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Resumen

La malaria es una enfermedad causada por hemoparasitos del género Plasmodium;
existen cinco especies capaces de infectar al ser humano, entre ellas se encuentra
Plasmodium falciparum, especie causante de la mayoria de muertes en el mundo

durante el afio 2018 segun la organizacion mundial de la salud (OMS).

El presente trabajo tiene como objetivo la expresion de un fragmento de la proteina
hipotética PFL1395c de P. falciparum en un sistema heterdlogo. Para lo cual se partio
de la reactivacion de las células E. coli XL1-Blue, las cuales contenian el vector de
clonacién y expresiéon pGEX4T-3, obtenidas en trabajos anteriores por el grupo de
investigacion, Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
de Colombia sede Bogota. Luego se extrajo el ADN plasmidico de estas células y se
purificd mediante el uso del kit Miniprep de Thermo Fisher, posteriormente se amplifico
por PCR, se visualizé y analiz6 a través de geles de agarosa, el ADN plasmidico se
envid a secuenciar y las secuencias obtenidas se analizaron mediante el uso de
diferentes herramientas bioinformaticas. Seguidamente se indujo la expresion del
fragmento de la proteina PFL1395c mediante el uso de Isopropil-B-D-1-
Tiogalactopiranosido (IPTG), y finalmente se analizo la expresion de la proteina
mediante electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida y se comprobd su
presencia mediante una inmunodeteccién de tipo Dot blot usando el anticuerpo

monoclonal 7 (AcM7).
En conclusién el desarrollo de este trabajo permiti6 avanzar en el estudio de P.

falciparum y en la estandarizacion de un método de expresion a baja escala de un

fragmento de la proteina PFL1395c.

Palabras claves: Anticuerpo monoclonal (AcM7), expresion heteréloga de proteinas,

proteina PFL1395c, pGEX 4T-3, Plasmodium falciparum.
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Abstract

Malaria is a disease caused by hemoparasites of the genus Plasmodium; there are
five possibilities to infect humans, among them are Plasmodium falciparum, which
causes the most deaths in the world during 2018 according to the World Health
Organization (WHO).

The present work aims at the expression of a fragment of the hypothetical protein
PFL1395c of P. falciparum in a heterologous system. To this end, we started with the
reactivation of the E. coli XL1-Blue cells, which contained the cloning vector and
expression pGEX4T-3, obtained in previous works by the research group, Cell Biology
of the Faculty of Medicine of the National University of Colombia Bogota headquarters.
The plasmid DNA was then extracted from these cells and purified by the use of the
Thermo Fisher Miniprep kit, subsequently amplified by PCR, visualized and analyzed
through agarose gels, the plasmid DNA was sent to be sequenced and the sequences
obtained they were analyzed by using different bioinformatics tools. Subsequently, the
expression of the PFL1395c protein fragment was induced by the use of Isopropyl-p-
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), and finally the expression of the protein was
analyzed by electrophoresis in discontinuous polyacrylamide gels and its presence
was checked by means of an immunodetection of type Dot blot using monoclonal
antibody 7 (AcM7).

In conclusion, the development of this work allowed advancing in the study of P.
falciparum and in the standardization of a method of low-scale expression of a

fragment of the protein PFL1395c.

Key words: Monoclonal antibody (AcM7), heterologous expression of proteins, protein
PFL1395c, pGEX 4T-3, Plasmodium falciparum.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad de amplia distribucion mundial causada por
hemoparasitos del género Plasmodium, actualmente existen cinco especies de
Plasmodium capaces de infectar al ser humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi, siendo P.
falciparum y P. vivax las responsables de la mayoria de muertes en el mundo @. En
Colombia para la semana 28 del boletin epidemiolégico semanal (BES) del 2.018 se
reportaron 31.470 casos de malaria, de los cuales el 50.1 % (16.876) fueron causados
por P. falciparum @, el mismo afio hasta la tercera semana del mes de julio se

reportaron 6 muertes debido a esta enfermedad ©).

El ciclo de vida de Plasmodium es muy complejo debido a sus multiples estadios en
el mosquito y en el ser humano. Este inicia con la inoculacion de esporozoitos en el
torrente sanguineo tras la picadura del mosquito, alli los esporozoitos viajan al higado
donde comienzan su desarrollo asexual, el cual culmina con la liberacion de los
merozoitos al sistema circulatorio, estos merozoitos invaden a los eritrocitos, en donde
crecen y se replican hasta liberar mas merozoitos, algunos de estos merozoitos
pueden madurar en formas sexuadas denominadas gametocitos, este ciclo se repite

cada 48 horas @.

Durante su ciclo intraeritrocitario el merozoito genera cambios en la célula infectada
tras la invasion al eritrocito, por ejemplo, Plasmodium falciparum exporta cientos de
proteinas al citoplasma de la célula hospedera, las cuales alteran la permeabilidad,
rigidez y citoadherencia del eritrocito infectado ). Muchas de las proteinas generadas
por el parasito cumplen funciones de suma importancia para la supervivencia del
mismo, como es el caso de las proteinas de choque térmico, segun sus siglas en
inglés (HSPs); cuya funcion consiste en proteger al parasito contra los cambios
fisioloégicos, como el aumento de la temperatura. Estas proteinas por lo general se
clasifican por su peso molecular (HSP40, HSP60, HSP70 y HSP110) siendo la HSP70
una de las familias mas importantes, por otra parte es importante sefialar que algunas

de las investigaciones realizadas en los ultimos afios se han centrado en el estudio de
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la HSP70 citosdlica, Pf HSP70-1, y la Pf Hsp70-2 del reticulo endoplasmatico (RE)
implicadas en funciones tales como el plegamiento de proteinas y la homeostasis

celular ¢:9),

Muchas de las proteinas que produce P. falciparum no estan caracterizadas
experimentalmente, incluida la PFL1395c, proteina de funcion desconocida,
conservada en pardsitos del género Plasmodium, cuya estructura presenta 4
dominios: el dominio ASF1, el dominio J, el dominio WD40 (Di péptido compuesto por
triptéfano y acido aspartico), y el dominio DUF47, por sus siglas en inglés (Domain of
unknown function 47) ). El grupo de investigacion, de Biologia Celular de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota tiene como una de
sus finalidades profundizar en el estudio de P. falciparum y en especial en una de sus
proteina, la PFL1395c¢, debido a esto el desarrollo de este trabajo tiene como objetivo
principal aportar en el estudio de esta proteina y para ello se buscé la estandarizacion

de un método de expresion a baja escala de un fragmento de la proteina PFL1395c.

La expresion de la proteina PFL1395c se realiz6 a partir la reactivacion de las células
E. coli XL1-Blue, las cuales contenian el vector de clonacion pGEX4T-3, obtenidas en
trabajos anteriores por el grupo de investigacion, Biologia Celular de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. Se extrajo el ADN
plasmidico, se purificod, se amplificd por PCR, se visualiz6 y analizé a través de geles
de agarosa, luego se transformaron las células E. coli BL21 (DE3) y se estimularon
con Isopropil-B-D-1-Tiogalactopirandsido (IPTG), seguidamente se analiz6 la
expresion del fragmento mediante la electroforesis en geles discontinuos de
poliacrilamida y se comprobd su presencia mediante una inmunodeteccién de tipo Dot
blot usando el anticuerpo monoclonal 7 (AcM7) para su deteccion. Aunque la
informacion que se tiene en la actualidad de la proteina PFL1395c es muy reducida
se ha encontrado asociada con proteinas de choque térmico de gran importancia para
el parasito, por lo cual su investigacion resulta ser un asunto relevante en el estudio

de la biologia de P. falciparum.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria es una enfermedad de gran importancia a nivel mundial. En el afio 2017,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) reportaron una tendencia creciente de los casos de malaria siendo los
paises mas afectados Brasil, Ecuador, México, Nicaragua, Venezuela, Cuba, Costa

Rica y Honduras ©®),

El ciclo biolégico de Plasmodium es complejo; durante la etapa intraeritrocitica
asexual, el merozoito invade la célula hospedera e inicia su remodelacién exportando
proteinas hacia el citosol de la célula infectada, generando a su alrededor una
membrana vacuolar parasitofora donde se desarrolla hasta ser rodeado por tres
membranas: la membrana plasmética del parasito (MPP), la membrana vacuolar

parasitéfora (MVP) y la membrana plasmatica del glébulo rojo (MPGR) ©.

El grupo de investigacion, de Biologia Celular de la facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota generd los anticuerpos monoclonales
AcMIG2, AcM4F8, AcM22/44 y AcM7 a partir de un preparado de estructuras
membranales que permanecen en el sobrenadante de los cultivos continuos de P.
falciparum, segun sus siglas en inglés (MEMs) @, una vez los merozoitos salen de su
célula hospedera, como se describié en Cortés (10; estos anticuerpos han sido
caracterizados de manera preliminar. Igualmente, se han propuesto las proteinas
Pf68kDa, Pf45kDa, Pf44/22kDa como residentes del compartimento exportador de
proteinas (PEC) o en su defecto como un dominio del reticulo endoplasmatico (RE)
(10.11) Uno de los anticuerpos mas avanzados en su caracterizacion es el AcM7, el
cual reconoce una proteina de una masa molecular de 68kDa, de acuerdo con su
migracion electroforética. Recientemente se encontr0 que el AcM7 reconoce la
proteina homoéloga de P. falciparum, identificada como proteina de choque térmico
70-2 (HSP70-2), (en proceso de publicacion).
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En consecuencia la expresion de un fragmento de la proteina hipotética PFL1395c en
un vector heterélogo permitir4 evaluar si este fragmento es reconocido por el AcM7,
asi mismo se pretende mostrar el potencial que puede brindar este anticuerpo como
una herramienta adicional para el estudio de Plasmodium y en especial de las
proteinas del PEC o en su defecto del RE, al cual se ha encontrado asociado (1213,
Por tal motivo se plante6 la siguiente pregunta.

¢ Es posible expresar el ADNc codificante de un fragmento de la proteina hipotética

PFL1395c en un vector heterdlogo?
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Realizar un estudio preliminar de expresion a baja escala de un fragmento de la

proteina PFL1395c¢ en un sistema de expresion heterdlogo.

2.2. Especificos

e Estandarizar un método de expresion a baja escala de un fragmento de la

proteina PFL1395c utilizando para esto expresion heteréloga
e Determinar la presencia de un fragmento de la proteina PFL1395c de P.

falciparum expresada en un sistema heterologo a través de un inmonoblot tipo
Dot blot
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Antecedentes

Los trabajos pioneros del grupo de investigacion en Biologia Celular describen
algunas estructuras halladas mediante experimentos de inmunofluorescencia
indirecta (IFl) y video filmacién ¥. Estos se enfocaron en el estudio de remanentes
encontrados en los sobrenadantes de medios de cultivo denominados estructuras
membranales o MEMs por su siglas en inglés: Membrane Erythrocyte Structures still
remain in supernatants of in vitro continuous cultures of P. falciparum 4. Sin embargo,
Winograd en 19984, menciona que el conocimiento referente a la salida de los
merozoitos de su célula hospedera es limitado. Adicionalmente Winograd en el afio
199912 propone que la salida de los merozoitos de su célula hospedera podria
explicarse a través de un evento de fusién de membranas (MVP y MPGR), se cree
que al salir los merozoitos de su célula hospedera podria estar asociado con las
MEMSs. Es importante resaltar que estas estructuras membranales fueron el insumo
utilizado para generar los anticuerpos monoclonales (AcsMcs) el PEC (compartimento
exportador de proteinas) o en su defecto un dominio del reticulo endoplasmatico. La
proteina PFL1395c es una de las proteinas que parece encontrarse ubicada en las
MEMs 13), Se ha evidenciado que estas MEMs poseen estructuras en su interior, un
ejemplo de ellas son las hendiduras de Madrer, al igual que otras membranas aun de
origen desconocido, las cuales son reconocidas por los AcsMcs generados por el
grupo de investigacion de Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.

A continuacién, se describen los anticuerpos monoclonales generados por el grupo de
investigacién de Biologia Celular antes mencionado:

I.  AcM7 el cual reconoce la proteina Pf68kDa.

[I.  AcMIG2 que reconoce una proteina de igual masa molecular de aprox. 68kDa,
de la cual no se tiene conocimiento si esta reconoce epitopes distintos a los
gue reconoce el AcM7.

lll.  ElI AcM4F8 el cual reconoce una proteina de masa molecular de 45kDa.

IV. ElI AcM134 gue reconoce una proteina de 44/22kDa.
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De todos los anteriores, el AcM7 es el mas avanzado en su caracterizacion (13.15.16.17)

Wiser en 199718 plantea la existencia de dos vias de secrecion paralelas, una
intracelular y una via alterna de exportacion de proteinas; para ello se infectaron
eritrocitos con P. berghei, los cuales se trataron con Brefeldina A (BFA), con el fin de
evaluar la via alterna de exportacién, como consecuencia de lo anterior, la BFA
utilizada en los eritrocitos infectados inhibid la exportacion de proteinas y asi genero
una acumulacion de las mismas en un compartimento ubicado en la periferia del
parasito (18, Posteriormente se localizaron estas proteinas en los diferentes

compartimentos del eritrocito utilizando anticuerpos monoclonales ©: 11.19),

Las proteinas reconocidas por esta serie de anticuerpos monoclonales han sido
previamente caracterizadas mediante la técnica de Western-blotting. El resultado del
procedimiento previo es el reconocimiento unanime de las estructuras membranales
(13), Las proteinas que reconocen esta serie de anticuerpos se han propuesto como
proteinas residentes del PEC o en su defecto un dominio del reticulo endoplasmatico
(10.11) Estos anticuerpos generados por el grupo de investigacion, de Biologia Celular
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota
reconocen varias proteinas localizadas en el RE como lo son:

e La proteina Pf68kDa reconocida por el AcM7 (10),

e La proteina Pf45kDa reconocida por el AcM4F8 (10),

e La proteina Pf44/22kDa reconocida por el AcM134 (10),

e El antigeno Pf68kDa que reconoce una proteina integral de membrana soluble

en Triton X-100 (10),

Dado que el estudio de las proteinas localizadas en el RE ha sido preliminar, el
espacio de desarrollo empirico aun es amplio y relevante. Su mayor importancia radica
en que son proteinas naturalmente localizadas en el PEC o un dominio del reticulo

endoplasmatico en ausencia de BFA (10.11),

Recientemente en el documento final de tesis la doctoral (en proceso de publicacion)

titulada: Identificacién, mapeo antigénico de la proteina de P. falciparum denominada
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Pf68kDa reconocida por el AcM7, en la cual se describe por primera vez la proteina
hipotética PFL1395c en donde se le asocia con la proteina HSP70-2 (PFIO875w)
mediante un epitope comun (en proceso de publicacién). La proteina PFL1395c fue
rastreada mediante el analisis de librerias de expresion de P. falciparum usando el
AcM7. Sin embargo, pese a que se estimulo la expresion de PFL1395c y se detecto
con el AcM7.

Cortés en el 2011193, logré reforzar la caracterizacion de las estructuras membranales
mediante microscopia electronica de transmision, insertando una sonda lipofilica DILC
16 y una sonda de lipidos fluorescentes en la superficie de los eritrocitos infectados,
para luego ser observados durante las proximas 48 horas (tiempo de duracion del ciclo
eritrocitaria asexual); siendo esta la descripcion mas completa que se haya hecho de
las MEMs por microscopia electronica de transmision y asi aportando evidencias,
sobre la salida de los merozoitos de su célula hospedera 13,

Se cree que dentro de las MEMs hay membranas que son reconocidas por los
anticuerpos monoclonales que se generaron y por lo tanto es posible que haya
membranas reconocidas por el AcM7, a las que puede estar unida la PFL1395c, ya
que se cree que esta proteina es transmembranal. Por lo cual poder expresar
PFL1395c ayudaria a estudiar el evento de salida de merozoitos de su célula

hospedera.

24



3.2. Marco tedérico

3.2.1. Malaria.

La malaria es una enfermedad potencialmente mortal causada por hemoparasitos del
género Plasmodium 9, el reservorio mas importante es el hombre y el mosquito
hembra del género Anopheles®d, P. falciparum, es la especie de malaria que mas
afecta al ser humano con una transmision del 60% a nivel mundial, este causa la
presentacion mas grave de la enfermedad debido a sus efectos microvasculares y
puede provocar la muerte si no se trata oportunamente; P. vivax, es la segunda
especie de malaria que mas afecta al ser humano con una transmisién del 40 %; P.
ovale, su morfologia y periodicidad hace que este Plasmodium se confunda facilmente
con P. vivax; P. knowlesi, se confunde con P. falciparum debido a sus manifestaciones
clinicas y complicaciones®?;P. malariae, la infeccion por este Plasmodium no es
comun, sin embargo se ha evidenciado que esta presente en zonas endémica como

Africa subsahariana y el Sureste del Pacifico®3.

Segun el reporte de la OMS del 2017 se estimoé que el total de muertes a nivel mundial
fue de 445.000@4, siendo la region de Africa la méas afectada, con el 90% de los casos
de paludismo y muertes en todo el mundo ©), tal y como se evidencia en la Figura 1.
La malaria en Colombia es una enfermedad endémica en gran parte del territorio
nacional, alrededor de 12 millones de personas habitan en zonas de alto riesgo. El
BES notifico hasta la fecha (semana epidemiologica 34 de 2018) 340.283 casos de
malaria, de los cuales 39.657 son de malaria no complicada y 626 son de malaria
complicada con predominancia de infeccion por P. falciparum con 19.864 casos,
seguido por P. vivax con 19.589 casos y por ultimo P. falciparum y P. vivax (infeccion
mixta) con 830 casos @. A continuaciéon se muestra un mapa global de las areas en

riesgo de contraer malaria.
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Figura 1. Nimero de casos reportados de Malaria a nivel mundial (OMS). Paises con casos
autoctonos 25

3.2.2. Ciclo biolégico

El ciclo de vida del parasito de la malaria incluye dos huéspedes (el mosquito hembra
del género Anopheles y el hombre) @D, Este inicia cuando el mosquito hembra
infectado con malaria inocula esporozoitos alojados en sus glandulas salivales, estos
por via hemética llegan al higado e infectan las células hepaticas donde se multiplican
asexualmente (esquizogonia pre-eritrocitaria) liberando esquizontes tisulares los
cuales vuelven a la sangre®23 Sin embargo P. vivax y P. ovale tiene un estadio
latente denominado hipnozoito, el cual persiste en el higado y es el causante de
recaidas luego de volver al torrente sanguineo. Dentro de los eritrocitos los merozoitos
se multiplican de manera asexual (esquizogonia eritrocitica) y se observan en una
forma de anillo llamada trofozoito, estos al diferenciarse se convierten en esquizontes,
gque contienen merozoitos los cuales se liberan; haciendo que estos vuelven a invadir
otros eritrocitos y asi repetir esta fase del ciclo. Sin embargo en algunos casos estos
merozoitos en vez de continuar con el ciclo toman una ruta diferente y se diferencian
en gametocitos (macro y micro gametocitos), los cuales son ingeridos por el mosquito
hembra 3. Al fusionarse los macro y micro gametocitos da lugar al ooquineto, el cual
adquiere una cubierta quistica formando el ooquiste en la pared del intestino y por
division sexual (esporogonia) forma una gran cantidad de esporozoitos®?2%), como se

muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida de Plasmodium %

3.2.3. Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales son cambios estructurales o funcionales que se
efectian en las proteinas, los cuales son parte esencial de la regulacién de su
actividad ®9, Su caracterizacion es de gran relevancia, ya que de esta manera se logra
comprender los mecanismos celulares ?7). Estas estan conformadas por mas de 200
reacciones, cuya funcidén consiste en la adicion covalente de un grupo modificante
provocando asi alteraciones quimicas o la pérdida de péptidos que hacen parte de la
estructura de la proteina @8, Existen muchas modificaciones postraduccionales las
cuales regulan la correcta funcionalidad de las proteinas, también la actividad en la
cual estén involucradas y su correcta localizacion celular . Las modificaciones

postraduccionales mas importantes son:

e La fosforilacion que consiste en la adicion de un grupo fosfato a los residuos

serina, tirosina y treonina 7,
e La ubiquitinacion donde las proteinas sufren modificaciones mediante la union
covalente de corticosteroides y la adicion de pequefias fracciones, la proteina

modificadora es la ubiquitina 7).
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e La acetilacion donde los grupos acetilo de la acetil coenzima A (Acetil CoA)
se transfieren a los aminoéacidos de los residuos de lisina dando como resultado
la neutralizacion de la carga, lo que provoca la alteracion de las propiedades

de las proteinas®7:29),

e La metilacién por otro lado, es la conjugacion del grupo metilo con los residuos
de lisina y arginina en las histonas, lo cual provoca la alteracion de la estructura
de la cromatina y la acumulaciéon de las proteinas no histonas la cromatina,

ademas regula la activacién de la p53 27,

e La glicosilacion involucrado en la maduracion del correcto plegamiento de
proteinas y localizacién de las mismas ?® es importante sefalar que las
proteinas pueden ser dianas de mas de una modificacibn o pueden ser

modificadas en mas de un residuo @7,

Para expresar una proteina recombinante es necesario elegir el huésped en el cual se
expresara la proteina y su respectivo vector de expresion. Para ello existen diferentes
sistemas de expresion como lo son las bacterias, las levaduras, hongos filamentosos,
cultivos de células eucariotas, animales etc., cada uno de ellos tiene caracteristicas
especificas, ventajas y desventajas ©9. Los sistemas de expresion procariotas
presentan limitaciones para expresar proteinas completamente funcionales debido a
que no realizan en las proteinas la mayoria de modificaciones postraduccionales que
realizan las células eucariotas. Aunque las bacterias son los sistemas de expresion
mas utilizados debido a la facilidad en su manipulacién, bajo costo y sencillez, la
Escherichia coli como célula hospedadora no realiza la N- glicolizacion ni la o-
glicolizacion®?, en cambio los sistemas de células eucariotas (levaduras, cultivos
celulares u organismos transgénicos) permiten la introduccidon de diferentes
modificaciones postraduccionales a las proteinas recombinantes®®, no obstante son

menos utilizadas debido a su costo elevado y su dificultad en el manejo®©9).
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3.2.4. Principales proteinas de Plasmodium

Las proteinas expresadas por un genoma son de gran importancia, para lograr
entender a los diferentes organismos V. Segln Cuesta en 2012#Y, con apoyo de una
electroforesis bidimensional, se logré identificar algunas de las proteinas
pertenecientes a este parasito, entre ellas se encuentran: la proteina de union al
calcio, la disulfuro isomerasa, la peroxinodisina, la enolasa, la espectrina cadena alfa

y diferentes proteinas de choque térmico®b,

3.2.4.1 Proteinas de choque térmico de Plasmodium

Las proteinas de choque térmico o en inglés Heat Shock Proteins (HSPs) son
proteinas altamente conservadas que se encuentran en todos los compartimentos
subcelulares, estas proteinas participan en un gran nimero de funciones tales como:
la sintesis de HSPs en respuesta al estrés fisico y quimico, el transporte intracelular,
el plegamiento de polipéptidos nacientes, asimismo cumplen funciones de
acompafiamiento, es decir actian como chaperonas moleculares®b, facilitan el
plegamiento de las proteinas, participan en el mantenimiento de estructuras celulares
y posiblemente pueden cumplir funciones de otras proteinas cuando otras células
estan expuestas a cambios homeostaticos; por ejemplo los causados por la
temperatura extrema, anoxia, hipoxia, metales pesados o drogas®d. Las HSPs
también pueden cumplir funciones como chaperonas moleculares debido a su funcién
fisiol6gica y protectora en la célula; estas proteinas por lo general se clasifican por su
masa molecular, la mayoria de ellas pertenecen a los grupos: HSP27, HSP40, HSP60,
HSP70, HSP90 GV, Los HSPs de mayor masa molecular como HSP110 y HSP170

estan regulados por la glucosa 2.

3.2.4.2 HSP70

Las HSP70 son una de las principales familias de choque térmico, las cuales se

inducen en respuesta al estrés, tienen una masa molecular de 70kDa, estas se
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encuentran en citoplasma y nuicleo 3, poseen dos dominios; el dominio N-terminal de
45kDa y un dominio de union al péptido de 25kDa en el extremo C-terminal, éstas se

van a unir al sustrato polipéptido, tal y como se evidencia en la Figura 3G%.

N-{ ATPase domain =EVLERANSIl Unknown  |EEVD-C
1 537 638

Figura 3. Dominios de la proteina HSP70 ¢4

Una vez unida la HSP70 al polipéptido es permitido que se repliegue, para poderse
liberar por la accién del ATPasa, ya que la union al ATP induce a un cambio
conformacional que afecta al dominio de union al péptido lo que trae como
consecuencia un estado de baja afinidad al sustrato, lo que conduce a la posterior
liberacion del sustrato ¢4, Las HSP70s cumplen funciones importantes en la célula,
como el replegamiento de proteinas nacientes, el ensamblaje o montaje de complejos
multiproteicos, la translocacién de proteinas, la degradacion de las proteinas, la
traduccion de sefiales y la replicacion de priones ),

Plasmodium falciparum produce HSP70 que podrian desempefiar funciones de
proteccion durante el ciclo de vida del parasito, se cree que la produccién de
chaperonas (HSPs) es una estrategia de supervivencia contra la temperatura y los
cambios fisiolégicos de las células afectadas debido a que durante la infeccion por
malaria la persona infectada puede llegar a tener un temperatura corporal de hasta
41°C, lo que le confiere mayor adhesion del parasito a los vasos sanguineos®%.Se
han identificado proteinas similares de HSP70 en P. falciparum como lo son: la forma
sistélica PfHsp70-1, la PfHsp70-x, la PfHsp70-2, el cual es un homoélogo de ER Hsp70,
la PfHsp70-3, homologa de Hsp70 mitocondrial, la PfHsp70-z y la PfHsp70-y©>),
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e HSP70-2

La HSP70-2 es un homologo de la proteina regulada por la glucosa (Grp78)
denominada proteina de unién a inmunoglobulina (Bip), esta proteina tiene una masa
molecular de 73kDa ®%. La HSP70-2 posee una secuencia N-terminal y una posible
sefal de retencion C-terminal (SDEL) que se diferencia con la Grp78 porque esta
contiene una sefal de retencién C-terminal caracteristica (KDEL) ®4.Las Hsp70-2
participan en el plegamiento de las proteinas, la homeostasis proteica y la
supervivencia celular © 3536); estas funciones las puede cumplir gracias al
reconocimiento de un motivo de cinco residuos en aminoé&cidos hidrofobicos
flanqueados por regiones enriquecidas & 63, La HSP-2 se puede encontrar en el
nacleo o en el citosol de la célula amortiguando la toxicidad de proteinas mal
desnaturalizadas y mal plegadas, ademas, se considera una proteina altamente

conservada debido a su amplia distribucién en diferentes organismos(.

La HSP70-2 se divide en seis miembros, los cuales se clasifican debido a su actividad
o localizacion especifica ®). Gracias a la evolucion de esta proteina se han generado
chaperonas o co-chaperonas, las cuales ayudan a cumplir funciones especificas de la
célula, asi como ampliar el espectro de actividad de la misma ©@®8); las co-chaperonas
Mas representativas de esta proteina son la HSP40, la cual tiene como funcién regular
las actividades y ampliar el alcance de las funciones de la HSP70 @7, Esta co-
chaperona posee un dominio J, el cual tiene como funcion estimular la actividad de
ATPasa de la Hsp70, “uniéndose a los sustratos HSP70 o se encuentran cerca de
ubicaciones celulares donde aparecen sustratos como el tunel de salida ribosémico

o poro de translocacion” ®).

3.3. Proteina hipotética de funcién desconocida PFL1395c.

La gran mayoria de las proteinas que conforman a P. falciparum no han sido
caracterizadas experimentalmente, por tal motivo no ha sido sencillo explicar las
interacciones de las mismas dentro del parasito; sin embargo, segun Lacount ©8), “El
82 % de las interacciones de estas proteinas incluyen al menos una proteina hipotética

y el 33 % incluye dos proteinas hipotéticas” (38),
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La PFL1395c es una proteina hipotética de funcidn desconocida, la cual es
conservada en los parasitos del género Plasmodium, el gen que codifica la proteina
se localiza en el cromosoma 12, este presenta 4 dominios: el dominio ASF1, el cual
se encuentra involucrado en las rutas dependientes e independientes de la replicacion
ademas de tener actividad de chaperona histona®®. Su estructura tridimensional
consiste en una inmunoglobulina de tipo beta compacta; el dominio DUF47, al cual se
le desconoce su funcién; un dominio J cuya funcién principal consiste en potenciar la
actividad ATPasa de la HSP70 9. Esta region estd conformada por un motivo
tripéptido que contiene histidina (H), prolina (P) y acido aspartico (D) (HPD), ademas
presenta una estructura tetra-helicoidal con hélices I, II, Il y IV @) y finalmente el
dominio WD40 encontrado en varias proteinas eucariotas donde puede desempefar
funciones tales como: regular la traduccion de sefiales, el procesamiento pre-ARNm y
el ensamblaje del citoesqueleto. Esta proteina presenta un di péptido de guanina-
histidina (GH) conformado por 11-24 residuos ubicados en su extremo-N terminal y un
di péptido compuesto por triptéfano y acido aspéartico (WD) en su extremo C-terminal,
su estructura es similar a una hélice con varias cuchillas donde cada una tiene una
lamina anti paralela B de cuatro hileras, su principal funcién consiste en servir como

plataforma a la cual las proteinas se puedan unir de manera estable o reversible 9,

3.4. Rutas de exportacion de proteinas

Las proteinas que seran exportadas a la célula huésped se integran al reticulo
endoplasmatico (RE) del parasito, seguidamente pasan por el sistema secretor del
parasito donde atraviesa la membrana plasmatica (MP) con la finalidad de llegar al

citosol de la célula huésped y alli dejar las proteinas ©).
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3.4.1 Ruta clasica o del Reticulo endoplasmaético (RE).

El reticulo endoplasmético (RE) es un compartimiento que comprende una red de
tubulos y sacos los cuales se encuentran rodeados por una membrana que inicia en
la membrana nuclear a través del citoplasma “9). Los tubulos del RE se encuentran
interconectados formando wuna lamina continua que encierra un espacio
intermembrana unico llamado lumen; la membrana del RE separa el citoplasma del
lumen y media la transferencia de moléculas entre ambos compartimientos “9). Es un
organelo de vital importancia en la via encargada de la sintesis de proteinas y lipidos
cuyo destino se encuentra dentro y fuera de la célula 9. El RE tiene unos subdominios
los cuales incluyen la envoltura nuclear (EN), RE rugoso (REr) y el RE de transicion
(REt), como se evidencia en la Figura 49

Figura 4. Compartimentos del reticulo endoplasmatico (RE). El RE estd compuesto
por subdominios continuos: A. La envoltura nuclear (EN) B. El RE rugoso (REr)
continuto al EN C. El RE de transicion (REt) se compone de un subdominio REr y un
subdominio (REs) D. En células esteroides y hepatocitos, el REt se observa como una
red de tubulos interconectados “9.
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El primer dominio de ellos forma un caparazén que rodea el nlicleo, este presenta una
forma aplanada estrechamente aplicada a la cromatina nuclear la cual esta provista
de poros nucleares y particulas ribosomales, El (REt) se compone de dos dominios
de membrana continuos, un dominio rugoso (REr), el cual presenta ribosomas unidos
a la membrana cuya funcion se relaciona con su alta capacidad de sintesis,
translocacion y plegamiento de proteinas, y un dominio liso (REs), el cual consta de
yemas desprovistas de ribosomas asociados®”). Las vesiculas y tlbulos que se
observan en el REty representan un compartimiento intermedio denominado RE-Golgi
(ERGIC) y se observan agrupaciones vesiculo-tubulares (VTC). Estos tubulos
continuos con el REr proporcionan mayor capacidad de almacenamiento de calcio,

sintesis de lipidos y esteroides (9,

3.5. Vectores de clonacion.

Los vectores de clonacion son moléculas de ADN circular extra cromosémico que se
replican independientemente del ADN nuclear, estos permiten transportar un
fragmento ADN de interés, por lo general un gen, el cual se introduce en la célula
huésped para su posterior expresion “1, Estos se disefian con el fin de permitir la
recombinacion del ADN en un sitio de restriccion del vector®); este debe presentar
varias caracteristicas: 1) debe poder replicarse independientemente junto con el
segmento de ADN que transporta, Il) debe contener sitios de corte para las enzimas
de restriccién, donde se insertaran los segmentos de ADN, IIl) debe contener algun
marcador de seleccién como por ejemplo genes de resistencia a antibiéticos o genes

de enzimas®?, para la identificacion de la célula huésped que transporta el vector®3),

Los vectores se clasifican en: plasmidos, bacteriofagos, césmidos, cromosomas

artificiales y fagémidos “9,

Los fagémidos son vectores que combinan las caracteristicas de un fago y un
plasmido, por lo tanto cuenta con dos origenes de replicacion: el fago y el
plasmido®“144); se usa principalmente para la transformacion de cepas de E.coli; estas

son cultivadas e infectadas con un fago cooperador, el cual contiene un origen de
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replicacion y unas proteinas estructurales para generar un fago completo, a este
proceso se le denomina “rescate de fago” ya que el fagémido no contiene los genes

estructurales para la expresion de un fago®,

3.5.1. Vector de clonacién y expresion pGEX.

Son vectores de clonacién y expresion (produccion efectiva de la proteina) que se
expresan como proteinas de fusion que luego son purificadas mediante cromatografia
de afinidad, tienen glutation S transferasa (GST) que es una proteina de 26kDa que
no interfiere con el estimulo antigénico, su efectividad esta dada por la eficiencia del
promotor Lac, el cual es altamente inducible con IPTG ), Estos contienen un sitio de
clonacion de multiple expandido (MSC), el cual contiene seis sitios de restriccion, tal

cual se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Vector de expresion y clonacion pGEX 4T-3. Caracteristicas: ori, amp_ Lac, alelo
promueve la sobreexpresion del represor, promotor Tag (inducible por IPTG), GST; Gen que
codifica la glutation S transferasa “7.

Este MSC facilita la clonacién unidireccional de insertos de ADNc obtenidos de

bibliotecas usando vectores lambda, los principales pGEX son pGEX-6P-1, pGEX6P-
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2 y pGEX6P-3, los cuales utilizan una secuencia de reconocimiento para la escision
especifica, el pGEX4T-1, pGEX4T-2 y pGEX4T-3 que derivan del pGEX-2T que

contiene un sitio de reconocimiento de trombina®®,

Este vector de clonacion y expresion debe tener los siguientes elementos: un promotor
y tres codones de deteccion: un coddén de inicio, un codon de terminacion y una

secuencia de terminacion de la transcripcion “6):
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio metodoldgico

4.1.1 Universo, Poblacion, Muestra.

Universo: Proteinas del género Plasmodium

Poblacién: Proteinas de Plasmodium falciparum

Muestra: Fragmento de la proteina hipotética PFL1395c de funcidn desconocida de
Plasmodium falciparum

Tipo de estudio: Experimental

4.1.2 Técnicas y procedimientos

4.1.2.1 Descongelacion de las células E. coli XL1 Blue con el vector pGEX 4-T3

Previamente el grupo de investigacion Biologia Celular de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, obtuvo células E. coli XL1-Blue
transformadas, las cuales contenian el plasmido de clonacién y expresion pGEX4T-3.
Estas células se guardaron en viales de 1.5 ml y posteriormente se llevaron a

congelacion a -80°C.

4.1.2.2 Reactivacion de células E. coli XL1-Blue transformadas con el vector
pGEXAT-3.

Se descongelo un vial de 1.5 mL, el cual estaba guardado a -80°C, que contenia
células E. coli XL1-Blue transformadas con el vector pGEX 4T-3, se tomaron 10 pL de
esta muestra y se re suspendieron en 10 mL de medio liquido Luria Bertani (LB),
seguidamente se incubaron a 37°C durante 16 horas en un shaker a 200 rpm, para
después alicuotar en viales de 1.5 mL y llevar a -80 °C; para ello se prepararon stocks
de glicerol al 50 % en medio LB con ampicilina (LB/amp). Luego del mismo eppendorf
se tomaron 30 uL para el aislamiento de las células E. coli XL1- Blue en medio LB; 20

ML de esta muestra se inocularon en 2 cajas agar LB/amp (10 pL en cada caja) y 10
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ML de esta muestra en una caja de agar LB sin ampicilina. Estos medios se incubaron
a 37 °C durante 16 horas en el shaker a 200 rpm; al finalizar el periodo de incubacion
se tomaron 12 colonias bien aisladas y cada una de ellas se re suspendié en un falcon
de 50 mL, el cual contenia 10 mL de medio LB/amp, continuamente se realizd un
control en un Falcén de 50 mL, el cual tenia 10 mL de LB sin ampicilina, estas
muestras se incubaron a 37°C en el shaker durante 16 horas.

4.1.2.3 Purificacion de ADN plasmidico

Las 12 muestras obtenidas anteriormente con 10 mL de LB/amp las cuales contenian
las células E. coli XL1-Blue con el vector pGEX 4T-3, se centrifugaron durante dos
minutos a 6800 g, luego se descarto el sobrenadante por inversion y se re suspendio
el pellet en 250 yL en una solucién de re suspension con RNAsas, preparadas
previamente. Este contenido total de la suspension celular se transfirio a tubos de
micro centrifuga, seguidamente se adicion6 250 pL de solucidn de lisis mezclando por
inversion 6 veces, luego se adicionaron 350 uL de buffer de neutralizacién mezclando
por inversion 6 veces, se centrifugd durante 5 minutos a 13000 g y se transfirio el
sobrenadante de cada muestra a la columna Gene JET, se utilizé el Kit comercial
Gene JET PCR purification Kit # KO701 de Thermo Scientific y se siguieron las
indicaciones del proveedor. Posteriormente se centrifugé la columna por un minuto a
13000 g, seguidamente se realizaron dos lavados cada uno con 500 pL de buffer de
lavado, cada lavado se centrifugd a 13000 g por un minuto y se descarté el eluido al
finalizar la centrifugacion, posteriormente se realiz6 una centrifugacion a 13000 g
durante un minuto, esta vez sin adicionar el buffer. Luego la columna se transfirié a un
eppendorf vacio estéril y se adicionaron 250 pL de agua tipo 1 (en este caso se utilizo
agua tipo | para enviar a secuenciar), se centrifugd a 13000 g por dos minutos con el
fin de eluir el ADN de la columna al tubo eppendorf vacio.
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4.1.2.4 Cuantificacién de ADN plasmidico

La cuantificacion de ADN se realizé en el equipo NanoDrop 2000c, en donde se
realizaron las respectivas lecturas de las muestras a una densidad Optica de 260/280
y las diluciones de las mismas, para ello se utilizé 2 pL de cada muestra en cada

lectura.

4.1.2.5 Amplificacion por PCR del ADN plasmidico obtenido.

Para la amplificacion de ADN se utilizaron las muestras (1, 3, 5, 6, 7y 11), las cuales
dieron una relacién 260/280 menor a 2 durante la cuantificacion de ADN. Los primers
utilizados fueron P1 (forward) y P2 (reverse), cuyas secuencias se muestran en la Tabla
1; estos fueron disefiados por el profesor Claudio Jaime Gdémez Alegria del
Departamento de Farmacia (Facultad de Ciencias) y se prepararon a través de un
servicio externo Invitrogen en el afio 2016, los cuales amplifican una regién de
aproximadamente 403 pb de la regién C-terminal de la proteina hipotética de funcion
desconocida PFL1395c. Las secuencias subrayadas en la tabla 1 corresponden a los
sitios de corte de las enzimas de restriccion BamHI (GGATCC) y EcoRI (GAATTC).

Primer Secuencia Amplimero
esperado
P1 (forward) 5" CGTGGATCCATTATCGATGATACAGAAC 3”7
403 pb
P2 (reverse) 3” CCCGAATTCTGCTGTTAATATATCAGATG 5”

Tabla 1. Primers P1y P2

Para la reaccion se utilizé un volumen final de 25 L, para ello se uso6 16.8 L de agua
tipo I, 1 yL DNTPs 5mM (Thermo Scientific), 1 pL del primer P1 10 mM, 1 yL del primer
P210 mM, 1.5 yL de MgCl2 1.5 mM y 2.5 uL 50 mM de buffer 10X de Thermo Scientific,
se adiciono 1.2 yL de las muestras de ADN (1, 3, 5, 6, 7, 11) cada una con un
concentracion de acidos nucleicos de: 337, 442, 468, 403, 390 y 346 ng/ul
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respectivamente, para un volumen final de 25 uL; finalmente se le adiciono 0,2 pL de
la Tag DNA polimerasa de Thermo Scientific. La reaccion se realizd en el
termociclador C1000 utilizando el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante cinco (5) minutos; 30 ciclos de 94°C por un (1)
minuto, 60°C por un (1) minuto y 72° C por un (1) minuto; y un ciclo final de extension
a 72°C durante cinco (5) minutos

4.1.2.6 Visualizacién de los amplimeros obtenidos por PCR.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% con SYBR safe DNA
gel stain (Invitrogen Grand island, NY, US) a 80 voltios durante 45 minutos en una
camara de electroforesis BIORAD. Durante el montaje se utilizé6 un marcador de peso
molecular 1Kb de Thermo scientific y buffer TAE 1% (Tris, &cido acético, EDTA).

4.1.2.7 Secuenciacién del ADN purificado extraido

El ADN obtenido de las muestras (1, 3, 5, 6, 7 y 11) se extrajo y se purifico de acuerdo
con las especificaciones del proveedor Thermo Scientific antes descritas. Se utilizé el
servicio interno de la Universidad Nacional de Colombia (SsiGMol en el Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotd). Para este
procedimiento se enviaron 2 alicuotas de cada muestra seleccionada, siendo una de
estas alicuotas para secuenciacién con primer directo o sentido y la otra para primer
reverso o anti sentido, cada muestra contenia 10 uL de ADN plasmidico y 1.2 uL de
cada uno de los primers (P1 10 mMy P2 10 mM).La concentracién de ADN plasmidico

enviada al SsiGMol fue mayor a 35 ng/uL.

e Andlisis Bioinforméatico

El ADN plasmidico se envid a secuenciar al SsiGMol en el Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. Las secuencias puras con primer

directo y primer reverso de las muestras 1,3, 5, 6, 7 y 11, se analizaron usando el
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programa Chromas; donde la secuencia con primer reverso se cambio a ADNc para
su posterior alineamiento. Luego se hizo un alineamiento mdultiple mediante la
plataforma del The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) “7)y la herramienta
Clustal Omega “®. Para realizar el alineamiento de la secuencia con el fin de
compararla con la secuencia referente, proteina PFL1395¢ de funcién desconocida ©%
(Anexo 1), por ultimo las secuencias obtenidas se ingresaron al programa CLC
sequence Viewer 8.0 con el fin de ubicar los primers utilizados durante la insercién del
ADN (403 pb) (previamente efectuado por el grupo de investigacion de Biologia
Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota) en el vector pGEX4T-349)

4.1.2.8 Preparacion de células competentes E. coli BL21 (DE3)

Para la preparacion de las células competentes se recuperaron células E. coli BL21
(DES3) a partir de un vial de 1.5 mL, estas células se incubaron a 37 °C en medio LB
sin ampicilina durante 16 horas para su aislamiento, al finalizar el periodo de
incubacion se re suspendieron dos colonias aisladas, cada una de ellas en un tubo
falcon de 15 mL con 10 mL de LB, uno sin ampicilina (control positivo) y otro con
medio LB/amp (control negativo), estos se incubaron a 37°C por un tiempo maximo
de 16 horas en un shaker a 210 rpm. Posteriormente se coloc6 0,5 mL de dicho cultivo
(LB sin ampicilina) en dos frascos schott de 500 mL con 50 mL, un frasco control y
uno experimental, luego se midio la densidad Optica (DOsgsnm) de los dos medios
(control 'y experimental) en el espectrofotbmetro Turner durante tiempos
determinados, teniendo en cuenta que la DO Optima debe encontrarse en un

crecimiento exponencial a una DO: 0.6.

Para finalizar se colocaron las células en tubos falcons de 50 mL durante 20 minutos
y se centrifugaron en la centrifuga Sorvall ST 16R a 5000g (6755 RPM) durante cinco
minutos a 4°C, enseguida se decanto el sobrenadante y se re suspendio el pellet con
CaCl2 0.1M hasta completar a 25 mL; se dejo incubar 45 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 5000 g durante 10 minutos a una temperatura de 4°C, se

descartd el sobrenadante y el pellet se re suspendié en 10 mL de CaCl: 0.1 M,
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posteriormente se adicion6 1.5 mL de glicerol estéril a las células E. coli BL21 (DE3)
y finalmente estas se alicuotaron en viales de 1.5 mL, cada uno de ellos con 100 pL
de estas células, por ultimo se guardaron en congelacion a -80 °C hasta su préximo

uso.

4.1.2.9. Transformacién de células E. coli BL21 (DES3)

Para la transformacion de las células competentes se tomaron 5 viales previamente
preparados de células competentes E. coli BL21 (DE3), a cada vial se le adiciono 2
ML de cada una de las muestras de ADN previamente seleccionadas (1, 5, 6, 396-2
(muestra donada por la Dra. Gladys Thalia Cortés, la cual contiene células con el
vector pGEX4T-3 proveniente de experimentos anteriores) y el vector pGEX4T-3);
seguidamente cada mezcla (células competentes con el ADN respectivo) se dejo en
hielo durante 35 minutos para permitir la incorporacion del ADN en las células; luego
se realizdé un choque térmico a 42 °C en el bafio serologico durante un minuto y 20
segundos con el fin de sellar la membrana, hacerla mas permeable al ADN
incorporado y generar poros en la misma; luego las células competentes se colocaron
en hielo por cinco minutos y finalmente se agregd 1 mL del medio SOC sin ampicilina

a cada mezcla, se llevaron 2 horas al shaker a 140 rpm a una temperatura de 37 °C.

Por ultimo se sembraron 50 pyL de cada muestra en medio LB/amp y se aislaron las
colonias con asa de Digralsky, luego se incubaron a 37°C durante 16 horas en el
shaker. Finalmente se tom6 una de cada una de las muestras aisladas y se re
suspendio en medio LB/amp, luego se incubo6 durante 16 horas en el shaker a una
temperatura de 37°C, para posteriormente alicuotar y guardar a -80 °C.

4.1.2.10 Expresion del fragmento de la proteina hipotética PFL1395c en células
E. coli BL21 (DE3)

Se inocul6 una colonia de las células previamente transformadas E. coli BL21 (DE3)
que contenian el plasmido pGEX4T-3 (clon 1) en un falcén de 15 mL con 5 mL de

medio LB/amp, se incub6 a 37 °C en el shaker a 200 rpm por 16 horas, al finalizar este
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periodo se colocaron en refrigeracion a 4 °C. Seguidamente se tomaron dos frascos
schott de 500 mL (control y experimental) y a cada uno se le inocularon 500 pL de
las células transformadas suspendidas en el medio LB/amp, luego se midi6 la DO (595
nm) de los dos medios (control y experimental) en el espectrofotometro Turner, teniendo

en cuenta que la DO del cultivo no sobrepasase un rango de 0.7- 1.0.

Al obtener la DO 6ptima se prosiguié a tomar 250 uL del schott experimental en 12
viales de 1.5 mL. A los viales pares (2, 4, 6, 8, 10 y 12) se les indujo la expresion
proteica con 25 L de IPTG 10mM, mientras que a los viales impares (1, 3,5, 7,9,y
11) no se les estimul6 con IPTG, todos los viales se incubaron a una temperatura de
37°C en un shaker a 200 rpm durante periodos de tiempo determinados, tiempo 0,

hora 1, 2, 3, 4 y al pasar la noche.

Todas las muestras al terminar su incubacién, se pasaron a hielo por 10 minutos,
Posteriormente se recogieron dos tipos de muestras de acuerdo a lo sugerido por los
autores Wu W. en el 200440 y Midgley en el 199262

A las primeras de ellas se les hizo lisis y a las segundas se les proces6 directamente
con buffer muestra para electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida, luego
se centrifugaron durante cinco minutos a 5000 rpm, se descartdé el sobrenadante,
seguidamente se adicion6 a cada vial 50 pL de buffer lisis, se mezclé ocasionalmente
durante 5 minutos y finalmente se adicion6 50 pL de buffer muestra 2X, cada muestra

se guardd a -20 °C.

4.1.2.11 Visualizacién de del fragmento expresado por medio de electroforesis
en geles discontinuos de poliacrilamida (método de Laemmli)

Para el analisis de la expresion del fragmento de 403 aminoéacidos (aa) de la proteina
de funcién desconocida PFL1395c se prepard y ajustd un protocolo de electroforesis
en geles discontinuos de poliacrilamida, para esto se prepar6 un gel separador al 15
% y un gel concentrador al 5 %; se us6 un marcador de peso molecular de bajo rango
Thermo Fisher con masas moleculares de (218, 112, 83.3, 47.0, 32.2, 25.3, 15.7 kDa)
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y la corrida se realiz6 en camara vertical de BIORAD con buffer de corrida 1X, a 120
voltios durante 150 minutos. (El método fue adaptado a las condiciones del laboratorio

de Microbiologia/lnmunologia).

4.1.2.12. Inmunodeteccién del fragmento expresado

Para este procedimiento se inicié cortando cuatro membranas de nitrocelulosa de 2 x
3 cm, se procedio a servir en cada membrana 1 pL del antigeno de P. falciparum
(HSP70-2 o Pf68kDa) y 1 uL del solubilizado total obtenido al realizar la expresién del
fragmento, estas se colocaron con una dilucion 1:2. Seguidamente las muestras se
dejaron bloquear durante 18 horas a 4°C con 10 mL de buffer de bloqueo (leche
descremada al 5%+ PBS + Tween 20 al 0.1 %), al finalizar ese tiempo se prosiguio a
lavar tres veces las membranas con PBS + Tween 20 al 0.1 % , se dej6 agitar durante
cinco minutos a 400 rpm, al finalizar los lavados se continué agregando a cada
membrana AcM7, el cual reconoce el péptido de la proteina de funcién desconocida
PFL1395c, localizado en su region C-terminal, este anticuerpo se colocé en una
dilucion 1:2 en lamembrana 1y 2 y 1:10 en las membranas 3 y 4, luego este se dej6
en agitacion constante durante dos horas a 200 rpm, al finalizar este tiempo se
realizaron tres lavados teniendo en cuenta las caracteristicas de los lavados
anteriores; posterior a eso se dej6 incubar durante dos horas el anticuerpo anti-raton
marcado con fosfatasa alcalina a 200 rpm (anticuerpo secundario) y finalmente se
adicion¢ el sustrato combinado NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-
3’'indolyphosphate p-toluidine salt) durante 20 minutos, y la reaccion se detuvo con
abundante agua de chorro .
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5. RESULTADOS

5.1. Recuperacion de células E. coli XL1-Blue en medio LB/amp.

Las células E. coli XL1-Blue descongeladas fueron cultivadas en tres cajas con agar
LB, con (2 cajas) y (1 caja) sin ampicilina respectivamente, como se observa en la
figura 6. Estas cajas se incubaron durante 16 horas a una temperatura de 37°C,
evidenciando crecimiento solo las cajas a las cuales se les habia adicionado
ampicilina, esto confirmo que las células recuperadas correspondian a las E. coli XL1-
Blue con el vector pGEX4T-3, el cual le confiere resistencia a la ampicilina y le permite

crecer en el medio LB/amp.

Figura 6. Recuperacion de células XL1-Blue en medio LB/amp. A. Medio LB/amp, se observa
crecimiento representativo de las E. coli XL1-Blue B. Medio LB/amp en la parte inferior de la
caja se observan colonias de E. coli XL1-Blue C. Medio LB sin ampicilina con E. coli XL1-Blue,
se evidencia crecimiento
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5.2. Cuantificacion de ADN plasmidico.

Latabla 2. Muestra la cuantificacion del ADN plasmidico de las muestras 1, 3, 4, 6, 7,
8 , 11 y 12 extraidas de las células E.coli XL1-Blue, las cuales arrojaron una
concentracion de acidos nucleidos que van desde 337 ng/pL hasta 1.046 ng/ul; todas
las muestras mostraron una relacién (A260/280) menor a 2, esto garantizo la pureza
del ADN, ya que se considera un ADN de pureza optima si el valor de la absorbancia
oscila entre 1.8-2.0, por el contrario, si el valor es mayor a 2.1 puede ser debido a la
presencia de ARN en la muestra vy si el valor es menor a 1.6 indica la posible
contaminacion de la muestra con proteinas o compuestos aromaticos. Las muestras
2,5 9,10 se descartaron por no cumplir la pureza necesaria, ya que la absorbancia

obtenida por todas las muestras fue mayor a 2,3.

Muestra 260/280 Concentracion de 4cidos
nucleicos (ng/ul)
1 1,9 337
3 1,89 442
4 1,97 468
6 1,92 403
7 1,96 390
8 1,93 1.046
11 1,97 346
12 1,96 468

Tabla 2. Cuantificacion de ADN: numero de muestras de 1-12 (filal), relacion 260/280
del ADN (fila 2), concentracion de &cidos nucleicos (fila 3), en el equipo NanoDrop
2000c

5.3. Visualizacion de los amplimeros en electroforesis en geles de agarosa

La amplificacion del ADN fue evaluado en geles de agarosa al 1%, los resultados

obtenidos se pueden visualizar en la Figura 7, donde se observan 6 bandas de
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aproximadamente 360 Kb en la parte inferior del gel, las muestras fueron numeradas

(1 hasta 7, numeracién que corresponden a las muestras 1, 3,5, 7,9y 11).

MP
1Kb 2 3 4 5 6 7 8

1000 pb
800 pb

700 ob
600 pb

380 pb

Figura 7. Amplificacion de ADN plasmidico subclonado en el vector pGEX4T-3. Se puede
observar el marcador de peso molecular (de 1 Kb plus Invitrogen) en primer lugar, seguido de
las muestras 1, 2y 3, las cuales tienen una concentracion en cada pozo de 0,5 pL de ADN.
En estas se evidencian bandas tenues; seguido de las muestras 4, 5y 6, muestras que tienen
una concentracién en cada pozo de 1,0 uL de ADN. Donde se muestran bandas gruesas,
finalmente en el pozo 7 sin muestra de ADN.

5.4. Andlisis de la secuencia de ADN plasmidico

Después de realizar la depuracién de las secuencias en ambos sentidos (directa e
inversa) se descartaron las muestras 2, 3 y 4, principalmente porque al analizar los
electroferogramas de las secuencias (directa o inversa) esperadas no se encontraban.
Se prosiguio a continuar con las muestras 5 y 6, muestras que al ser analizadas en
el Blast, mostraron una homologia del 100% para la proteina hipotética de
Plasmodium falciparum 3D7 WD repeat-containing protein putative (PF3D7_ 1228800)

0 mejor conocida como PFL1395c, como se muestra en la Figura 8.
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309 309 82% 2e-82 88% XM 018786863.1

Figura 8. Andlisis de busqueda de homologias del inserto de 431 nucleétidos
mediante BLAST. A, B Blast de las muestras 5 y 6 respectivamente, donde se
evidencia que en la posicion tres con una homologia del 100 % se encuentra la
proteina hipotética de Plasmodium falciparum 3D7 WD repeat-containing protein

putative (PF3D7_ 1228800)

5.5. Preparacion de células competentes E. coli BL21 (DE3)

La tabla 3. Muestra las 5 absorbancias obtenidas del cultivo control y el experimental

durante intervalos de tiempo determinados. La primera lectura se realiz6 al cabo de

una horay media de incubaciéon a 37 °C a 210 rpm en el shaker, una segunda medicion

se determind a los 20 minutos a partir de la primera lectura, la tercera a los 10 minutos

de la segunda lectura, la cuarta se midio a los 10 minutos a partir de la tercera lectura

y finalmente la ultima lectura se realizo a los 5 minutos de la ultima lectura obtenida.
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A 595.0 ABS
BLANCO 0.000
1+30 0.277
1+50 0.338
2 0.424
2+10 0.513
2+15 0.607

Tabla 3. Lecturas de las absorbancias obtenidas durante la incubacion de las células

competentes E.coli BL21 (DE3).

5.6. Transformacion de células E. coli BL21 (DE3)

En la figura 9, muestra el crecimiento de las células transformadas E. coli BL21 (DE3)

en medio LB después de ser incubadas por 16 horas, en las cuales se observan 5

medios LB: cuatro de LB/amp y 1 medio LB sin ampicilina con las muestras 1, 5,

6,396(2) y el vector sin inserto de ADN en medio LB con y sin ampicilina

respectivamente. En todos los medios se observa crecimiento de las células

transformadas E. coli BL21 (DE3) con el vector pGEX 4T-3.
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Figura 9. Aislamiento de las células transformadas en medio SOC sin ampicilina y SOC con
ampicilina Ay B. Crecimiento de células transformadas con las muestras 5y 6 en medio SOC
con ampicilina C. Células transformadas con la muestra pGEX 396(2) donada por la Dra.
Gladys Thalia Cortes cultivada en medio SOC con ampicilina D. vector de clonacion y
expresion pGEX sin ADN insertado cultivado en medio SOC con ampicilina E. Células
transformadas con el vector pGEX sin ADN insertado cultivado en medio SOC sin ampicilina

5.7. Anédlisis de la expresion de la proteina PFL1395c¢

Para el andlisis de la expresion de la proteina PFL1395c se realiz6 una electroforesis
en geles discontinuos de poliacrilamida como se observa en la Figura 10. En la imagen
se observa una banda de aproximadamente 14 kDa en la parte inferior del gel, la cual
podria corresponder al peso esperado de la proteina PFL1395c expresada en las
células competentes E. coli BL21 (DE3) antes descritas.
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Figura 10. Electroforesis en geles de poliacrilamida discontinuos (SDS-PAGE) del antigeno
solubilizado en Tritdbn X-100 de la proteina de P. falciparum HSP70 (HSP70-2 o la proteina
Pf68 kDa). En los carriles 1, 2, 3y 4 se dispuso 4, 6, 8 y 10 pL del solubilizado en Triton X-
100 respectivamente, y por ultimo se coloco el marcador de peso molecular

5.7. Inmunodeteccién de la proteina obtenida
Para comprobar el reconocimiento de la proteina posiblemente expresada en Triton X

100 por el AcM7, se realizdé un inmunoblot (Dot blot), utilizando como control positivo
la proteina Pf68 kDa (HSP70-2) como se evidencia en la Figura 11.
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Figura 11. Inmunoblot. En la imagen A, B, Cy D, se observa en la linea superior de
la membrana el antigeno desnaturalizado y en la parte inferior el antigeno nativo.

En las membranas A y B se usaron diluciones 1:2 del AcM 7; en las posiciones 2, 3,
4, 5, 6 se colocé el control positivo (HSP70-2) y en la posicién 1y 2 de la membrana
B, la proteina expresada PFL1395c; en la C se us6 una dilucion 1:10 del AcM 7; D es
el control negativo, al cual no se le adicion6 anticuerpo secundario, en ambas
membranas se coloco el control positivo (HSP70-2) en las posiciones 2, 3,4, 5,6y en
las posiciones 1y 2 la proteina expresada PFL1395c.

En la parte superior de la membrana se encuentra el antigeno desnaturalizado y en la
inferior el antigeno nativo. En la imagen A, B y C el anticuerpo reconocié6 la proteina
Pf68kDa hasta la muestra 4 de todas las membranas, con excepcion de las
membranas 3 y 4, evidenciandose un color purpura; en la imagen D no se observa
color purpura en la membrana, ya que a esta no se le adiciono anticuerpo secundario

durante el ensayo.
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6. DISCUSION

Plasmodium falciparum es un parasito intracelular obligado de gran incidencia a nivel
mundial que causa millones de muertes en todo el mundo 359 De ahi que se plantee
la importancia del estudio de este parasito y en especial de su proteémica; permitiendo
esclarecer la patogenia del parasito en el eritrocito infectado ¢4 y continuar con el
avance en el conocimiento de la biologia del mismo. Aunque han sido muchos los
esfuerzos por avanzar en su estudio, muchas de sus proteinas aun siguen sin ser
caracterizadas, ni estudiadas, como es el caso de la proteina de funcidn desconocida,
PFL1395c. Esta situacion ha sido un gran obstaculo para el manejo de la enfermedad
y un mejor tratamiento, en los cuales pueda involucrarse el estudio de nuevos

marcadores blanco de medicamentos y el desarrollo de vacunas efectivas ¢4,

P. falciparum es un parasito complejo, durante su ciclo intraeritrocitario exporta cientos
de proteinas al citosol, muchas de ellas implicadas en la supervivencia y la virulencia
del parasito®*5556) como es el caso de PfEMP1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane
Protein 1) y la PFL1395c, proteinas de membrana que participan en la virulencia del
parasito, por ejemplo la PfEMPL1 participa en el secuestro de los eritrocitos, es decir
esta involucrada en la adhesion de los globulos rojos infectados al endotelio capilar
de diferentes 6rganos®®; Cho en el 2000 describi6 la scale-freenetwork of P.
falciparum protein- protein interaction (PPI), una red de escalas realizada a partir de
informacion recolectada del PlasmoDB, en la cual se seleccionaron grupos
funcionales de proteinas que pudieran interactuar con las rutas externas y por ende
estar relacionadas con la respuesta inmune del hospedero, durante este estudio se
menciona a la PFL1395¢c como una proteina localizada en la membrana y se postulé

como posible marcador diagnéstico de la enfermedad®?),

La PFL1395c es una proteina hipotética de funcion desconocida de aproximadamente
22.8 mega bases 8 posiblemente asociada a las estructuras membranales, esta no
ha sido estudiada, ni caracterizada con anterioridad; y es muy poco lo que se conoce
de ella, de manera que cualquier resultado aportara en el avance de su conocimiento
y de la biologia del parasito ®8. Durante este trabajo se estandarizé un método de

expresion para un fragmento ubicado en la region C- terminal de la proteina hipotética
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de funcién desconocida, PFL1395c usando el vector de clonacion y expresion el
PGEX4T-3, en el cual se insertd una secuencia de aproximadamente 403 pb, que
codifican para un fragmento de la regidn C-terminal de la proteina de funcion
desconocida PFL1395c, esto se verificO mediante la realizacion del Blastx del NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), el cual mostré una homologia del 100% en

las muestras 5 y 6 para la proteina WD repeat - containing protein, putative
[Plasmodium falciparum 3D7] o también llamada PFL1395c, debido a esto se
garantiza que la secuencia insertada en las células E. coli BL21 (DE3) realmente
codifica para un fragmento de la proteina PFL1395c y la cual posiblemente es
reconocida por el AcM7.

Cortés en el 2003 @9 identifico las proteinas (68 kDa, 44/22 kDa, 45 kDa) gracias al
uso de anticuerpos monoclonales, ademas sugirié el posible reconocimiento de la
proteina PFL1395c por el AcM7 vy la posible existencia de un epitope en comun entre
la proteina PFL1395c y la HSP70-2 (en proceso de publicacion) &:31:el AcM7 utilizado
en este estudio es uno de los mas avanzados en su caracterizacion por parte del grupo
de investigacion, Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota y su uso en el estudio de la malaria es cada dia
mas importante, no solo por ser una herramienta eficaz para la deteccion de proteinas
antigénicas, si no también por ser una instrumento que servira para la investigacion y
el avance del conocimiento acerca de la patogenia y biologia de este parasito®?),. Cabe
destacar que los AcMcs son herramientas muy Utiles, debido a que son cada vez mas
solicitados en el mercado para el tratamiento, diagnostico y estudio de gran variedad
de enfermedades, en especial oncoldgicas y hematoldgicas ©8. La mayoria de los
anticuerpos en venta son de tipo IgG, en especial IgG1 (79%) y menos del 70% tienen

una cadena ligera kappa ©9.

Para verificar el reconocimiento de la proteina expresada se realizé un inmunoblot
(Dot blot) para el cual se utilizé el AcM7. Este anticuerpo monoclonal reconocié la
proteina Pf68 kDa (HSP70-2) y no detecto el péptido localizado en la regién C-
terminal de la proteina hipotética de funcion desconocida PFL1395c esperado al

expresar la secuencia en las células E. coli BL21 (DE3), es importante sefalar que las
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células transformadas se guardaron en congelacion para desarrollar experimentos

que permitan avanzar con el estudio de la proteina y del parasito.

Cabe destacar que estos son los primeros ensayos que se realizan para poder
expresar esta proteina en células E.coli BL21 (DE3), por lo tanto cualquier informacion
aqui contenida aportara en el avance del conocimiento de esta proteina y sobre su
posible papel durante la patogenia del parasito. De igual manera, todo resultado
obtenido en este trabajo servira de base a nuevas investigaciones sobre la sobre el

estudio y/o caracterizacion de la proteina de funcion desconocida PFL1395c.
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6. CONCLUSIONES

La secuencia de la proteina expresada tiene una homologia del 100 % con la
secuencia que codifica para la proteina WD repeat- conteinig protein, putative

[Plasmodium falciparum 3D7].

Se estandariz6 un método de expresibn para un fragmento de
aproximadamente 201 pb localizado en la region C-terminal de la proteina de
funcién desconocida PFL1395c, a través de células transformadas E. coli BL21

(DES3) con el plasmido de expresion y clonacion pGEX 4T-3.

Se evidencio el reconocimiento de la proteina HSP70 por el AcM7.
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Anexos

Anexo 1. Alineamiento de las muestras
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Figura 12. Alineamiento mdltiple de las secuencias obtenidas a partir de los clones pGEX
PFL396-2 (clon 5 y clon 6). Las secuencias control son un fragmento de PFL1395C vy clon
encontrado preliminar pGEX PFL1395c (clon 396-2)

Anexo 2. Fragmento de lectura abierta (ORF). Clon 6

>Clon 6.
AATAAAGGTTCCTATTTTATGAAGAATTATAATGTTTCAAAAAAATTAA
ATAATGAAACACTTAAGGAAGATGATAATATATATAATATACATTTAGA
AGATCATAATAAAATAGAAGATATATATAATCAGATTTCATATAATGAA
TATGAACCAAATAATCTAAAACCATCACGCATACGTCCTAAATTAATAA
GAACAAATTCGTTACCAGCAACAT
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m (201 nt) Display ORF as... Unmark

ORF1 CDS translation

1 ATGRAAGAATTATAATGTTTCAAARRAATTAAATAATGAARCACTT
M K N ¥ N vV 5 K K L N N E T L

46 RAAGGRAGATGATAATATATATAATATACATTTAGAAGATCATAAT
K E D D W I ¥ W I E L E D H N

91 AARATAGAAGATATATATAATCAGATTTCATATAATGAATATGAR
K I E D I ¥ N Q I 5 ¥ N E Y E

136 CCARATAATCTARAACCATCACGCATACGTCCTAAATTAATAAGA
P N N L K P 5§ R I R P K L I R

181 ACARATTCGTTACCAGCAACA
T W § L P A T *

Figura 13. Muestra del Clon 6, marco de lectura abierta de 201 pb ORF, con el cédigo de
protozoos. Se observa una secuencia de 201 pb codificantes para los 67 aa de los plasmidos
pPpGEX PFL396-2. Cabe destacar que esta muestra se escogié debido a la homologia que se
evidencia en su secuencia directa e inversa.

Anexo 3. BLAST Clon 6

WD repeat-containing protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7]
Sequence ID: XP_001350685.1 Length: 3209 Number of Matches: 1

Range 1: 2788 to 2854 GenPept

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
135 bits(340) 1le-37() Compositional matrix adjust. 67/67(100%) 67/67(100%) 0/67(0%)

Query 1 MENYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDHNKIEDIYNQISYNEYEPNNLKPSRIRPKLIR 60
MENYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDHNKIEDIYNQISYNEYEPNNLKFSRIRPKLIR
Sbjct 2788 MKNYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDHNKIEDIYNQISYNEYEPNNLKPSRIRPKLIR 2847

Query 61 TNSLPAT 67
TNSLPAT
Sbjct 2848 TNSLPAT 2854

Figura 14. Andlisis de la busqueda de la homologia del inserto de 201 nucleétidos en
el BLAST. Dichos insertos se encuentran ubicados entre los nucle6tidos 60 a 2847
bps de la proteina hipotética conservada de 9630 nucleétidos la WD repeat-containing
protein, putative [Plasmodium falciparum 3D7], del mismo modo se determina una
homologia del 100 %.
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