minutos afiadiendo
15uL de metabisulfito de sodio (2,3mg/mL). Los péptidos radiomarcados se separaron

mediante cromatografia de exclusion por tamafio en una columna de Sephadex G-10
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(Pharmacia). A continuacion, cada fraccion eluida se analizé en un contador gamma

(Packard Cobra Il) para determinar la marcacion.

7.1.3 Ensayos de union de péptidos de PfcRON4 a eritrocitos y
células HepG2.

» Tamizaje: Una solucién de eritrocitos humanos al 20% previamente lavados o
1,2x10° de células HepG2, se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 2
horas con diferentes concentraciones de cada péptido radiomarcado (0-1,8uM) en
ausencia (unién total) o presencia (unibn no especifica) del mismo péptido no
radiomarcado (~36uM, es decir cerca de 20 veces mas concentrado que el
radiomarcado) en un volumen final de 200uL. Después de la incubacién, en el caso
de los eritrocitos, éstos fueron lavados dos veces con buffer HBS (solucion salina
tamponada con &cido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)] etanosulfénico [HEPES])
(del inglés HEPES Buffer Saline) para retirar el péptido no unido y la radiacion
asociada a la célula se cuantificd en un contador gamma. En el ensayo con células
HepG2, las células fueron recuperadas por centrifugacién a 7500 rpm (revoluciones
por minuto) durante 5 minutos sobre un gradiente de 60:40 dioctil phthalate/dibutil
phthalate (1.015g/mL). Por ultimo, la cantidad de péptido radiomarcado que se unié
a las células se cuantificé en el contador gamma. En los ensayos de tamizaje se
realizaron tres replicas independientes para cada péptido y los péptidos que
obtuvieron resultados iguales o mayores al 2% en el primer tamizaje, fueron

confirmados por medio de un segundo tamizaje.

Los HABPs fueron definidos como aquellos péptidos que presentaron una
pendiente en la curva de unién especifica mayor o igual al 2% de acuerdo con
criterios establecidos previamente (25, 122). La curva de actividad de union
especifica fue construida a partir de la resta de las curvas de union total menos la

actividad de union inespecifica utilizando concentraciones logaritmicas crecientes.

7.2 Caracterizacion de la interaccion de los péptidos con
alta capacidad de union.

Para el desarrollo del objetivo 2, se realizaron los siguientes ensayos:
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7.2.1 Saturacion

Ensayos de union modificados fueron realizados para determinar las constantes de unién

en el equilibrio y la cooperatividad de la interaccion HABPs-eritrocitos 0 HABPs-HepG2.

Brevemente, una soluciéon de eritrocitos al 15% o 1x10° células HepG2 fueron incubadas

con concentraciones crecientes de cada uno de los HABPs radiomarcados (0-4500nM) en

ausencia o presencia del mismo HABP, pero no radiomarcado (cerca de 10 veces mas

concentrado que el radiomarcado). Las muestras fueron incubadas durante 90 minutos a

TA y al finalizar la incubacion la union se cuantifico de la misma forma que en el

procedimiento de tamizaje. Los datos experimentales fueron utilizados asumiendo un

modelo de unién 1:1. A partir de estos analisis se determiné la constante de disociacion

(kD),

coeficientes de Hill y el nUmero de sitios de unién por célula (123, 124).

7.2.2 Ensayos de tratamiento enzimatico

= Evaluacion de la viabilidad celular de eritrocitos y hepatocitos humanos
tratados enziméticamente: Para evaluar si los tratamientos enzimaticos afectan la
viabilidad celular de los eritrocitos y hepatocitos humanos, inicialmente se realizé el
tratamiento de las células de la siguiente manera: los eritrocitos fueron tratados con
guimotripsina, tripsina y neuraminidasa. Brevemente, una suspension de eritrocitos
al 60% se incubod a 37°C durante 60 minutos con neuraminidasa (150puU/mL; ICN
900-67-6), tripsina (1 mg/mL; Sigma T-1005) o quimotripsina (1mg /mL; Sigma C-
4129). Luego del tratamiento, los eritrocitos se lavaron dos veces mediante
centrifugacion con PBS1X a 2.500 rpm durante 5 minutos. En el caso de las células
HepG2, un total de 1,2x10° células fueron tratadas enzimaticamente con 500uU/mL
de Heparinasa | (H1), Heparinasa Il (H2), Condroitinasa AC (CAC) 6 Condroitinasa
ABC (CABC) a 37°C durante 90 minutos. Luego de la incubacién a 37°C las HepG2
fueron lavadas con PBS1X para eliminar la enzima. Para evaluar la viabilidad celular,
las células HepG2 se les agreg6 2uL de una solucion de yoduro de propidio 50mM
(BD Pharmingen) y en el caso de los eritrocitos, éstos fueron incubados con calceina-
AM (SIGMA) a una concentracion final de 5uM por 30 minutos a 37°C. Después del
tiempo de incubacion, se realizaron lavados con PBS y se leyeron 30.000 eventos
en un citbmetro FACSCanto Il (BD Bioscience). Como control de viabilidad se
utilizaron las mismas células sin tratamiento enzimético. Los resultados fueron

analizados en el software FlowJo-V10. Adicionalmente, con los datos obtenidos en
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citometria, se calcul6 el porcentaje de viabilidad celular para cada poblacion y se
realiz6 un andlisis estadistico ANOVA de una via, utilizando el software estadistico
GraphPad Prism 7.00 para evaluar la diferencia entre de la viabilidad de las células
tratadas y los controles no tratados.

= Ensayos de union con células tratadas con enzimas: La actividad de unién
especifica de los HABPs se evalud en un ensayo de unidn con eritrocitos tratados
con diferentes enzimas (tripsina, quimotripsina y neuraminidasa), como se
menciond en el apartado anterior. Para ello, luego del tratamiento enzimético, se
realizaron ensayos de union de cada uno de los HABPs utilizando la misma
metodologia mencionada en el tamizaje. Eritrocitos no tratados se utilizaron como

control positivo de interaccion y fueron tomados como el 100% de union.

De igual forma, se determiné la unién especifica de los HABPs a células HepG2
tratadas con H1, H2, CAC 6 CABC. Luego del tratamiento enzimético, las células
fueron incubadas con cada uno de los HABPs que interactian con células HepG2.
La actividad de union fue medida como se mencioné en los ensayos de tamizaje.
Células no tratadas fueron utilizadas como control positivo de interaccion vy, al
igual que en los tratamientos de los eritrocitos, la unién obtenida con las células
no tratadas fue tomada como el 100% de unién. Este valor fue utilizado como
punto de comparacion para evaluar la diferencia estadistica en la unién de los
HABPs a las correspondientes poblaciones celulares tratadas enzimaticamente;
para ello, los datos representados en porcentaje de unién se sometieron a un

analisis en el software GraphPad Prism 7.00.

7.2.3 Ensayos de competencia

Estos fueron realizados entre los HABPs de unién a eritrocitos que presentaron perfiles de
union similares en el tratamiento enzimético y/o kDs similares. Para esto, los HABPs
(42480, 42505 y 42513) radiomarcados fueron individualmente incubados en
concentraciones constantes (~0,45uM) durante 90 minutos con una solucién de eritrocitos
al 20% en presencia del otro HABP no radiomarcado a diferentes concentraciones (O-
30uM). Las células fueron lavadas y la cantidad de péptido radiomarcado que se unio a las

células se cuantificd en el contador gamma, como se describidé anteriormente.
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7.3 Cultivo de P. falciparum y ensayos de inhibicion.

Para resolver el tercer objetivo se realizaron las siguientes actividades:

7.3.1 Cultivo y mantenimiento de P. falciparum FCB2.

La etapa sanguinea de la cepa FCB2 de P. falciparum fue cultivada en eritrocitos humanos
grupo sanguineo “O” positivo obtenidos de donantes sanos, con un hematocrito final del
4%. Como base de crecimiento se utiliz6 medio RPMI 1640 (del inglés Roswell Park
Memorial Institute) (Gibco), enriquecido con HEPES 25mM, glucosa al 5%, hipoxantina
1mg/mL, sulfato de gentamicina 40ug/mL y 10% de plasma “O” positivo, con un pH de 7,4.
El cultivo se mantuvo en incubacion a 37°C en atmdsfera de O; al 5%, CO, al 5% y N al
90%.

Cada 48 horas, el desarrollo de los parasitos fue verificado mediante observacion
microscopica de extendidos tefiidos con Giemsa o mediante microscopia de fluorescencia
(Olimpus BX51) con naranja de acridina. Asi mismo, se realizé el cambio de medio y la
suplementacion con eritrocitos frescos hasta alcanzar una parasitemia mayor o igual al
5%. Luego de alcanzar la parasitemia, se realizo la sincronizacion del cultivo como ha sido
descrito previamente (125). Brevemente, mediante observacion microscoépica se determiné
el momento en el cual predominaban las formas jovenes del ciclo de desarrollo del parasito
(anillos y trofozoitos jovenes) y el pellet de eritrocitos fue recuperado por centrifugacion,
se elimind el sobrenadante y se agregaron 10mL de sorbitol al 5% por cada mL de pellet
celular, la mezcla fue incubada por 10 minutos a 37°C en bafio maria, permitiendo la
ruptura de las formas maduras. Pasado el tiempo de incubacién, se centrifugé a 2.300 rpm,
se retird el sorbitol y los detritos celulares con pipeta. Posteriormente, el pellet fue lavado
con 5mL de medio RPMI incompleto (sin plasma), y finalmente se suspendié en medio de
cultivo RPMI completo (con 10% de plasma “O” positivo), enriquecido con eritrocitos
frescos para alcanzar un hematocrito final del 4%. Posteriormente, se realizé observacion
microscdOpica de una muestra del cultivo para determinar la parasitemia final y la presencia
de formas jovenes. Este proceso fue repetido pasado un ciclo de crecimiento del parasito

(aproximadamente 48 horas), para lograr un mayor grado de sincronizacion.
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7.3.2 Evaluacion del efecto hemolitico de los HABPs

A fin de determinar si los HABPs poseen actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos, y
poder validar su utilizacion en los ensayos de inhibicién de la invasién, un ensayo de
hemolisis se desarrollé de la siguiente manera. Eritrocitos humanos previamente lavados
con PBS1X fueron utilizados para preparar una suspension al 5%. 100uL de esta
suspension y 100uL de los péptidos a una concentracion final de 200uM fueron agregados
en placas de 96 pozos por duplicado e incubados por 4h a 37°C. Como control positivo de
hemodlisis se utilizaron 100uL de eritrocitos al 5% con 100uL de Triton X-100 al 0,1% en
PBS (v/v) y como control negativo eritrocitos en PBS1X. Cumplido el tiempo de incubacion,
la placa fue centrifugada 5 minutos a 2000 rpm, se recuper6 el sobrenadante y se midio la
absorbancia a 460nm en un espectrofotémetro Multiskan GO (Thermo Scientific). El rango
de 0 y 100% de hemodlisis se determiné con los controles (negativo y positivo,
respectivamente) y para cada ensayo se realizaron tres réplicas independientes. Para

calcular el porcentaje de hemdlisis se utilizo la siguiente férmula:

(absorbancia de la muestra — absorbancia del Control Negativo) 100

% H lisis =
o HemOolsis (absorbancia del Control Positivo — absorbancia del Control Negativo )

7.3.3 Ensayos de inhibicion de la invasion

Al cultivo de la cepa FBC2 de P. falciparum previamente sincronizado, se le permitio
avanzar hasta el estadio de anillo (~10-18 horas), se determind la parasitemia y se ajusto
a una parasitemia final del 1% y un hematocrito final del 4%. Utilizando una placa de 96
pozos, se realiz6 el montaje por triplicado utilizando dos concentraciones finales diferentes
(200uM y 100uM) para cada uno de los péptidos (ya sea HABPs o controles), se agregaron
50puL del parasito previamente preparado a cada pozo (volumen final de 100uL), se gasificd
la cAmara para obtener la atmésfera 6ptima para el crecimiento (O; al 5%, CO; al 5% y N2
al 90%) y se incubd a 37°C por 48 horas. Como control de crecimiento se cultivé el parasito
en las mismas condiciones en ausencia de péptidos (PBS1X) y como controles de
inhibicion se utilizé el HABP 4313 derivado de PfAMAL1l (126), a las mismas

concentraciones de los péptidos evaluados y EGTA a una concentracion de 100 y 50uM.

Al completar el tiempo de incubacion se evalud la presencia de formas jovenes del parasito
en el control positivo mediante microscopia de fluorescencia con naranja de acridina. Para

determinar el porcentaje de inhibicion de la invasion se utilizé citometria de flujo. Para esto,
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la placa de 96 pozos fue centrifugada a 1000 rpm por 2 minutos a TA, se descart6 el
sobrenadante, se lavd una vez con PBS1X y luego a cada pozo se le agregaron 50uL de
marcador Syber Green (SIGMA) para una concentracion final de 1X y se incub6 a 37°C
durante 30 minutos protegido de la luz. Completado el tiempo, se lavé dos veces con PBS
filtrado 1X y el pellet fue resuspendido en 0,5mL de PBS filtrado con glutaraldehido al
0,25% vy se realizd la lectura en un citometro de flujo BD FACS Canto Il (excitacion a
488nm, emisién a 520nm), con la adquisicion de 50.000 eventos. Adicionalmente, se
realizaron ensayos de inhibicion con mezcla de péptidos a una concentracion final de
200uM, para evaluar posibles mejoras en la capacidad inhibitoria de los HABPs derivados
de PfRONA4. Los resultados fueron analizados en el Software FlowJo-V10 de analisis de
citometria. Los datos crudos obtenidos en este ensayo fueron el producto de tres réplicas
independientes para cada péptido. Para la obtencién de los resultados finales se realizo
un andlisis de los datos obtenidos en el software FlowJo-V10 mediante el programa
estadistico GraphPad Prism 7.00, donde se aplicoé un analisis de varianza y normalidad de
los datos y un analisis mediante ANOVA de una via con comparaciones mdultiples entre los
porcentajes de inhibicién de la invasion de los HABPs versus los controles no-HABPs y

entre los HABPs individuales versus las mezclas en las mismas concentraciones molares.

7.4 Consideraciones éticas del material proveniente de
humanos utilizado en los ensayos

Esta investigacion se clasifica como una investigacion con riesgo minimo, segun lo
establecido en el articulo 11 de la resolucién 8430 de 1993, del Ministerio de Salud.
Durante la investigacion se empled sangre total humana. Todos los donantes de las
muestras de sangre total que fueron utilizadas en este estudio firmaron un formulario de
consentimiento informado después de recibir informacion detallada sobre los objetivos del
estudio y sobre el procedimiento de la toma de muestra sanguinea, cuya informacion esta
consignada en el consentimiento informado de donantes de muestras de sangre, que se
encuentra adjunto como un anexo al documento de tesis (Anexo A). Todos los datos fueron
tratados de acuerdo con la Ley 1581 de 2012 de Proteccion de Datos Personales, al

Decreto 1377 de 2013, y a las demas normas concordantes.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética de la FIDIC. Se declara

gue no existen conflictos de interés.



8.Resultados

8.1 Analisis y seleccidon de laregion conservada

PfRON4 es una proteina soluble de 1201 residuos de aminoéacidos codificada por un gen
de tres exones. Hacia la regidbn amino-terminal contiene un péptido sefial, regiones de baja
complejidad conformadas por varias copias en tindem de dos secuencias de repeticiones
imperfectas y un extremo carboxi-terminal rico en cisteinas (22). Aungue no se han llevado
a cabo estudios de polimorfismo especificamente en el gen pfron4, estudios previos en
pvron4 han mostrado una baja diversidad genética respecto a polimorfismos de nucle6tido
tnico o SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphisms). Sin embargo, se han
encontrado una alta cantidad de haplotipos, debido a las repeticiones en tandem
localizadas hacia el extremo amino-terminal, que probablemente estan involucradas en la
evasion de la respuesta inmune (127). Teniendo en cuenta este antecedente, para el
desarrollo del primer objetivo inicialmente se realizé un alineamiento mdultiple entre 16
cepas de P. falciparum. Este alineamiento permitié seleccionar una regiéon conservada
entre los nucleétidos 1558 al 3603, que contiene s6lo cambios minimos en las posiciones
2171, 2277 y 2913, que a nivel de aminoacidos se traduce Unicamente en un cambio no
sinénimo de un acido glutdmico por una glicina en la posicion 724 D/G. Esta region codifica
para la secuencia de aminoacidos comprendida entre los residuos °2°T al 1?°'L (Anexos B

y C), de la proteina RON4 de P. falciparum. (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de PFRONA4. En rojo se muestra el péptido sefial
(PS) comprendido entre los aminoacidos 1-22 segun analisis en la plataforma SignalP —
version 6.0. Seguido del PS se encuentra una region de baja complejidad, conformada por
varias copias de dos regiones de repeticiones peptidicas. En verde se muestra la region
conservada seleccionada en el andlisis informatico (PfcRON4). Esta contiene sé6lo un
cambio dimorfico en la posicion 724 sefialado en amarillo. Los residuos de cisteina
conservados se muestran como lineas rojas punteadas y los HABPs como barras negras,
con su respectiva etiqueta.

8.2 Péptidos derivados de PfcCRON4 se unen a eritrocitos
humanos y a células HepG2.

La region conservada de PfRON4 fue sintetizada quimicamente en 32 péptidos
secuenciales de 20 residuos de aminoacidos, estos péptidos fueron radiomarcados con
Na'?®l, para luego ser probados en un ensayo inicial de unién altamente robusto sensible
y especifico, que permitié obtener secuencias que se unen con alta afinidad y especificidad
a las células hospederas (eritrocitos y células HepG2). La union especifica de cada péptido
a su respectiva célula fue obtenida por la diferencia entre la curva de union total (union del
péptido radiomarcado) y la curva de unién no especifica o inhibida (unién del péptido
radiomarcado en presencia del mismo péptido no radiomarcado). Péptidos con curvas de
unién especifica con pendientes mayores o iguales al 2% fueron considerados como
HABPs, segun criterios previamente establecidos (25). Este valor se tom6 basandose en
gue la relacién del péptido unido especificamente con el péptido afiadido es directamente
proporcional a la constante de afinidad y al nimero de receptores del péptido en los
eritrocitos o en la célula hospedera (capacidad de union) (25, 128). Los péptidos evaluados
mostraron varios comportamientos en el ensayo de tamizaje: Péptidos que no se unen a
las células, presentando curvas de union total y no especifica con pendientes muy bajas y
como consecuencia uniones especificas cercanas a cero. Estos péptidos son
denominados como péptidos con baja actividad de union o LABP (del inglés Low-Activity
Binding Peptides) (Figura 9 A, tamizaje del péptido 42504 a eritrocitos y Figura 9 D tamizaje
del péptido 42511 a células HepG2). El segundo comportamiento estd dado por péptidos
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gue presentaron curvas de union total e inespecifica con pendientes elevadas, pero con
uniones especificas bajas (0-1,9%), éstos son denominados no-HABPs y son
representados como se muestra en la grafica de tamizaje para el péptido 42512 a
eritrocitos (Figura 9 B) y del péptido 42469 a células HepG2 (Figura 9 E) vy, finalmente,
péptidos que presentaron curvas con uniones totales elevadas y uniones no especificas
bajas y, como consecuencia, curvas de unién especifica mayores o iguales a 2%, como en
el caso del tamizaje del péptido 42477 a eritrocitos (Figura 9 C) y del péptido 42480 a

células HepG2 (Figura 9 F).
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Figura 9. Comportamiento de union de los péptidos derivados de PfcRON4. Los
péptidos fueron radiomarcados con Na'®| y se utilizaron para realizar ensayos de unién
con eritrocitos o células HepG2 en ausencia (union total-linea azul) o presencia del mismo
péptido no radiomarcado (unién inhibida-linea roja). Se obtuvo una curva de union
especifica (linea verde) a partir de la resta de las dos curvas anteriores. A y D muestran
las curvas de union de los péptidos 42504 (eritrocitos) y al 42511 (hepatocitos)
denominados LABP. Las figuras B y E corresponden a péptidos que presentan curvas de
union total e inhibida elevadas, pero con curvas especificas muy bajas, denominandose
no-HABPs. Por altimo, los péptidos 42477 (eritrocitos) y 42480 (hepatocitos) representan
los comportamientos tipicos de un HABP. Los datos se muestran como los valores medios
de tres experimentos independientes.

En general los ensayos de union a eritrocitos permitieron identificar cinco HABPs
denominados: 42477, 42479, 42480, 42505 y 42513 que se localizaron entre los residuos
800 y 1159 del extremo carboxi-terminal. Por su parte, los ensayos de unién a células
hepaticas (HepG2) mostraron que los péptidos 42477 y 42480 se unieron de forma
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especifica a la membrana de las células HepG2, localizandose entre los residuos 800-879.
El resumen de los resultados de union especifica de cada péptido con cada poblacién

celular se muestra en la figura 10.

Caodigo (%) Unidén especifica a GR Humanos (%) Unién especifica a células HepG2

péptido Secuendade PFRON4 2 4 2 4

2 | P HAGREDOQYDS DI L NSEGSDDA ™

Figura 10. Perfil de union de los péptidos derivados de PfRON4. Se muestra la
secuencia de cada péptido de 20 residuos. Las regiones completamente conservadas (sin
ningn cambio a nivel de aminoacidos) estan representadas en verde, mientras que
péptidos que contengan como minimo un residuo polimérfico (comparaciéon de 16 cepas
de P. falciparum) fue representado en amarillo. El péptido tiene un nico residuo dimérfico
encontrado en la posicion 724 (D/G). Las barras negras representan el porcentaje de unién
especifica de cada péptido a su correspondiente célula. Aquellos péptidos que alcanzaron
la linea roja punteada (>2%) fueron considerados como HABPs. Los péptidos que en su
secuencia natural no contienen ninguna tirosina, se les ha agregado una en la region
carboxi-terminal. A cada secuencia peptidica se le asigné una numeracion interna dada
por el grupo funcional de sintesis quimica de la FIDIC. ND: No determinado
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8.3 Las interacciones HABPs-células presentaron kDs en
el rango micromolar y submicromolar

Los ensayos de interaccion receptor-ligando son una herramienta importante para
cuantificar y caracterizar receptores, sin embargo, para considerar un sitio de unién como
un receptor se deben cumplir ciertos criterios: La union deber ser de alta afinidad y
saturable (129). Para evaluar dichos criterios, la obtencién de las constantes de disociacion
kDs surge como una herramienta importante, ya que muestra la relevancia biolégica de las
interacciones encontradas, razén por la cual ha sido ampliamente utilizada en diversos
campos (25, 129). Las kDs pueden ser halladas mediante experimentos de cinética, es
decir aquellos que evallian la asociacion y disociacion de un receptor, sin embargo, estos
ensayos son mas complejos y no son utilizados frecuentemente (129, 130). Por lo cual, la
mayoria de los experimentos con radio-ligandos son realizados mediante ensayos de unién
con determinacion de las kDs en el equilibrio, los cuales se basan en el principio molecular
gue describe que estas interacciones de asociacion y disociacion receptor-ligando ocurren
de forma simultdnea, pues son procesos reversibles que se producen hasta que el
equilibrio es alcanzado. Dentro de los ensayos de union en el equilibro, los experimentos
de saturacién que usan varias concentraciones del ligando, permiten evaluar la afinidad de
un receptor por un ligando mediante la obtencion de la kD, ademés, permite obtener la
densidad de dichos receptores, la cual es descrita como la cantidad maxima de ligando
unido (sitios de unién), que estéa definida por la Bmax (129). Como la kD es la concentracién
en la cual el ligando se une a la mitad de sus sitios de union, la afinidad del ligando por el
receptor es alta cuando su kD es baja. Adicionalmente, estos analisis permiten determinar
el coeficiente de Hill o nH, el cual indica el grado de cooperatividad de los ligandos que se
unen al receptor (130). Los ligandos que muestran nH positivos tienen la capacidad de
aumentar la afinidad de un segundo sitio de unién, en consecuencia, la unién de un ligando
ayuda a unir mas ligandos a los receptores (124). Para determinar la afinidad de la
interaccion HABP-célula, un ensayo adicional fue llevado a cabo utilizando
concentraciones crecientes (0-4500nM) de HABP radiomarcado en presencia o ausencia
de HABP no radiomarcado. En general, se encontré que la mayoria de las interacciones
HABP-célula blanco mostraron kDs bajas que oscilaron entre 0,8uM (42477) y 1,5uM
(42505) sugiriendo una alta afinidad y especificidad entre las interacciones evaluadas con
eritrocitos (Figura 11 A) y con células HepG2 (Figura 11 B). El péptido 42513 no saturd

bajo las condiciones experimentales aqui ensayadas (datos no mostrados). Los andlisis
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sobre las curvas de Hill permitieron calcular coeficientes entre los rangos de 1,1 a 1,8 lo
gue indica cooperatividad positiva (Hill >1), lo que significa que la union de un HABP a su
receptor sobre la superficie celular facilita la union de otras moléculas del mismo HABP.

Adicionalmente, se muestran los sitios de unién por célula (Figura 11).
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Figura 11. Ensayos de saturacion de los HABPs derivados de PfcRON4. Curvas de
saturacion representando la unién especifica de los HABPs (A) 42477, 42479, 42480,
42505 con eritrocitos humanos y (B) 42477 y 42480 con células HepG2. En los recuadros
de abajo se muestra un resumen de las constates de disociacion (kDs), coeficiente de Hill
nH y los sitios de union por célula (SUC) para cada péptido y para cada poblacion celular
evaluada. El recuadro dentro de cada gréafica de saturacion muestra el comportamiento
lineal del coeficiente de Hill (graficado como el Log péptido libre nM (Eje X) versus Log
B/Bmax-B (Eje Y), donde B= cantidad de péptido unido y Bmax= Cantidad maxima de
péptido unido).

8.4 La union de los HABPs de PfcRON4 es susceptible al
tratamiento enzimatico de los globulos rojos y de las
células HepG2.

8.4.1 Los tratamientos enzimaticos no afectan en gran medida la
viabilidad celular

Para caracterizar las regiones de unién de PfRON4 y determinar la naturaleza de los

receptores implicados en la interaccion de los HABPs identificados sobre la membrana del
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eritrocito y de la célula hepatica, se realizaron tratamientos enziméticos sobre las células
blanco. En el caso de la membrana del eritrocito, la célula fue tratada con dos enzimas que
remueven proteinas sobre la membrana (tripsina y quimotripsina) y una enzima que
cataliza la escision de acido sialico (neuraminidasa). Previo a realizar los ensayos de unién,
se determind inicialmente si estos tratamientos enzimaticos afectaban la viabilidad celular
del eritrocito. Como se mencioné en la metodologia, se utilizé como marcador de viabilidad
la Calceina AM. Este reactivo no fluorescente es capaz de atravesar tanto células vivas
como muertas. Sin embargo, sélo en células vivas las esterasas citoplasmaticas convierten
la Calceina AM en un sustrato fluorescente, lo que permite su distincidbn con células
muertas (no-fluorescentes). Los controles de viabilidad con calceina mostraron que ningun
tratamiento enzimatico afecto la viabilidad de los eritrocitos tratados. Como control de

viabilidad se utilizaron eritrocitos no tratados enzimaticamente.

Por su parte, las células HepG2 fueron igualmente tratadas con varias enzimas: La
Heparinasa | es una enzima que escinde el enlace glucosaminidico en D-Glucosamina
GIcN (N-sulfato) a 1-4 L-lduronato (IdceA) (2-sulfato), presentes en la heparina. La
heparinasa Il corta enlaces similares con preferencia por el heparan sulfato mientras que
las enzimas condroitinasa AC y ABC degradan sulfatos de condroitina AC y ACB,
respectivamente. Para evaluar la viabilidad de las células tratadas con estas enzimas se
utilizé la incorporacion de yoduro de propidio, éste es un agente intercalante fluorescente
que ingresa Unicamente a las células con alteraciones en su membrana plasmaética, por lo
cual permite diferenciar las células cuya viabilidad se vio afectada por los tratamientos
enzimaticos. El control de viabilidad de las células HepG2 tratadas con enzimas realizado
con yoduro de propidio mostré una viabilidad mayor al 90% en todos los casos (H1: 93,0%,
H2: 93,6%, CAC: 92,1% y CABC: 91,7%) al igual que en las células no tratadas (94,2%)
utilizadas como control de viabilidad (Figura 12 A). En general no se encontré6 una
diferencia estadisticamente significativa entre la viabilidad de las células sin ningdn
tratamiento y células tratadas con las distintas enzimas, como se muestra en el grafico de

barras (Figura 12 A, a la derecha inferior).
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8.4.2 La interaccion de PfRON4 HABPs-célula es dependiente de
receptores de tipo proteico en el estadio eritrocitico
mientras que en el esporozoito es dependiente de
carbohidratos

Diferentes receptores han sido caracterizados para algunos ligandos de P. falciparum, lo
gue ha permitido definir rutas alternas de invasion, por ejemplo, se ha definido que la
interaccion entre EBA175 y Glicoforina A es sensible al tratamiento de los eritrocitos con
neuraminidasa y tripsina, pero resistente a quimotripsina (41), esto significa que el
tratamiento de la célula con neuraminidasa y tripsina afecta regiones de la Glicoforina A
que son importantes para la union de EBA175, por lo cual dicho tratamiento conlleva a una
perdida en esta interaccion. En el caso de la interaccion de la proteina Reticulocyte-binding
protein homologue 4 o Rh4 con su receptor CR1 (Complement Receptor 1), se ha
encontrado sensibilidad al tratamiento con tripsina y quimotripsina, y resistencia a
neuraminidasa (98). Estos diferentes patrones de sensibilidad enzimética, son la base para
clasificar el perfil de invasion que define la via dependiente (sensible a neuraminidasa) o
independiente (resistente a neuraminidasa) de &cido sialico, un carbohidrato presente en
importante cantidad sobre la membrana del eritrocito.

Los resultados mostraron que los HABPs de uni6on a eritrocito tuvieron dos
comportamientos diferentes: el primero esta dado por HABPs cuyo comportamiento de
unién se vio afectado en mas de un 50% Unicamente por el tratamiento con tripsina, en
este grupo, se encuentran los HABPs 42477 y 42479 (Figura 12 B). En el segundo
comportamiento, se encuentran los HABPs cuya actividad de unién especifica al eritrocito
se vio afectada en diferentes porcentajes por los tratamientos con tripsina y quimotripsina.
En cuanto al tratamiento con tripsina, se observo una afectacion drastica (>80%) en la
unién especifica de los HABPs 42480 y 42505, mientras que este tratamiento redujo la
unién del péptido 42513 en un 32%. Por su parte, el tratamiento con quimotripsina redujo
en un 40% la union del péptido 42480 y de forma drastica la union de los HABPs 42505 y
42513 (entre 70-100%). El tratamiento con neuraminidasa no tuvo efecto sobre la unién

especifica HABP-célula (Figura 12 B).

Los andlisis realizados a los datos obtenidos mostraron una diferencia estadisticamente
significativa (***p<0,0001) en la unién de los HABPs a células tratadas con respecto a la
union de los mismos a células sin ningln tratamiento que fueron utilizadas como control y

cuyos valores de unidn se establecieron como el 100%. Estos resultados son consistentes
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con que los HABPs derivados de PfRON4 se unen a la membrana del eritrocito de forma
especifica a través de un receptor de tipo proteico. En general, estos tratamientos y los
resultados encontrados en los ensayos de unién permiten sugerir que PfRON4 podria estar
participando en una via independiente del acido sidlico, un carbohidrato presente en
importante cantidad sobre la membrana del eritrocito (131) y que ha sido ampliamente
utilizado para definir perfiles de invasién en las proteinas de Plasmodium de acuerdo a su
patrén de susceptibilidad enzimatica. Asi mismo, estos ensayos permiten identificar
algunos de los tipos de receptores presentes sobre la membrana del eritrocito y del

hepatocito, dependiendo de tipo de tratamiento enzimatico realizado.

Con respecto al tratamiento enzimatico de las células HepG2, la unién tanto del HABP
42477 como del 42480 se vio drasticamente afectada por el tratamiento con Heparinasa |
(més del 50% de la unién se perdi6); asi mismo, ambos péptidos mostraron una reducciéon
del 35% y 18%, respectivamente, en la unién a células HepG2 tratadas con Condroitinasa
ABC, mientras los demas tratamientos no afectaron la unién de estos péptidos a las células
blanco (Figura 12 C). Como controles de unién, se utilizaron células HepG2 no tratadas, e
igualmente este valor se establecio arbitrariamente como el 100% de unién y se utilizé para
comparar la unién de los HABPs a las células tratadas, encontrando diferencias
estadisticamente significativas para ambos péptidos (***p<0,0001) en los tratamientos con
H1y CABC (Figura 12 C). Estos resultados sugieren que las regiones comprendidas entre
los residuos 800-819 y 860-879 de PfRON4 (HABPs 42477 y 42480, respectivamente),
interactian especificamente con receptores de heparina y/o proteoglicanos de sulfato de

condroitina sobre la superficie de las células HepG2.
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Figura 12. Ensayos de unién de los HABPs derivados de PfcRON4 con eritrocitos y
células HepG2 tratados con enzimas y competencias. (A). Control de viabilidad de las
células HepG2 tratadas con enzimas. En el recuadro se muestra la seleccion de la
poblacion marcada con PE-A, que representa el porcentaje de células muertas, que en
todos los casos fue menor del 10% (viabilidad >90%). La grafica de barras representa el
porcentaje de viabilidad para cada tratamiento, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. (B). Comparacion de la uniéon especifica de los HABPs
42477, 42479, 42480, 42505 y 42513 con eritrocitos no tratados o tratados con enzimas
(tripsina, quimotripsina o neuraminidasa). Se observan dos comportamientos diferentes en
la union: Un grupo de HABPs (42477 y 42479) presento reduccion de la unién Unicamente
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en el tratamiento con tripsina y el otro grupo (42480, 42505 y 42513) mostrd reduccion de
la unién en el tratamiento con tripsina y quimotripsina. El tratamiento con neuraminidasa
no afecto la unién. (C). Comparacion de la union especifica de los HABPs 42477 y 42480
con células HepG2 no tratadas o tratadas con enzimas (Heparinasa | (H1), Heparinasa |l
(H2), Condroitinasa AC (CAC) o Condroitinasa ABC (CABC)). Ambos HABPs de unién a
HepG2 mostraron afectacién en la union a células tratadas con H1 y CABC. Como control
se utilizaron eritrocitos o células HepG2 no tratadas (barra blanca) y este valor fue tomado
arbitrariamente como el 100% de union. Las barras representan el porcentaje de union de
cada HABP en presencia o ausencia de tratamiento enzimatico de acuerdo con la
poblacion celular evaluada. Los ** sobre las barras representan una diferencia
estadisticamente significativa en la unién con respecto al control (p<0,0001). (D).
Competencia entre HABPs con perfil similar de unién. En el eje Y se muestra el porcentaje
de unidn especifica para uno de los péptidos (radiomarcado) en presencia de diferentes
concentraciones del competidor no radiomarcado (eje X). (Izquierda) Se observa un patrén
de competencia (inhibicién de la unién especifica) dependiente de la concentracion entre
los HABPs 42480 y 42505 que presentaron patrones similares de union en el tratamiento
enzimatico de los eritrocitos (sensible a tripsina y quimotripsina). (Centro) Competencia
entre 42480 y 42505, pero de forma inversa. (Derecha) Competencia en la unién de los
HABPs 42513 y 42505 a un menor rango de concentracion molar, muestra el mismo
comportamiento.

8.5 HABPs con perfiles similares de union compiten
especificamente por la union a eritrocitos

En vista de los patrones de union obtenidos por los HABPs de PfRON4 con eritrocitos
tratados con enzimas, se podria sugerir que dos HABPs con un mismo patrén se unen a
un mismo receptor; para investigarlo, se evalu6 la capacidad de competencia especifica
para la union a eritrocitos entre algunos de los HABPs con un patrén de unién sensible a
tripsina y quimotripsina. Para ello, se agregaron concentraciones constantes de uno de los
péptidos radiomarcados y concentraciones en aumento del otro péptido con un perfil similar
de unién, pero sin radiomarcar. Los resultados permitieron observar un comportamiento de
competencia especifica por la unién al eritrocito que fue dependiente de la concentracién
(Figura 12 D izquierda). Este ensayo se realiz6 de forma inversa entre los HABPs 42480 y
42505, obteniendo resultados comparables, incluso mostrando una inhibicion mayor de la
union al eritrocito cuando el HABP 42480 es utilizado como competidor del 42505 (Figura
12 D centro). Adicionalmente, se realizé un ensayo de competencia entre los péptidos
42513 y 42505 con un rango de concentracion molar menor del competidor, obteniéndose

resultados similares (Figura 12 D derecha).
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8.6 HABPs derivados de PfcRON4 inhiben la invasion de
merozoitos de P. falciparum.

Para evaluar la actividad funcional de los HABPs derivados de PfcRON4, se realizaron
ensayos de inhibicion de la invasion utilizando un cultivo continuo de la cepa FCB2 de P.
falciparum. Para ello, el parasito fue mantenido en un cultivo continuo in vitro hasta
alcanzar un porcentaje de invasion (parasitemia) mayor o igual al 5%, sin embargo, en el
cultivo se pueden encontrar las diferentes etapas de desarrollo del parasito (anillos,
trofozoitos y esquizontes) (Figura 13 A), por lo tanto, inicialmente se realizd la
sincronizacioén del cultivo con sorbitol al 5%, como ha sido previamente reportado (125),
permitiendo obtener un cultivo donde predominan formas jévenes del ciclo de desarrollo

(Figura 13 B), y de esta forma poder medir el efecto de los HABPs en un ciclo de invasion.

A

Figura 13. Formas de P. falciparum FCB2 en cultivo continuo in vitro. Microscopia de
fluorescencia con naranja de acridina del cultivo de P. falciparum, donde se observan
diferentes etapas del desarrollo del parasito durante su ciclo de vida. (A) Cultivo
asincronico (Flecha negra: anillos, azul: trofozoitos jévenes, amarilla: trofozoitos maduros
y roja: esquizontes). (B) Cultivo post sincronizacién (anillos), se observan eritrocitos multi-
parasitados con formas jovenes.

Inicialmente, se determind silos HABPs y los péptidos no HABPs (42463 y 42470), poseian
actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos y de esta manera poder determinar si
podian ser utilizados en los ensayos de inhibicion de la invasion. Los resultados mostraron
gue todos los péptidos evaluados presentaron una actividad hemolitica menor al 0,7% a
una concentracion de 200uM (Anexo D); siendo el valor de hemdlisis bastante bajo, se

continud con la evaluacion de los péptidos en los ensayos de inhibicién de la invasion.

Después de obtener un cultivo con formas jévenes y de validar la utilizacion de los
diferentes péptidos por poseer baja capacidad hemolitica, ensayos de inhibicion de la
invasion fueron realizados utilizando dos concentraciones de los HABPs y de los péptidos
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utilizados como control. Como control de inhibicion de la invasion se utiliz6 el HABP 4313
derivado de la proteina PfAMAL, que ha mostrado porcentajes de inhibicién de la invasion
de 72 + 5 a una concentracion de 200uM (126). EI EGTA fue utilizado también como control
de inhibicion de la invasion, es un agente quelante, que genera el bloqueo del ciclo celular
asexual del parasito al retirar los iones de Ca?* indispensables para el crecimiento normal
de P. falciparum dando lugar a parasitos morfolégicamente anormales detenidos en la
etapa de trofozoito maduro (132). Como control positivo de invasion, los pardsitos fueron
incubados solo con PBS1X. Los resultados mostraron que cuatro de los cinco HABPs para
eritrocito (42477, 42479, 42480 y 42513) eran capaces de inhibir la invasion de los
merozoitos en cultivo continuo in vitro entre un 35 a 51% a una concentracién de 200uM,
en comparacion con los péptidos de baja capacidad de union (42463 y 42470), cuya
actividad inhibitoria estuvo por debajo del 19% (diferencia estadisticamente significativa,
p< 0.0001) (Figura 14 A).

Teniendo en cuenta que P. falciparum se caracteriza por utilizar multiples ligandos que
interactlian con receptores presentes en la superficie de la célula hospedera y que el
bloqueo de diferentes interacciones es critico para lograr interrumpir su complejo proceso
de invasion, a modo preliminar se evaluo si el efecto inhibitorio de un péptido derivado de
PfAMAL1 que ha demostrado tener altos niveles de inhibicién de la invasion podria ser
potenciado utilizando los HABPs derivados de PFRON4 descritos en este trabajo, los cuales
interactian especificamente con la membrana de la célula hospedera y ademas mostraron
alta capacidad de generar inhibiciébn del proceso de invasion. Por ello, se planteé un
ensayo en mezcla con el HABP 4313 derivado de PfAMAL (126) y dos péptidos derivados
de PfRONA4. Para este ensayo se seleccionaron los péptidos 42477 y 42480 (con base en
el comportamiento observado en los ensayos de uniébn con eritrocitos tratados
enzimaticamente: uno sensible a tripsina y el otro sensible a tripsina y quimotripsina), para
ser mezclados en partes iguales con el derivado de AMA1 (HABP de AMAl1 + HABP
PfRON4) y se probaron dos concentraciones molares: 200uM (100uM + 100uM) y 100uM
(50uM + 50uM).

Los resultados mostraron que cuando el HABP derivado de PTAMA1 se prueba de forma
individual, genera porcentajes de inhibicion cercanos al 70%, mientras que cuando es
probado en mezcla con cualquiera de los dos HABPs derivados de PfRON4 (42477 o
42480) en una relacion molar igual, no muestra ningin cambio significativo o incluso

conlleva a un efecto menor en la capacidad de inhibicién de la invasion, como se puede
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observar para la mezcla del 42477 con el 4313 a una concentracion final de 100uM
(p<0.05) (Figura 14 B). Por lo tanto, los resultados aqui obtenidos muestran que los
péptidos derivados de PfcRON4 presentaron una mayor actividad de inhibicion de la

invasion cuando se utilizaban de forma individual que en las mezclas con el derivado de
PfAMAL.

En conjunto, estos resultados permiten sugerir que las regiones que comprenden los
residuos del 800-819 (HABP 42477) y 860-879 (HABP 42480) de PfRON4 son regiones
gue interactian especificamente con las células hospederas (tanto con eritrocitos como
células hepéticas), mostrando un comportamiento de saturacién en la unién, presentando
capacidad inhibitoria de la invasion de los merozoitos de P. falciparum y por lo tanto son
regiones de interés para el desarrollo de métodos terapéuticos o profilacticos contra P.
falciparum.

A 100- B 200pM 100uM B M200pM 100pM M100+100pM  50+50uM
100+
T

80+ 222200001

60

Inhibicién (%)
Inhibicion (%)

PfRON4 No PAMA1 HABPs
HABPs HABPs HABP Individuales

HABPs
mezcla

Figura 14. Ensayo de inhibicion de la invasion de P. falciparum FCB2 en cultivo
continuo in vitro. (A) Cuatro HABPs derivados de PfcRON4 presentaron actividad
inhibitoria de la invasion en cultivo continuo in vitro con la cepa FCB2 de P. falciparum. Las
barras de error indican la desviacién para cada ensayo montado por triplicado. Se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre la capacidad de inhibicion de los HABPs
versus los no HABPs. (B) La mezcla de dos de los HABPs de PfRON4 con uno derivado
de PFAMA1 no mostro mejorar la actividad de inhibicion de la invasion. Se observé una
diferencia estadisticamente significativa entre la capacidad de inhibicion del 42477
individual a 100uM, con respecto a la mezcla de 42477 con 4313 a una concentracion final
de 100uM, sin embargo, esta diferencia es a la baja. **** p value <0.0001, *** p value <0.05.



9.Discusion

La malaria continla siendo una de las enfermedades transmitidas por vectores mas
importantes a nivel mundial. Datos recientes de la OMS muestran un ligero incremento en
el numero de casos y muertes en el mundo, lo que enfatiza la necesidad de incrementar
las medidas de control y el desarrollo de métodos que ayuden a mitigar el nUmero de
infecciones en Africa, Asia y Latinoamérica (2). Hasta hoy, P. falciparum es la especie mas
peligrosa por sus altas tasas de mortalidad particularmente en nifios menores de cinco
afios. Su ciclo de vida dentro del ser humano se acompafa de dos formas parasitarias, el
esporozoito y el merozoito, que le permiten una eficiente invasion, gracias a la presencia
de complejos multiproteicos liberados desde el polo apical para interactuar eficientemente
con sus células blanco (11). El esporozoito representa un blanco atractivo debido a que es
la primera forma invasiva dentro del humano y permanece mas expuesto al sistema inmune
antes de acceder al hepatocito (21). Por su parte, el merozoito es responsable de la
sintomatologia clinica de la malaria, convirtiéndose en un blanco de accion interesante
dentro del estudio de esta enfermedad (49). Desafortunadamente, se ha encontrado que,
a pesar de contener un mismo genoma, el esporozoito y merozoito presentan perfiles
prote6micos y transcriptomicos diferenciales, lo que implica, que las proteinas que expresa
el esporozoito para invadir el hepatocito son en su mayoria distintas de las que utiliza el
merozoito para invadir el eritrocito (56). Por tal motivo, para atacar ambas fases del
pardsito en el humano, se requerira del estudio profundo de los antigenos expresados en
ambos estadios con el objeto de bloquear las principales interacciones hospedero-

patégeno.

Dentro de los eventos de invasion, se ha descrito que ambas formas parasitarias realizan
un proceso activo de invasion donde forman un TJ para impulsarse dentro de la célula
hospedera (133). Dentro de los componentes del TJ, se ha encontrado que varias
proteinas serian comunes dentro de esta estructura tanto en el esporozoito como en el

merozoito, entre las que se destaca la proteina RON4. RON4 en P. falciparum es
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expresada como un antigeno del cuello de las roptrias que forma un complejo multiproteico
con PfRON2, PfRON5 y PfAMAL (15, 20) y est& presente en el anillo deslizante durante la
formacion del TJ (35, 36). De forma interesante se ha encontrado que, estudios de
disrupcién genética no han logrado obtener parasitos en ausencia de la proteina RON4, lo
gue resalta su importancia en el ciclo de vida de Plasmodium. Por lo tanto, un acercamiento
a su funcion ha sido desarrollado con estudios de noqueo condicional, logrando establecer
qgue RONA4 es esencial para la invasion del hepatocito y eritrocito (36).

Estudios de interaccién receptor-ligando en T. gondii y P. vivax han logrado establecer que
el extremo C-terminal de RON4 interactla de forma especifica con la célula hospedera
(134, 135). Sin embargo, Aungue P. falciparum ha sido el modelo en Plasmodium donde
se han llevado a cabo los estudios de co-inmunoprecitacién del complejo RONs/AMAL y
recientemente se ha mostrado la participacion de PfRON4 en el complejo SURGE (37),
aun no se conocen las regiones criticas de interaccion entre la proteina PFRON4 y la
superficie de eritrocitos y hepatocitos que puedan llegar a ser criticos en el proceso de
invasion y que puedan cubrir los dos estadios infectivos del parésito con miras al desarrollo

de una vacuna.

En este trabajo, con base al alineamiento multiple de secuencias con 16 cepas de P.
falciparum, se seleccion6 una regién conservada de PfRON4 (PfcRON4) ubicada hacia el
extremo carboxilo-terminal (Figura 8). Mediante un ensayo de unién/interaccion receptor-
ligando altamente robusto y especifico (Figura 10), utilizando péptidos radiomarcados
derivados PfcRON4, se identificaron cinco cHABPs 42477, 42479, 42480, 42505 y 42513
(entre los residuos 800 y 1159) que interactuaron de forma especifica con la membrana de
eritrocitos humanos y dos HABPs, 42477 y 42480 que se unieron especificamente a
células HepG2 (Figura 10), segun criterios previamente establecidos (25). Al igual que lo
reportado aqui para P. falciparum, en T. gondii (134, 135) y P. vivax (118), también se ha
mostrado la unibn de RON4 a sus células blanco, de forma interesante, las regiones de
unién previamente descritas también se localizan hacia la region carboxilo-terminal. El
andlisis de la caracterizacion de esta interaccion receptor-ligando detectada para los
cHABPs, permiti6 determinar que dichas interacciones presentan constantes de
disociacién en el rango nano y micromolar (800-1500uM), resaltando su relevancia

funcional dentro de los procesos de adhesién del parésito (Figura 11).
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Estudios previos determinaron que la region de union de PYRON4 a reticulocitos humanos,
esta comprendida entre los residuos 501-520 (HABP 40305) (118), esta region posee
homologia en 13 residuos consecutivos con la secuencia de PfRON4, sin embargo,
realizando un lineamiento entre estas dos secuencias, la region de unién de PvRON4
corresponde a una region diferente a los HABPs encontrados en este trabajo (péptido
42503), dicha region no mostré un porcentaje de union significativo al eritrocito (Figura 10);
este resultado demuestra la importancia de realizar el mapeo y la evaluaciéon de las
regiones de union especificas para cada especie, aunque exista un porcentaje de
homologia importante entre las secuencias de las proteinas; ademas, se debe tener en
cuenta otras caracteristicas de cada especie en particular, como el tropismo por una

poblacion celular determinada en el proceso de invasion (136).

Estudios previos han identificado una gran cantidad de cHABPs en varias proteinas de P.
falciparum que participan en la invasion de las células hospederas para cada etapa
invasiva del pardsito, el merozoito (25) y el esporozoito (26). Sin embargo, a pesar de sus
caracteristicas de union a las células hospederas, estos cHABPs, son pobremente
inmunogénicos y no inducen respuesta protectora en el modelo de primates del género
Aotus. Por otro lado, se ha visto que los HABPs que presentan variabilidad son capaces
de inducir una respuesta inmune especifica de cepa (31). Debido a esto, se han planteado
estudios estructurales e inmunolégicos de los cHABPs, que han permitido la modificacion
guimica de estos péptidos, lo que permitié que indujeran altos titulos de anticuerpos, de
larga duracion y con efectos protectores; estos HABPs son denominados estructuras
proteicas que inducen proteccion inmune o IMPIPS y algunos son candidatos clave para
el desarrollo de una vacuna multi-antigeno, multi-estadio basada en subunidades minimas
(31). Los HABPs derivados de PfcRON4, sometidos a los andlisis mencionados

anteriormente, podrian ser parte de estos candidatos a vacuna.

A fin de caracterizar mejor las regiones de union de PfRON4 a células hospederas y
dilucidar la naturaleza de los receptores, se realizaron ensayos de interaccion de los
HABPs con eritrocitos y células HepG2 tratados enzimaticamente. Los resultados
mostraron que la union de los cHABPs a la membrana del eritrocito fue resistente al
tratamiento con neuraminidasa y sensible al tratamiento con tripsina y quimotripsina,
sugiriendo la participacion de PfRON4 en una via de invasion independiente de acido
sidlico (Figura 12 B), distinto a lo reportado para la proteina RON4 en P. vivax para la cual

su unién fue susceptible al tratamiento con las tres enzimas, un patron de susceptibilidad
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aun no reportado para ningun receptor conocido (118). Por su parte, el patrén de unién
para los cHABPs 42480, 42505 y 42513 de PfRON4 es similar al patron de union de la
proteina PfRh4 a su receptor CR1 (98). Sin embargo, futuros estudios deben ser

direccionados para establecer con exactitud la identidad del receptor para PfRONA4.

Teniendo en cuenta que se encontraron cHABPs con comportamientos similares en el
patrén de unién basado en la susceptibilidad a enzimas (Figura 12 B), se determiné
mediante ensayos de competencia que los HABPs interactian con el mismo receptor al

encontrar patrones de competencia dependientes de la concentracion (Figura 12 D).

Por su parte, la unién de los cHABPs a células HepG2 fue evaluada sobre células tratadas
con enzimas que remueven distintos tipos de glicosaminoglicanos que hacen parte de
proteoglicanos abundantes sobre las células hepaticas. Previos estudios han mostrado
gue los principales receptores de las proteinas de esporozoito son carbohidratos
abundantes sobre el hepatocito (71, 72, 83, 137). Teniendo en cuenta este antecedente,
los resultados mostraron que ambos cHABPs (42477 y 42480) localizados entre los
residuos 800-819 y 860-879 de PfRON4 fueron afectados drasticamente por el tratamiento
con heparinasa | y en menor proporcién por la enzima Chondroitinase ABC, lo que sugiere
la interaccién de los cHABPs con receptores ya sea tipo heparina y/o proteoglicanos de
sulfato de condroitina sobre la superficie de las células HepG2. Estudios en T. gondii,
mostraron mediante ensayos de pulldown y analisis de espectrometria de masas, que la
region comprendida entre los residuos 727-860 ubicada hacia la parte C-terminal de
TgRON4 interactia con un componente del citoesqueleto: la regién C-terminal de la B-
tubulina (134). Los mismos autores mas tarde, reportaron que ademas de la B-tubulina, la
region carboxilo-terminal de TJRON4 también se une de forma especifica con heparina y

sus derivados sobre células CHO (del inglés Chinese Hamster Ovary) (135).

Para demostrar que los nuevos cHABPs caracterizados son capaces de bloquear la
interaccién merozoito-eritrocito resaltando su actividad funcional dentro del ciclo de
invasion eritrocitico, se llevaron a cabo una serie de ensayos de inhibicion de la invasion
en un cultivo continuo in vitro con la cepa FCB2 de P. falciparum. Los resultados mostraron
que cuatro HABPs (42477, 42479, 42480 y 42513) presentaron una diferencia
estadisticamente significativa (< 0.0001) en la capacidad de inhibicién de la invasion en
comparacion con los no HABPs 42463 y 42470 (Figura 14 A). Resultados de inhibicién de

la invasion con porcentajes similares han sido obtenidos con HABPs derivados de otras
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proteinas de P. falciparum, donde se han observado grados variables de inhibicion (29,
117, 124).

Considerando que P. falciparum se caracteriza por poseer multiples ligandos importantes
para la invasion de las células hospederas (14), el bloqueo de multiples vias podria ser un
camino ideal para interrumpir la invasion. Los hallazgos alcanzados hasta ahora utilizando
esta herramienta podrian ayudar a mejorar las formulaciones vacunales, de hecho,
investigaciones han mostrado que la mezcla de anticuerpos dirigidos contra diferentes
proteinas de importancia en la invasion genera mayor actividad inhibitoria, como es el caso
de combinaciones de Rh5 con otros antigenos de merozoito (138, 139). En vista de la
importancia y aplicabilidad futura de este tipo de ensayos, en este trabajo de investigacion
se llevé a cabo un ensayo preliminar para evaluar si el efecto inhibitorio de un HABP
derivado de PfAMAL que ha mostrado tener altos niveles de inhibicion de la invasiéon (126),
podria incrementar el efecto inhibitorio de la invasion de los cHABPs de PfRON4 (Figura
14 B). PfAMAL es uno de los principales candidatos a vacuna contra la malaria (140) y
hace parte del complejo molecular del TJ junto con otras proteinas de las roptrias
incluyendo RON4 (15, 104), sin embargo, uno de sus principales problemas es su alta

variabilidad genética, lo que ha generado fracaso en sus formulaciones vacunales (141).

Los resultados aqui encontrados mostraron que, la mezcla de HABPs 4313:42477 y
4313:42480 en una relacién molar igual, no incrementé el porcentaje de inhibicion respecto
al uso individual de cada uno (Figura 14 B). Aunque se han conseguido resultados
promisorios en algunas mezclas de antigenos, ejemplos como la combinacion de
anticuerpos dirigidos contra proteinas del complejo Rh5/RIPR/CyRPA, han mostrado una

mejor inhibicidn cuando se usan anticuerpos individuales que en mezcla (142).

La inclusién de multiples antigenos en una vacuna puede implicar riesgos de competencia
antigénica (138, 143), lo que sugiere la realizacién de una evaluacion rigurosa de las
posibles combinaciones de antigenos mediante estudios de aditividad, sinergia y
antagonismo con péptidos o anticuerpos, que permitan con certeza determinar una mezcla
de antigenos con mejor potencial de inhibicién; este tipo de metodologias ya se han
desarrollado para estos analisis con anticuerpos (144) y podrian ajustarse a ensayos con

péptidos.

Todos los resultados acé expuestos, permiten sugerir que PfRON4 contiene regiones de

union de alta afinidad que median interacciones con receptores de tipo proteico sobre la
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membrana de eritrocitos humanos y con receptores de heparina y/o proteoglicanos de
sulfato de condroitina en la membrana de las células HepG2, siendo los cHABPs 42477
(residuos del 800-819) y 42480 (residuos 860-879) regiones de unibn comunes a eritrocitos
y hepatocitos, lo que sugiere su inclusion en una vacuna contra P. falciparum basada en

subunidades, con capacidad de cubrir los dos estadios del parasito.



10. Conclusiones y recomendaciones

10.1 Conclusiones

Se identificaron cinco péptidos conservados (42477, 42479, 42480, 42505 y
42513), localizados hacia la regién carboxilo-terminal de PfRON4, entre los
residuos 800-1159 que presentaron alta capacidad de unién a eritrocitos y dos de
estos mismos péptidos (42477 y 42480) localizados entre los residuos 800-819 y
860-879, respectivamente, interactuaron especificamente con la membrana de
las células HepG2. Estas interacciones presentaron kDs en el rango nano vy
micromolar (0,8uM-1,5uM), sugiriendo interacciones de alta afinidad vy
especificidad con las células hospedero.

La proteina PfRON4 participa en una via de invasion independiente de acido
sidlico, debido a que la union de los HABPs fue resistente al tratamiento de los
eritrocitos con neuraminidasa y sensible al tratamiento con tripsina y/o
quimotripsina, demostrando interaccién con un receptor de tipo proteico, ademas
los HABPs interactdan con el mismo receptor, ya que se observé un patrén de
competencia dependiente de la concentracion, lo cual confirma la especificidad
de dicha interaccién. La interaccion de los péptidos 42477 y 42480 con las células
HepG2 sugiri6 receptores tipo heparina y/o proteoglicanos de sulfato de

condroitina, ya que fue sensible a Heparinasa | y condroitinasa ABC.

Cuatro de los HABPs de unién a eritrocito, son capaces de inhibir la invasion de
los merozoitos en cultivo continuo in vitro para la cepa FCB2 de P. falciparum
(hasta en un 50%), sugiriendo un papel destacado de estas regiones en el

proceso de invasion del merozoito.
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Debido a los hallazgos descritos en esta investigacion para las regiones 8% 81°
(HABP 42477) y 8%0K-8°p (HABP 42480) de PfRON4, estos cHAPBs son
potenciales candidatos de interés para el desarrollo de métodos terapéuticos
contra P. falciparum apoyando su inclusiébn en experimentos que busquen el
desarrollo de una vacuna multi-antigeno, multi-estadio basada en subunidades

contra la especie mas letal de este parasito.

10.2 Recomendaciones

Evaluar la antigenicidad, inmunogenicidad y la capacidad de proteccion de los
cHABPs derivados de PfRON4, con el fin de caracterizar los residuos criticos que
permitan realizan modificaciones quimicas en miras de mejorar su potencial como

parte de una vacuna.

Evaluar las interacciones y los posibles efectos sinérgicos entre HABPs derivados
de PfRON4 con HABPs derivados de otras proteinas importantes durante el

proceso de invasion de Plasmodium falciparum.

Determinar con exactitud la identidad del (los) receptor (es) de interaccion de las
regiones de unién derivadas de PfRON4, presentes sobre la superficie de las
células hospedero, a fin de obtener mas informacién acerca de la biologia del
parasito y, asi mismo, utilizarlo como herramienta en la busqueda de métodos de

control.



11. Productos y resultados de las actividades
de generacion de nuevo conocimiento

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron presentados en el IV congreso
Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular en la modalidad de poster (Anexo E y F).

Adicionalmente, todos los resultados obtenidos fueron consignados en un articulo de

investigacion y fueron sometidos para publicacién en la revista cientifica Vaccine (Anexo
G).



12. Anexos

Anexo A: Consentimiento informado de donantes de
muestras de sangre:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE VENOSA

Titulo del Estudio . | Determinacion y caracterizacion de las regiones
de unién de PfRON4 a eritrocitos y hepatocitos
humanos.

Investigador Responsable y | : | Fredy Alexander Pulido Quevedo, Bacteridlogo y

profesion Laboratorista Clinico.

Lugar en que se realizard el | : | Centro de Investigacion-Fundacion Instituto de

estudio (Dpto, Sede, Inmunologia de Colombia (FIDIC)

Facultad, etc)

Unidad Académica : | Linea de Investigacion Receptor-Ligando

N° de teléfonos asociados .| 3244672 ext 146

al estudio

Correo electronico . | fpulido@unal.edu.co

Investigador Responsable

Tipo de muestra requerida | : | Sangre total

1. ¢Por qué serealiza este estudio?
Este Proyecto de investigacion se enmarca en una de las principales enfermedades
transmitidas por vectores que se denomina malaria. La malaria es producida por un
parasito denominado Plasmodium que infecta los hepatocitos y los eritrocitos humanos.
Durante el proceso de invasion, los parasitos se unen a las células humanas mediante
distintas proteinas.

Diferentes estrategias han sido planteadas para contener la infeccion por estos parasitos,
sin embargo, la falta de una solucion definitiva a esta problematica a nivel de salud publica
conlleva a que se mantengan e intensifiquen los esfuerzos por conocer a mayor
profundidad los mecanismos de invasion y describir las interacciones que ocurren entre el
parasito y las células humanas. Por lo anterior, cada vez se le presta una mayor atencion
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a la identificacion, descripcién y caracterizacion de las proteinas del parasito y a los
receptores de las células humanas que participan durante el proceso de invasion.

La proteina RON4 de Plasmodium falciparum (la especie de Plasmodium mas letal a nivel
mundial) ha mostrado ser esencial en el proceso de invasion de las dos formas
parasitarias, denominadas esporozoito y el merozoito, afectando el desarrollo del parasito
desde dos frentes diferentes y por consiguiente una mayor posibilidad de obtener una
solucién efectiva frente a las infecciones. Por esta razén, en este trabajo se determinaran
que fragmentos de la proteina RON4 de Plasmodium falciparum estan interactuando
especificamente con las células humanas. Las regiones aca identificadas seran evaluadas
a nivel funcional para determinar cuales de ellas pueden servir como posibles candidatos
a vacuna.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, usted esta siendo invitado a participar en
el proyecto titulado “Determinacion y caracterizacion de las regiones de union de PfRON4
a eritrocitos y hepatocitos humanos”, donde se le extraera una muestra de sangre venosa
de aproximadamente 7-10mL. Esta muestra serd utilizada para cultivar el parasito de la
malaria (Plasmodium falciparum) y para realizar ensayos de union entre el parasito y las
células sanguineas (eritrocitos), en busca de blancos terapéuticos contra la malaria.

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto estd enfocado en determinar, caracterizar y
delimitar que regiones de la proteina RON4 de Plasmodium falciparum se unen a las
células sanguineas y hepatocitos humanos.

2. ¢Qué implica este estudio?
Si usted decide facilitar una muestra de sangre para este estudio, nosotros extraeremaos
alrededor de 7-10 mL de sangre de una vena de su brazo mediante la técnica de
venopuncién. Las muestras seran tratadas y almacenadas en los laboratorios de la
Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia. Alli realizaremos la separacion de los
componentes celulares y los utilizaremos para el cultivo de Plasmodium y para realizar los
ensayos de union con la proteina RON4.

3. ¢COomo serealizalatoma de muestra sanguinea?
La sangre se extrae de una vena localizada en la parte interior del brazo. El sitio se limpiara
con alcohol antiséptico y se colocara una banda elastica alrededor de la parte superior del
brazo con el fin de aplicar presidn en la zona. Se introduce una aguja estéril en la vena. Se
recoge la sangre en un frasco hermético o en un tubo adherido a la aguja. La banda elastica
se retira del brazo. Se saca la aguja y el sitio se cubre con algodén estéril para detener el
sangrado.

4. ¢Cuales son los riesgos més frecuentes del procedimiento de venopuncion?

v Leve dolor y ardor en el sitio de insercion de la aguja, que ceden en cuanto esta se
retira.

v" Hematomas (morados) pequefios que mejoraran espontaneamente o con medidas
locales como hielo inicialmente y pafios de agua tibia en los dias siguientes.
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v" Nausea, vomito y desmayos antes o durante la puncién de los cuales se recuperara
rapidamente.

v/ Sangrado mas prolongado de lo esperado, (especialmente si toma anticoagulantes
0 aspirina). Para controlarlo debe hacerse presidén suave en el sitio de puncién con
un algoddn seco por unos 2 a 5 minutos.

5. ¢Cudles son los riesgos mas infrecuentes del procedimiento de
venopuncién?

v" Hematomas que abarcan una gran area del brazo puncionado.

v Intenso dolor y sensacion tipo “corrientazo” y hormigueo que puede presentarse
inmediatamente u horas después de la venopuncion.

v Infeccién en el sitio de puncién que se manifiesta por enrojecimiento, calor, dolor y
posible secrecién en el sitio de ingreso de la aguja dias después de la obtencion de
la muestra.

En caso de presentarse algin evento adverso después el procedimiento, usted recibira la
atencion necesaria por parte del profesional en Bacteriologia que realizara la toma de
muestra, si se llegase a requerir una atencién mas especializada usted sera remitido al
centro de atencién en salud mas cercano. Por favor informenos la EPS a la que pertenece:

PRECAUCIONES AL REALIZAR EL PROCEDIMIENTO: Por favor informe a nuestro
personal si tiene trastorno de la sensibilidad en uno de sus brazos, si le realizan
hemodidlisis o si le han realizado una mastectomia de qué lado, para que la venopuncion
NO se realice en ese brazo.

6. ¢Qué pasara con miinformacion y mi muestra de sangre?
La informacién del donante se mantiene reservada, y no aparecera publicada en ningun
lugar. De hecho, las muestras seran almacenadas en un lugar seguro, donde sélo tiene
acceso el investigador, y no estaran identificadas con nombres ni ningun dato personal que
permita identificar de quién proviene la muestra. La muestra de sangre sera sometida a
procesos de conservacion, para luego utilizarla en el cultivo del microorganismo del cual
trata este estudio.

7. ¢Cudles son los beneficios de participar?

Por ahora, usted como donante no obtendra ningun beneficio directo al proveer una
muestra de sangre para el mantenimiento del cultivo del microorganismo y para los
ensayos de unién utilizados en este estudio. Sin embargo, su apoyo aportara en una de
las fases mas importantes del proyecto. Los resultados de este tipo de estudios podrian
ayudar en el futuro para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades trasmitidas por
vectores, como la malaria, aportando al desarrollo humano y al mejoramiento de la calidad
de vida de muchas personas en riesgo de padecer la enfermedad en las zonas tropicales
y sub-tropicales de Colombia y el mundo.
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS PARA EL
PROYECTO DE INVESTIGACION

Yo : con documento de identificacion
No.

de , en pleno uso de mis facultades mentales
acepto voluntariamente gue me sea tomada una muestra de sangre total con el fin de
realizar un aporte al proyecto de investigacion: “Determinacioén y caracterizacion de las
regiones de unién de PfRON4 a eritrocitos y hepatocitos humanos”.

Asi mismo, declaro que he sido informado acerca de la necesidad de realizar este
procedimiento, complicaciones que pueden presentarse durante el mismo y el manejo que
se le dara a la muestra obtenida y que todas las inquietudes generadas durante el proceso
han sido respondidas satisfactoriamente.

Acepto las indicaciones dadas por el Profesional en Bacteriologia acerca del procedimiento
y acepto la total responsabilidad de los inconvenientes o consecuencias que surjan al no
acatar dichas indicaciones y recomendaciones. Entiendo que la toma de muestras es
voluntaria y que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento antes y después
de que sea tomada la muestra de sangre. Una vez entendido, autorizo que se me realice
el procedimiento de toma de muestras (sangre venosa), por lo tanto, firmo en constancia
el presente documento.

Firma:

Certifico que he leido y comprendido todo lo anterior y que me encuentro en capacidad de
expresar mi libre voluntad.

Nombre profesional que toma la muestra:

Firmay Cédula:

Fecha de latoma:

Nombre testigo:

Firmay Cédula:

Fecha:




Anexo B: Alineamiento de la secuenciade nucledtidos de RON4 entre 16 cepas de P. falciparum.

PF3D7_1116000
PETGOT_ 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

PEGNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL_ 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_ 110021400
PFKHO1 110020100
PfKH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PFMLOL_ 110020800
PEIT 110020300

PEGNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100
PFHB3_110019100
PFKEOL 110020500
PFGAOL 110020200
P£CDO1_110021400
PFKHO1 110020100
PFKHO2 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_ 1116000
PETGOI_110020400
P£GB4_ 110022500
P£DAd2 110019000
PEMLOI_110020800
PEIT 110020300

PEGNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100
PFfHB3 110019100

PFKEOL 110020500
P£GAO1_110020200
PE£CDO1_110021400
PfKHO1_ 110020100
PEKHO2_ 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.
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ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGT TAAACCATTTAAAGGAAAT TATGGAGAAGCARATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGT TAAACCATT TARAGGAAAT TATGGAGAAGCARATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG

ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCARAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCAAAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCARAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCARAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCAAAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCARAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTC CTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCAAAAAACTGAATCAACCG
ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCARAAAACTGAATCAACCG

ATGTCTAGTGTTAGATTTTTTTTATGTATTTTTCTAGTTCTTTTTACATTTATTGATATAGTTAAACCATTTAAAGGAAATTATGGAGAAGCAAATTTTTCCTTTTTTCAAGCAACACCTGCTAGCCATATAGAAGAACCTCAAAAAACTGAATCAACCG
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| | | | | | | | | | | | | | | |
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATATTGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAAT] TTATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATATTGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAAT) (ATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC, TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC, TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAACAAAATAATAT
ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATGAACAACAAAATAATAATATACAAC. TAATAT

ATGCACAATCAAACATAACACAAAATGAAGAAATTAATAATACGAAACCATTACAAGAAAATATAACTAATAATCAACAAAATAGTAATGAACAACAAAATAATAATGAACAAC TAATAATGAACAAC TAAT.

330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
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CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARAACG G TAACCTAG CTATTAARACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATARAACACGAAG TAATCARAACG G TAACCTAG CTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAG TAATCARAACG G TAACCTAG CTATTARACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAARATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCAAACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTARACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAARATGATACAAATAATGTAATARAACACGAAG TAATCARAACG G TAACCTAG CTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAG TAATCARAACG G TAACCTAG CTATTARACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCAAACG G TAACCTAG CTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATAC TAATGTAAT, CACGAAG TAATCAAACG G TAACCTAG CTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATAC TAATGTAAT, CACGAAG TAATCAAACG G TAACCTAG CTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCAAACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCARACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA

CGATACATCCATATCTCATGTTCCAAACGACACAATTAAGAATCCTATAGATAATTCAAATATAAGCAATTTAGATAAATCAAATGATACAAATAATGTAATAAAACACGAAGAAAATAATCAAACGAAAGAAAATAACCTAGAAACTATTAAACATACA
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PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PEMLO1 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01_110018600
P£SNO1_ 110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_110021400
PfKHO01 110020100
PfKH02 110021000
P£7GE8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL_ 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_ 110021400
PFKHO1 110020100
PfKH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_ 1116000
PETGO1_ 110020400
P£GB4_110022500
P£Dd2 110019000
PEMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

PEGNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100
PfHB3 110019100
PEKEOL_ 110020500
PEGAO1_110020200
P£CDO1_110021400
PEKHO1 110020100
PEKHO2_ 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_ 1116000
PETGOI_110020400
P£GB4_ 110022500
P£DA2 110019000
PEMLOT_110020800
PEIT 110020300

PEGNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100

| | | | | | | | | | | | | | | |
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T. CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT T CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T. CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T. CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAARACCARAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T. CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCAAAGTATTAATAATAATATGAATA
GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGARAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATAT. T. CCAAAGTATTAATAATAATATGAATA

GAACCACTAACTAATCAAAATACAAATGAAGTTAAAATAAACGATCATAATGAACATGAAAAAAATACTGAAGAAAATAAAATAGAGGAGCAATATAATAATATAAATCATCATTCACATGATATAAATAAAAACCARAAGTATTAATAATAATATGAATA

650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

| | | | | | | | | | | | | | | |
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATARATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAARAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATARATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC

ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATARATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTG TAACCATGAT. T TGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC

ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC
ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC

ATGAAAATGCAGATAAAAATGTGCCACATTTAGATCAAAGTGCAATGTCTAATGAGAAACATATAAATGAACACACAACTAACCATCCTATTGAATCACACACTGGTGAAAATAACCATGATAAAATAAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCTACCAC

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

| | | | | | | | | | | | | | | |
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAAEGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACH
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA
TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA

TCCAACGAATGAACCCATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATGCAGCTACTCCAACGAATGAACCTATTCATATTGAACATGTAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACCCACAGTGAACATGCTACCACCACA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

| | | | | | | | | | | | | | | |
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
ACAAATGAACCTATTCAGATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA
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P£HB3_110019100
PEKEOL_ 110020500
P£GAO1_110020200
P£CD0O1_110021400
PEKHO1 110020100
PEKHO2_110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1_ 110020400
P£GB4_110022500
P£Dd2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOL_ 110020500
PFGAOL_ 110020200
P£CD0O1_110021400
PFKHO1 110020100
PFKHO2 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PEMLOT 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01_110018600
PESNO1 110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOT 110020500
PFGAOL 110020200
P£CD0O1_110021400
PFKH01 110020100
PFKHO2 110021000
P£7GE8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DAd2_110019000
PFMLOT 110020800
PEIT_ 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01 110018600
PFSNO1 110019100
PfHB3_110019100
PFKEOT 110020500
P£GA01 110020200
P£CDO1_110021400
PFKHO01 110020100
PFKH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC]
TGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAAC

ek ok ok ok ke ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok

ACAAATGAACCTATTCATATTGAACATGCAGCTACTCCAACAAATGAACATATCCATAATGAGCATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTGCCACCATAACACATGAACCTACCCATAATGAACATACTACCACTCCAACAA

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

| | | | | | | | | | | | |
ATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACATACTACCACTCCAACAAATGA
ATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCARATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACATACTACCACTCCAACAAATGA
ATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCARATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACATACTACCACTCCAACAAATGA

ATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCARATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACATACTACCACTCCAACAAATGA

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
| | | | | | | | | | | | | | | |
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAACARATGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAACARATGAACCT

GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAACAAATGAACCT

GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT

CACGCTACCACCACAAC TGAACCT

CACGCTACCACCACAAC TGAACCT

CACGCTACCACCACAAC TGAACCT

GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT

********************* GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
777777777777777777777777777777777 (GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT
GAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAAC TGAACCT

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok s ok ok ok ok ok s ok ok ok ok ok s ok ok ok ok ok o ok ok ko ok s ok ok K ok ko ok K ok K ok ko ok K ok ok ko ok K ok ok ko ok K ok K ok ko ok ok ok ko ok K ok ok ko ok ok K ok K ok Rk kK ok K kK K

ACCTATCCATAATGAACATGCTACCACTCCAACGAATGAACCTATTCCTATTGAACATATAGCTACTCCAGCAAATGAACCTACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACGAATGAACCTACTCATAATGAACACGCTACCACCACAACARATGAACCT

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
| | | | | | | | | | | | | | |
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAAC TGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCGCCACAAC TGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAAC TGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCGCCACAAC TGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACHGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAAC TGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATRCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC
ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACEGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCICAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok s ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR k ko ko ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk

ACTCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTATCCATAATGAACATGCTACCGCCACAACAAATGAATCTACGCATAATGAACATGCTACCACCACAACAAATGAACCTACCCATAATGAACATTCTACGACTCCAACAAATGAATCTACTC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
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PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PEMLO1 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01_110018600
P£SNO1_ 110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_110021400
PfKHO01 110020100
PfKH02 110021000
P£7GE8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL_ 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_ 110021400
PFKHO1 110020100
PfKH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1_ 110020400
PfGB4_110022500
P£DA2 110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOL_ 110020500
PFGAOL 110020200
P£CD0O1_110021400
PfKHO1 110020100
P£KH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PfTG01_110020400
P£GB4_110022500
PfDd2_110019000
PfMLO1_110020800
PEfIT_110020300
PfGNO1_110020500
PfSD01_110018600
P£SNO1_110019100

| | | | | | | | | | | | | | | |
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA

ATAGTGAAAATGCTACCACTTCAACAAATGAACAACATTCCCATGATCAAAATACCGAAGTTCATCCAAATGACAAGCTAGCTCTTGTTCCGTTCCAAGGAATAAAAAATCCCATTCCTTCAAATGAATCACAACCAATTATAAGTTTTCCAAACGAGGA
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TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACAT. CATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACAT. CATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACAC GAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA
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TGATAATCATGCGCAAAATGAAGGTTCTATAAACGCACCTTCTGAAGGGGAACACAATAATACAGATAATAAGGAAGGTCCCATCATTACACCATTAGAAGGAGAACAAGCAGGTACTGCACACAAAGAAGACGTAACACATAAACATATGGTAGGGGAA

1930

| | | | | | | | | | | | | | |
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGARATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAARATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA
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CATGTACCCCCTCAAAAAACACACCATGGACCTATCATTACACCAGTAGGAGGAAATCATGTACCCCCTCAAACACATCACGCACATATCATTACACCAGTAGGAGGGGAACATGCACATGGGCAAGGAAATAATGATACTACATATGTCACAATGAACA

2090

| | | | | | | | | | | | | | |
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGETCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTARAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTARAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTARAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
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CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAATAAAAATATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTARAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT

CAGATGAAAGTAGCAGCAGCGATACAAAAGGAGAACATTCAAATTTACGATCTTATAAT TATGAATAATAACCACGCGCAGCGTGATCAATATGATAGTGATACGTTAAATAGCGAAGGATCCGATGATGCATATTCAAGTATGCAACAGAACTT
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| | | | | | | | | | | | | | | |
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTARAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTARAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGETTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
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TGAGAAAAACGGAATCGATAGTTTTAAAGGGAAAGGGTTGCATGTATCTTTAAGAGAAAGAATAATAATCGAAATAATGGAAAGTGCAAAGAATGGAATAGATGGTTTATTAAAATTAAAAGATAGTAAAGACAGTGGCAAATTATTCATGGAAGCATTA
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| | | | | | | | | | | | | | | |
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCARATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCARATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCARAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGAAACCTTAGGTATAAAAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCAAATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA

GAAAAGTTAAATATAAATATGAAGGACTTAAAAAAGGATAAAAACTTAATATCATTAGAGGTATATGATAAAATATTATCAACCATGTTTAAAATATTAACCGAGATGTCATTTTATGAAGATTCCARATTTTATGARACCTTAGGTATAARAAAGGATA
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TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATARAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCARAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC
TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAAAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC

TATTAAATCAATCATTAAAAGATATAAAAATAAAAATGTTAAGAAAACTTGGTGTTTCGTATAGTAGGTTACCACCTATTATAAAACATACAGAAGGGAAATGTGCTATCAARAGATATAATTATAAGTATATCATCAAAGGAATTAGCACAACGTATGGC

2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
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PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PEMLO1 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01_110018600
P£SNO1_ 110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_110021400
PfKHO01_ 110020100
PfKH02 110021000
P£7GE8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PFHB3 110019100
PFKEOL_ 110020500
P£GA01_110020200
PFCDO1_ 110021400
PFKHO1 110020100
PfKH02 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1 110020400
PfGB4_110022500
P£DA2 110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_ 110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOL_ 110020500
PFGAOL 110020200
P£CD0O1_110021400
PfKHO1 110020100
PfKH02_ 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PfTG01_110020400
P£GB4_110022500
PfDd2_110019000
PfMLO1_110020800
PEfIT_110020300
PfGNO1_110020500
PfSD01_110018600
P£SNO1_110019100

| | | | | | | | | | | | | | | |
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAARATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAARATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT
AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT

AATCATGTTTACAAAATGGTTAGCTCCTGATGAATATGGAGCAGTTGTTGATTATGAAAATAACGTAGAATTAAATGTATTATGTTCAGGTGCTCCTATACTTATACAACAGTGGAAATATTATCAAAACATGTTAGGGTTTGAAGAAGATAAAGATCAT

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040

| | | | | | | | | | | | | | | |
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTARAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGT@ATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGT@®ATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAAAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA
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GCATATTTAGGATTAATAGATGAATTATTAGTTATGAATAAAAGATATAGTCAAAACAAAGACTATGTTGAAACATTAGAAAAAATAAAARAAATCTAAAGTTTTTAAGCATTGTACAAAAATTATGAGAATTGGTGGTAAGGTATCATCTGTACCTTTTA

3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
| | | | | | | | | | | | | | |
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTARAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAARAAAAAGTAAARARATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAARAAATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAARAAARAAGTAARARATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTARAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAARAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAARAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGARAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTARAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGARAAARAAGTAARARATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTARAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAARATCAAGCCCCTTGAARAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT
ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAAAAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAAAAT

ATTATGAAAATGTAAAGAAACCAAGTTCATCTATTATCGGTTCATTGGGGAATTTAATTAAAGCTAATATTAGTACATATTATAAGGCAACAGCTCAAAGAATTAATTCTTACTTTCATTATACTGAGAAAAARAGTAAAAAATCAAGCCCCTTGAARAT

3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
| | | | | | | | | | | | | | |
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
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P£HB3_110019100
PEKEOL_ 110020500
P£GAO1_110020200
P£CD0O1_110021400
PEKHO1 110020100
PEKHO2_110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1_ 110020400
P£GB4_110022500
P£DAd2_110019000
PFMLOT_ 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SDO1_110018600
PESNO1_110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOL_ 110020500
PFGAOL_ 110020200
P£CD0O1_110021400
PFKHO1 110020100
PFKHO2 110021000
P£7G8_110019600

Prim.cons.

PF3D7_1116000
PETGO1_ 110020400
P£GB4_110022500
P£DA2_110019000
PEMLOT 110020800
PEIT 110020300

P£GNO1_110020500
P£SD01_110018600
PESNO1 110019100
PfHB3_ 110019100
PFKEOT 110020500
PFGAOL 110020200
P£CD0O1_110021400
PFKH01 110020100
PFKHO2 110021000
P£7GE8_110019600

Prim.cons.

TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAAAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT
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TATCTCAGTTTGTACTCTTCTACATCTAACAGATATGTTATATAAATGTTCAGATGAAAATTCTAATGGAGTAATGGATTTATATAACTTACAACTTAATACTTTAAATATGAAAGGTAARAATGGTATTACAGTATTTAGTGCACTTGAAATTCTTAACT

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520

| | | | | | | | | | | | | | | |
CAGGAAAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAARAAAAARAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATARAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAAAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAAAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAG T. GGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG
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CAGGAAAAAAAAAATCAACTTAAGGAGATATGCGAACCCCAAAACGGACTAATAGACGAAACATTAACAARAGATGTTAATTCTACTATCAACGGATTCTCATGAATTATTATCACATGAATTAGAAAATAARAGGATTTGACGAAGATTATATTCAAGACG

3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600

| | | | | | | |
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA
AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA

AAATAAAGAATATCAACGAAAGTGATAACAATATTAGAGATAAAGAAGAAGACGATGCTGAAAAGATGATTTTTGATGATTTATAA



Anexo C: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de RON4 entre 16 cepas de P.
falciparum.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
| | | | | | | | | | | | | | |
Pf3D7_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfGB4_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfTGO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEEINNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQON]| (NGINTQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfMLO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQOQON]| NN IQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfIT_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQOQON; INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
P£7G8_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQOQON; INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfCDO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfKHO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfKHO2_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfDd2_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfGAO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfKEO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEEINNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfHB3_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQN: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfGNO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQN: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
P£SD0O1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQONEE INNTKPLOENI TNNQONSNEQQONNNEQQON: INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
PfSNO1_RON4 MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITQNEE INNTKPLOENI TNNQQNSNEQQONNNEQQON; INNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
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Prim.cons. MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQKTESTDAQSNITONEEINNTKPLOENITNNQONSNEQONNNEQONNNEQONNNIQONNIDTSISHVPNDTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHT
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
| | | | | | | | | | | | | | | |
Pf3D7_RON4 EPLTNQONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfGB4_RON4 EPLTNQONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP

PfTGO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfMLO1_RON4 EPLTNQONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfIT RON4 EPLTNQONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
Pf7G8_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfCDO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfKHO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfKHO2_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfDd2_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfGAO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfKEO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfHB3_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfGNO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfSD0O1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
PfSNO1_RON4 EPLTNONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATP
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Prim.cons. EPLTNQONTNEVKINDHNEHEKNTEENKIEEQYNNINHHSHDINKNQS INNNMNNENADKNVPHLDQSAMSNEKHINEHTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATPTNEPIPIEHAATPTNEPTHIEHVATPANEPTHSEHATTT
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

| | | | | | | | | | | | | | |

Pf3D7_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT] NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfGB4_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT] NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfTGO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT] NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP

PfMLO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PEfIT_RON4 NEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
P£7G8_RON4 NEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfCDO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfKHO1_RON4 NEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfKHO2_RON4 NEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT] [NEPTPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfDd2_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfGAO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfKEO1_RON4 NEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfHB3_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfGNO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
P£SD0O1_RON4 INEHTHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
PfSNO1_RON4 NEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPT NEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP
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Prim.cons.

P£3D7_RON4
P£GB4_RON4
PETGOL_RON4
PEMLO1_RON4
PEIT_RON4
P£7G8_RON4
P£CDO1_RON4
PEKHO1_RON4
PEKH02_RON4
P£Dd2_RON4
P£GAOL_RON4
PEKEOL_RON4
PfHB3_RON4
PEGNO1_RON4
P£SDO1_RON4
PESNO1_RON4

Prim.cons.

P£3D7_RON4
P£GB4_RON4
PETGO1_RON4
PEMLO1_RON4
PEIT RON4

P£7G8_RON4
PECDO1_RON4
PfKHO1_RON4
PEKH02_RON4
P£DA2_RON4
PfGAOL_RON4
PfKEO1_RON4
PfHB3_RON4
PEGNO1_RON4
P£SDO1_RON4
PESNO1_RON4

Prim.cons.

P£3D7_RON4
P£GB4_RON4
PETGO1_RON4
PEMLO1_RON4
PEIT RON4

P£7G8_RON4
PECDO1_RON4
PfKHO1_RON4
PfKH02_RON4
P£DA2_RON4
PfGAOL_RON4
PEKEOL_RON4
PfHB3_RON4
PEGNO1_RON4
P£SDO1_RON4
PESNO1_RON4

Prim.cons.

P£3D7_RON4
P£GB4_RON4
PETGO1 RON4
PEMLO1_RON4
PEIT RON4

P£7G8_RON4

TNEPIHIEHAATPTNEHIHNEHATTTTNEPTHNEHAATITHEPTHNEHTTTPTNEPIHNEHATTPTNEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHTTTPTNEPIHNEHATTPTNEPIPIEHIATPANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEP

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640

| | | | | | | | | | | | | | | |
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTETNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPI ITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDQNTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTETNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHAT TETNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDQNTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHAT TTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHETTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDQNTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDQNTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTITNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTETNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPI ITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE
THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTITNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGSINAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE

THNEHATTTTNEPIHNEHATATTNESTHNEHATTTTNEPTHNEHSTTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDONTEVHPNDKLALVPFQGIKNPIPSNESQPIISFPNEDDNHAQNEGS INAPSEGEHNNTDNKEGPIITPLEGEQAGTAHKEDVTHKHMVGE

650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

| | | | | | | | | | | | | | | |
HVPPQKTHHGPIITPVGGNHVPPQTHHAHI ITPVGGEHAHGQGNNDTTYVTMNTDESSSSDTKGEHSNLRSYNKNMNNNHAQRDQYDSDTLNSEGSDDAY SSMOONFEKNGIDSFKGKGLHVSLRERIITEIMESAKNGIDGLLKLKDSKDSGKLFMEAL
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Anexo D: Porcentaje de hemdlisis de los péptidos
utilizados en el ensayo de inhibicion de la invasidn
(200uM).

Se muestra el porcentaje de hemolisis para cada péptido, obtenido mediante la lectura de

absorbancia de tres replicas independientes:

MUESTRA % HEMOLISIS | Desvest
NEGATIVO (PBS 1X) 0,0 0,1
POSITIVO (Triton X-

100 0,1% 100,0 3,2

42477 0,4 0,4
42479 0,7 0,1
42480 0,1 0,4
42505 0,1 0,3
42513 0,0 0,2
42463 0,2 0,1
42470 0,1 0,2
4313 0,4 0,3
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The Plasmodium falciparum Rhoptry Neck Protein 4 (RON4)
contains human erythrocytes and hepatocytes binding regions
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INTRODUCTION
lated malaria a serlous public health problem throughout the world due to its high mortality rates. P. falclparum expresses rhoptry neck protein 4 (PRON4) during merozoite
and sporozolte stages. It participates in tight junction (1)) formation with host cells via the AMA-1/RON complex and Is refractory to complete genetic deletion. Nanetheless, key P/RON4 regions interacting with
host cells remain unknown; such information would b Iy useful for combating P lated malaria.
OBJECTIVES

Selecting and synthesising Plasmodium falciparum RONA conserved reglon-derived, peptides for evaluating their erythrocyte and HepG2 cell binding activity; characterising the nature of their receptors; and
ascertaining thelr Inhibitory effect on parasite Invasion of human erythrocytes.
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CONCLUSIONS

Five peptides (42477, 42479, 42480, 42505 and 42513: called high bmdmg activity peptides - HABP) had higher than 2% human erythrocyte binding activity, having nanomolar range kDs, while two peptides
(42477 and 42480} bound to HepG2 having lar range kDs.

Cell-peptide interaction was sensitive to erythrocyte treatment invalving trypsin andor chymotrypsin and heparinase | and chondroitinase ABC, suggesting protein-type receptors (erythrocytes) and
chandroitin sulphate proteoglycan and/or heparin-type receptars (sparazoites) for PARONS.

= The results revealed that PARONA B00-B19 (HABP 42477) and PFRONA 860-879 (HABP 42480) residues were regions which specifically interacted with host cells, thereby supporting their inclusion when
developing therapeutic targets against la malaria, such as a subunit-based, multiple antigen and multi-stage anti-malarial vaccine.
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Plasmodinem falcpanem-related malana represents a serious worldwide public health
problem due to its high morality rates. P. falcipansm expresses rhopiry neck protein 4
{PRON4) n meroznite and sporozoite rhopiries, it participates in tight junction (TJ)
formation via the AMA-1/ROMN complex and is refractory to complete genetic deletion.
Despite this, which PFRON4 key regions nteract with host cells remain unknown; such
information would be useful for combating P. falopanem-related malania. Thirty-two
ROM4 conserved region-derived peptides were chemically synthesised for determining
and charactenising PRON4 regions having high host cell binding affinity (high actvity
binding peptides or HABPs). Receptor-ligand interaction/binding assays determined
their specific binding capability, the nature of thelr recepiors and their ability to inhibit in
vitro parasite invasion. Peptides 42477, 42473, 42480, 42505 and 42513 had greater
than 2% erythrocyte binding activity, whilst peptides 42477 and 42480 specifically
boamnd to HepG2 membrane, both of them having micromolar and submicromolar
range Kd. Cell-peptide mteraction was sensitive to treating erythrocytes with trypsin
andor chymotrypsin and HepG2 with heparinase | and chondroitinase ABC,
suggesting protein-type (erythrocyie) and heparin andfor chondroitin sulphate
proteoghycan receptors (HepG2) for PIROM4. Enythrocyte invasion inhibition assays
confemed HABPs® importance during merozoite imwasion. PIROMY B00-813 (4247T)
and BE0-879 (42480) regions specifically imteracted with host cells, thereby supporting
their mclusion in a subumit-based, multi-antigen, multistage anti-malarial vaccine.
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