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MARCO
TEORICO




MALARIA

Enfermedad potencialmente mortal
causada por hemoparasitos del
genero Plasmodium

P. falciparum
P. vivax

P. ovale

P. malariae
P. knowlesi




| REPORTES |

AREAS CON RIESGO DE MALARIA

Tomado de: https://sp.depositphotos.com,/ 19260235 /stock-photo-malaria-disease-spread-map-areas.html
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casos de malaria por

P. falciparum en el
2018
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4 OMS en el 2017 estimo

445.000 muertes a nivel
mundial a causa de esta
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Plasmodium falciparum|

Causa la forma mas grave de la
enfermedad

Tomado de: https://www.democratica.com/focus/quello-sappiamo-sulla-malaria-
fra-verita-bugie/

VIRULENCIA

Capacidad de cito
adherencia al sistema capilar
de los érganos

Rapida multiplicacion
Invasidn de los eritrocitos




PROTEINAS DE Plasmodium
falciparum

PROTEINA FUNCION

Membrana Salida y entrada de sustancias
Transporte entre compartimientos celulares.

Choque térmico Minimizar los daios producidos por el estrés.

Enzimaticas Biocatalizadores de las reacciones quimicas del
metabolismo celular.

Transporte celular  Regulan el movimiento de las moléculas solubles en
agua

Hipotéticas Diversidad
conservadas




PROTEINAS HIPOTETICAS DE
Plasmodium falciparum

PFDG_02272 PFHG_01218 PFUGPA_04934 | PFTANZ_01345
PFMALIP_01315 PFNF135_01392 | PFFCH_05251 PFFVO_01290
PFDG_01793 PFDG_00228 PFHG_04183 PFUGPA_03099
PFUGPA_03130 @ PFTANZ_04541 | PFTANZ_05637 PFMC_04555
PFMALIP_04451 @ PFFVO_04201 PFDG_03858 PFDG_03499
PFHG_0519 PFNF135_04764 PFHG_04913 PFMG_04278
PFUGPA_00875 PFL1385 PFUGPA_02000 PFAG_01258
PFBG_01289 PFMC_04157 PFDG_03964 PFL1395C

NCBI 6.079



PROTEINA PFL1395¢

Proteina hipotetica de funcion desconocida
conservada en los parasitos del género
Plasmodium

) Cromosoma 12. 3209 aa

> Peso molecular : 214397.24




DOMINIOS DE LA PROTEINA
PFL1395c

| 500 1000 1500 2000 2500 3600 3209

Query seq. e
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HD40 repeat O
K040 repeat
HD40 repeat O
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hits
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NIP-T
HON
c
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IsdH
DUF43
L
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Superfanilies o4 purs | MIF-TS =
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IsdB su
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Tomado de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?INPUT_TYPE=live& SEQUENCE=XP_001350685.1

Dominio J
Dominio DUF 47- Domain of Unfunction Function 47
Dominio WD40 - Dipéptido compuesto por triptéfano y acido aspartico




VECTOR pGEX 4T-3

ORF frame 1

lacd_a

M13_plUC fend_primer
M 13_forward20_primer
MM13_reverse_primer
M13_pls rev_primer
lac_promoter

Marl (4307
Hpal (4173)
EcoRW (4117
ORF frame 2

Apal (32878)
lmcl

4963 bp

pER322_origin

Tomado de: https://www.addgene.org/vector-database/2878/

tac_promoter

M13_plks _rev_primer

M=cd (455

5T (wariant) BstBl [B5E)
JRF frame 3 BarmHI {93,:]}

EcoRl (933)
Xmal (243}
Emal (345}

Sall (845)

Zhaol {BE3)

Maotl (BEE])

Eagl {BS5E)
pGEX_3 primer

Aatll {1244)
AmpR_promoter
Ampicillin

ORF frame 2

'Pstl (1821

Caracteristicas:

* Ori

*  Promotor_ Lac

+ alelo promueve la
sobreexpresion del
represor

* promotor Tac
(inducible por IPTG)

* GST (Gen que
codifica la glutation S
transferasa).

* Promotor amoR




OBJETIVOS



General

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

la proteina PFL1395c en un sistema de expresion heterologo.

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

proteina PFL1395c utilizando para esto expresion heterologa

» Determinar la presencia de un fragmento de la proteina PFL1395c de P.
falciparum expresada en un sistema heterologo a traves de un inmonoblot tipo

Dot blot



METODOLOGIA




Descongelacion —

Reactivacion de
células

Purificacion —|Cuantificacion

Amplificacion

Células .
tentes |[€—— Andlisi <— Secuenciacion

mpeten - :

e Bioinformatico

Y
i Expresion del Visualizacion del
Transfc:}'macmn p \
de células ' fragmento fragmento

por PCR

l

Visualizacion de los

amplimeros

[nmunodeteccion




Reactivacion, purificacion y

cuantificacion

E. coli XL1- Blue +
PG EX4-3

12 muestras

Miniprep

Y

NanoDrop
2000c




PCR (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa)

Dr. Claudio Gémez

UNAL
BamH!
PFL1395¢c, pGEX4T-3, EcoRlI, BamHlI
— 4000 P 5.364bp EcoRl
Primer Secuencia Amplimero
esperado
P, (forward) 5" CGTGGATCCATTATCGATGATACAGAAC 37 403 pb
P, (reverse) 5" GTAGACTATATAATTGTCGTCTTAAGCCC 3”




EGA y secuenciacion

) * Chromas
Gel de | SSIGMol J * The European
agarosa al > o ) > Bioinformatics Institute
1% \ Genetica UN ‘

(EMBL-EBI)

* Clustal Omega
* CLC sequence Viewer 8.0



Transformacion de células

E. coliBL21
(DE3)

Choque térmico

Hielo 35°
42 °C por 80”
Hielo 5°




Expresion, visualizacion e

inmunodeteccion
IPTG SDS-PAGE Inmunodeteccion
[ Gel concentrador | Memb. De
50/ nitrocelulosa
\_ 0 ) ﬁ
i . A Ac. Secundario +
I Gel separador 15% ) FA
AcM7

‘ Aproximacion




RESULTADOS
Y DISCUSION




Recuperacion de células E. coli XL1-Blue

A. Medio LB/amp, crecimiento de células E. coli XL1-Blue
B. Medio LB/amp, crecimiento de células E. coli XL1-Blue
C. Medio LB, crecimiento E. coli XL1-Blue




Cuantificacion de ADN

Muestra 260/280 Concentracion de acidos
nucleicos (ng/ul) Columna 1: Muestras de 1-12
Columna 2: Relacion 260/280
1 1,9 337 del ADN
Columna 3: Concentracion de
3 1,89 442 acidos nucleicos
5 1,97 468
6 1,92 403
{ 1,96 390
8 1,93 1.046
11 1,97 346
12 1,96 468




Visualizacion de los amplimeros

Carril 1: Marcador de peso molecular
Carriles 2-7: Respectivas muestras Congreso C2B2.
Carril 8: Control Colombia. 2018.

Cortés GT. Colombia.
Proceso de sustentacion



ClonSRYc
ClongRVWc
ClomaFil

Alineamiento

PFL139%c(Controll)
pGEY_39&(control?)

ClonSRWcC
CloneRWcC
ClonmsFhl
PFL1395%c({Controll)
pGEY_39&( control?)

ClonmSRWC
CloneRWC
ClonsFil
PFL1395c (Controll)
pGEY,_ 396 control?)

ClonSRWc

CloneRWC

CloneFi
PFL139%c(Controll)
pGEY_39&(control?)

ClonSRWc
CloneRWC
ClonaFil
PFL1395%c({Controll)
pGEY_39&( control?)

ATCOATGATACAGANCATTTTAATAATGTCOAAGAAALGEAALALGALALAAAAT AANGET
ATCOATGATACARAACATTTTAATAATGT COAAGAAALGEAGAALAGALALAALAT AANGET
-------------------------------------------------- -AATAAAGET
ATCOATGATACAGAACATTTTAATAATGT COAAGAAALGEAALALGALALAALAT AANGET
ATCOATGATACAGAACATTTTAATAATGT COAAGAAALGEAALALGALALAALAT AANGET

M N R

TCCTATTTTATAAAGAATTATAATAT TTCAAAARAAT TAAATAATOAAACACT TAAGEAA
TCCTATTTTATAAAGAATTATAATAT TTCAAAARAAT TAAATAATOAAACACT TAAGEAA
TCCTATTTTATRAAGAAT TATAATGT TTCAAAAAAAT TAAATAATGAAACACT TAAGEAA
TCCTATTTTATRAAGAAT TATAATGT TTCAAAAAAAT TAAATAATGAAACACT TAAGEAA
TCCTATTTTATRAAGAAT TATAATGT TTCAAAAAAAT TAAATAATGAAACACT TAAGEAA

ek sk ek e te s e skob ek ek e heche sk e sr e sk e b e e e sk e sk ke s e sk e sk sl e e s e ok i e

OATEATAATATATATAATATACATT TAGAAGATCATAATAAAATAGAAMGATATATATAAT
OATGATAATATATATAATATACATT TAGAAGATCATAATARAAATAGALMGATATATATAAT
OATGATAATATATATAATATACATT TAGAAGATCATAATARAAATAGALMGATATATATAAT
OATGATAATATATATAATATACATT TAGAAGATCATAATARAAATAGALMGATATATATAAT
OATGATAATATATATAATATACATT TAGAAGATCATAATARAAATAGALMGATATATATAAT

AR EEEAE SRR AR RS ESERE R RS SER R RS RS R RS R RS R SRR

LA AT TTCATATAATGAATATGAACCAAATAAT CTAASAC CATCACGCATACGTCCTALS
LA AT TTCATATAATGAATATGAACCAAATAAT CTAASAC CATCACGCATACGTCCTALS
CAGAT TTCATATAATGAATATGAACCAAATAAT CTAASA CATCACGQCATACGTCITALS
CAGAT TTCATATAATGAATATGAACCAAATAAT CTAASA CATCACGQCATACGTCITALS
CAGAT TTCATATAATGAATATGAACCAAATAAT CTAASA CATCACGQCATACGTCITALS

R N R R N N R N N R N R N N N N N N N R R RS R R SRR

TTAATAAGAACASATTCOTTACCAGCAACATTGTCTTCATCCTTTT TAACAGGAA STALA
TTAAT AAGAACASMAGT OO TACCAGCAACATTGT - - - - -~ = - = - - s = mm o o - - -
TTAATAAGAACASATTCOTTACCAGCAACATTGTCTTCATCOTTTT TAACAGGAACATAS
TTAATAAGAACASATTCOTTACCAGCAACATTATCTTCATCCTT TT TAACAGGAACATAA

TTAATAAGAACASATTCOTTACCAGCAACATTATCTTCATCCTT TT TAACAGGAACATAA
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Marco de lectura abierta del clon 6

m (201 nt) Display ORF as... Unmark

ORF1

1

46

91

136

181

CDS translation

ATCGARAGAATTATAATGTTTCAAARAAATTAARTAATEGAARCACTT
M K W ¥ W ¥ 5 K K L N W E T L

AAGGAAGATGATAATATATATAATATACATTTAGAAGATCATART
K E D D Mo I ¥ W I H L E o H H

ARARATAGARGATATATATAATCAGATTTCATATAATEGAATATGAR
K I E D I ¥ H Q@ I E ¥ W E Y E

CCARATARTCTAAAACCATCACGCATACGTCCTAARLT TARTARAGR
P W W L X P &5 R I R P K L I R

ACARATTCGETTACCAGCARACEH
T W &5 L P & T *

Congreso C2B2.
Colombia. 2018.

Cortés GT. Colombia.
Proceso de sustentacion




Analisis Bioinformatico
Basic Local Alignment Search Tool (BLASTX) del 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) 1e-37() Compositional matrix adjust. 67/67(100%) 67/67(100%) 0/67(0%)

Query 1 MKNYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDENKIEDIYNQISYNEYEPNNLKPSRIRPKLIR 60
MENYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDHNKIEDIYNQISYNEYEPNNLKPSRIRPKLIR
Sbjet 2788 MKNYNVSKKLNNETLKEDDNIYNIHLEDHNKIEDIYNQISYNEYEPNNLKPSRIRPKLIR 2847

Query 61  TNSLPAT 67
TNSLPAT
Sbjct 2848 TNSLPAT 2854




Transformacion de céelulas competentes E. coli
BL21(DE3)

Ay B. Células transformadas mx 5y 6 en SOC/Amp

C. Células transformadas con la muestra pGEX 396(2)
D. pGEX sin ADN insertado en medio SOC/Amp

E. pGEX sin ADN insertado en medio SOC




SDS-PAGE

. 120KDa
4= 110KDa

= 80kDa 1- 4. Solubilizado Triton X

5. Marcador de peso molecular
pe—" ],

G 25kDa
LaCount et al. USA.2005

Cho et al. Republica de
[ 165¥Ds Corea.2016

14kDa




Inmunoblot tipo Dot_Blot

Ay B. AcM 7 diluido 1:2 Cortés et al. USA. 2003. N\
C. AcM7 diluido 1:10 + Deteccion de la proteina HSP70-2 por el AcM7

D. Control negativo

Hafeez U et al.Australia.2018
» Herramientas utiles para el diagnostico y
tratamiento de diferentes patologias.




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 estandarizé un método de expresion para un fragmento de aproximadamente
201 pb localizado en la region C-terminal de la proteina de funcion desconocida
PFL1395¢c, a través de células transformadas E. coli BL21 (DE3) con el plasmido
de expresion y clonacion pGEX 4T-3.

Se evidencio el reconocimiento de la proteina HSP70 por parte del AcM7
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