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Figura 1. mapa genético de la proteina PYSPATR donde se observa, de color
amarillo el intron , de color verde dos exones uno con un total de 230 pares de
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las variables +1.
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interproscan.

Figura 4. . Programa Generunner, ubicacion espacial de los cebadores directo y
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CLONACION Y EXPRESION DE DOS FRAGMENTOS DE LA PROTEINA
SPATR DE Plasmodium vivax EN EL SISTEMA Escherichia coli

RESUMEN

La malaria causada por la especie Plasmodium vivax, es una enfermedad de alto
impacto en salud publica alrededor del mundo, se reporta que el 53% de los casos
de malaria por esta especie se concentran en el Sudeste Asiatico, el 47% en la
India y en paises de América latina representa una amenaza permanente, siendo

la especie predominante con alrededor del 75% de los casos de paludismo.

P. vivax ha demostrado un interés de investigacion debido a su importancia
epidemiologica, a pesar de esto los estudios respecto a las interacciones
moleculares en el proceso de invasion se han visto retrasados por su dificil
propagacion in vitro debido a la preferencia del parasito por invadir reticulocitos,
como consecuencia de lo anterior el conocimiento sobre las moléculas envueltas

en el proceso de invasion, es escaso.

En este estudio se expresaron y analizaron estructuralmente dos fragmentos de la
proteina PVSPATR, el fragmento 1 con un tamafio 333 de pb y el fragmento 2 con
un tamafio de 429 pb a través del uso de técnicas moleculares, como PCR v,
técnicas inmersas en la obtencion de las proteinas recombinantes. Esta proteina
ha sido reportada en P. falciparum como importante para la union del esporozoito
a los hepatocitos y, como proteina multiestadio, lo que sugiere continuar con
ensayos de union y creacidon de péptidos especificos que determinen la
importancia de este antigeno a nivel funcional in vitro y permita asi una

aproximacion de su funcion in vivo.

Palabras clave: Malaria; Plasmodium sp.; Plasmodium vivax; proteinas
recombinantes; PvSPATR.
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1. INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium sp.,
su vector transmisor es el mosquito hembra Anopheles !, actualmente es una de
las problematicas de salud mas relevantes en la poblacién alrededor del mundo.
En el 2018 el Instituto Nacional de Salud (INS) en su informe expuso que “de las
450 especies de mosquitos del género Anopheles reportadas en el mundo,

alrededor de 43 de estas se han encontrado en Colombia” ?

, siendo las especies
de Anopheles albimanus, An. nuneztovari y An. darlingi predominantes en el pais;
ademas se describe al parasito causante de la enfermedad, denominado
Plasmodium sp., del que se conocen unas 175 especies en el género, entre esas
se encuentran Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, y con

3

menor frecuencia P. knowlesi °, conocidas por afectar severamente a los seres

humanos generando cefalea, mialgias, anorexia y vémito 2

; especies como P.
vivax y P. ovale presentan un estadio responsable de recaidas que se mantienen
en las células del huésped por un intervalo 3-45 semanas antes de madurar a
esquizontes 3, conocidos como hipnozoitos siendo parasitos latentes dentro de
los hepatocitos intactos que genera recaidas de la infeccidén al continuar luego de
un tiempo el proceso de maduracién a esquizontes para reactivar la parasitemia
asexual en sangre®.

Plasmodium vivax generalmente causa malaria benigna no complicada, sin
embargo ocasionalmente puede provocar una enfermedad grave con afectacion
del 6érgano terminal que pone en peligro la vida, es por ello que cobra importancia

de estudio pues desencadena como malaria cerebral °.

Es necesario el control de esta parasitosis, ya que durante el afio 2018 en
Colombia fueron notificados 62141 casos de malaria por parte del INS,
predominando la infeccién por Plasmodium vivax (P. vivax) con 31134 casos 2,
gue impactan principalmente areas geograficas con poblacion vulnerable, debido a
su alto déficit econdmico, condiciones escasas de salubridad, la estructura de sus
viviendas, el clima en que habitan °, estas son las principales circunstancias que
contribuyen a la permanencia de la enfermedad en estas zonas del pais; hoy dia
los esfuerzos realizados han sido infructuosos en el control de la malaria, sin

embargo la identificacion de antigenos involucrados en el proceso de invasion del



parasito y en diversas fases de su ciclo biolégico, se ha convertido en una
estrategia ' prometedora que contribuya al desarrollo de una potencial vacuna que

logre mitigar y finalmente controlar la enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior y con el propésito de contribuir en el conocimiento
de proteinas importantes para P. vivax, con el fin de identificar antigenos que
permitan bloquear la entrada del parasito, se llevara a cabo la expresion de la
proteina PvSPATR en el sistema procariota Escherichia coli, siendo esta una
proteina con un homologo en Plasmodium falciparum, la cual es una proteina de
superficie con un dominio de repeticién de trombospondina alterado, importante
para la movilidad del parasito, la union a la célula huésped y su invasién segun
describieron Morahan y cols 8 en el 2009; ademas es un antigeno multiestadio pues
se describi6 su presencia durante diferentes etapas sanguineas del parasito,
expresandose principalmente en la superficie del esporozoito y logrando su union a

hepatocitos °, 1o que lo convierte en una fuente valiosa de estudios.



3. OBJETIVOS

2.1 General

Establecer las condiciones oOptimas de clonacion y expresiéon recombinante de
fragmentos de la proteina SPATR, en el sistema de expresion procariota

Escherichia coli.

2.2 Especificos

e Obtener fragmentos del gen que codifica para la proteina SPATR de

Plasmodium vivax, a partir de ADN complementario.

e Producir los clones de los fragmentos del gen spatr, en el sistema
Escherichia coli.

e Realizar una aproximacion de cada uno de los fragmentos obtenidos, tanto
en forma nativa como renaturada en el sistema Escherichia -coli,
permitiendo el analisis de sus elementos de estructura secundaria por

medio de dicroismo circular.



4. ANTECEDENTES

0,

Triglia y Cols '° realizaron una investigacién en la que se determiné el interés

sobre Plasmodium, notando que “P. vivax esta restringido al crecimiento, en

reticulocitos” *°

gue representan solo aproximadamente el 1% de los glébulos rojos
totales en circulacién. En los procesos de infeccion por Plasmodium vivax se
pensaba que generaba una infeccidn igualitaria para todos los tipos de sangre

1 generan un

existentes en los seres humanos; es asi como Cavasini y Cols
analisis de los diferentes tipos de sangre, en el que se pudo evidenciar que dicha
hipotesis estaba errada, dado que los polimorfismos del grupo sanguineo Duffy
son importantes en areas donde predomina Plasmodium vivax, debido a que esta
molécula actia como un receptor para este protozoo. Es asi como en el 2007 se
inform6 sobre la genotipificacion del grupo sanguineo Duffy en pacientes con
malaria por P. vivax de cuatro areas endémicas brasilefias diferentes, que
exploraban asociaciones significativas entre las variantes de los grupos
sanguineos y la susceptibilidad o resistencia a la malaria, estudio que concluy6
gue las personas con el genotipo FYA / FYB tienen una mayor susceptibilidad a la
malaria, resultados que a través de un mayor andlisis llegaron a concluir
relaciones que manejan parasito-huésped en regiones en donde P. vivax es

endémico **.

Fang y Cols.'?, determinan en 1991 que la infeccién por P. vivax depende
fundamentalmente de la capacidad del parasito para reconocer e invadir los
reticulocitos humanos, este proceso de invasion implica una interaccién entre la
proteina de unién a Duffy (Pv DBP, por sus siglas en inglés) en merozoitos y el
receptor de antigeno Duffy para quimiocinas (DARC) en la superficie de los

eritrocitos.

De acuerdo a los andlisis realizados en el 2010 por Westenberger y Cols.",
acerca de los estadios sanguineos y en esporozoitos de P. vivax se demostré su
produccion de formas hepaticas durmientes, denominadas hipnozoitos que con el
tiempo y favorecidos por una baja en el sistema inmune pueden dar lugar a una

nueva crisis de la enfermedad, segun lo describe Garcia y Cols **.



Es asi como los merozoitos penetran en los eritrocitos formando los trofozoitos,
esto produce una division nuclear del trofozoito tardio en diversos fragmentos,
formado asi un esquizonte. Terminada la etapa de maduracién se genera una
ruptura del eritrocito liberando asi a los merozoitos en el torrente sanguineo. Esta
fase del parasito invade de nuevo otros eritrocitos y se continda el ciclo repitiendo
el proceso denominado, esquizogonia eritrocitica °>*°. En diferentes estudios se
demuestran que todas las especies de Plasmodium sp. se asemejan en su
mecanismo de crecimiento, desarrollo, metabolismo e interacciones huésped-
parasito, ademas de la presencia de sintomas a partir de su etapa de merozoito.
Una de las proteinas involucradas en la invasion es secretada y contienen un
dominio de repeticion de trombospondina Tipo | denominada PfSPATR, la cual se
ha demostrado que participa en “el estadio de ookinete, la motilidad del

" 16 ademas de ello se

esporozoito, en la unién a la célula huésped y la invasion
encontré que la proteina también posee una region rica en cisteinas que podria
representar un dominio tipo EGF tipo I, destacando su importancia antigénica

debido a que es ortdloga para las especies P. yoelii y P. vivax.

Identificando su importancia se realizaron procedimientos experimentales, en
PfSPATR logrando su amplificacion y expresion, en esta investigacion realizada

por Chattopadhyay et al.'’

, Se logré establecer que la proteina de PfSPATR no
solo se encuentra en el estadio de ookinete, sino que este se transcribe en todas
las etapas del ciclo de vida del parasito, esporozoitos, etapas eritrociticas
asexuales y gametocitos; teniendo gran relevancia en el estadio de esporozoito

debido a su posible papel en la invasién de células hepaticas *'.



4. MARCO TEORICO

4.1 La malaria

La malaria, cuyo transmisor es el mosquito Anopheles, tiene mas de veinte
millones de afios de antigiiedad, de acuerdo a Poinar y Cols *¥ ; no obstante el
concepto de malaria no es una idea reciente, pues fue sugerido por Linnaeus,
Kircher y Nyander, de acuerdo a King y Cols *°, sin embargo fue Ross y Cols %, en
su trabajo de transmision de la malaria, descubrieron que la via de infeccion es la
picadura de un mosquito, a través de estudios con aves, estas conclusiones se
presentaron ante la Asociacion Médica Britanica en julio de 1898 y Ronald Ross
consiguio el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina por sus descubrimientos en
1902.

Los procesos infecciosos de esta enfermedad involucran el desarrollo de
manifestaciones clinicas de los pacientes, en una investigacion alterna realizada
21 se presentaron once casos de malaria severa por Plasmodium vivax en Bikaner
(India occidental), “los pacientes mostraron malaria cerebral, insuficiencia renal,
colapso circulatorio, anemia grave, hemoglobinuria, sangrado anormal, sindrome
de dificultad respiratoria aguda e ictericia” %' para el reconocimiento de los
procesos infecciosos es primordial la caracterizacion del parasito y el agente

causal.

Se determina que la expresion de la enfermedad de dicho paréasito en los
hospederos (humanos) puede desencadenar un cuadro febril acompafiado de una
variedad importante de sintomas, en ocasiones, las infecciones pueden cursar de
forma asintomatica, generar enfermedad con muy poca sintomatologia, con un
cuadro clinico complicado o llegar a convertirse en una enfermedad mortal;
Knudson y Cols 2%, determinan que las manifestaciones clinicas se presentan
habitualmente después de un periodo de incubacion, existe una importante
diferencia entre P. vivax y P. falciparum, es su tiempo de infeccién, mostrando que
una es mas prolongada que la otra consecutivamente entre 10-21 dias y esto
interfiere también en los tiempos de infeccion, con los cuales se habia descrito

cominmente que la especie letal era P. falciparum .



4.2 Estado actual de la malaria

4.2.1 En el mundo

Al referirse a la malaria y la importancia que esta tiene frente a las infecciones
parasitarias se podria identificar como una de las mas importantes y presentes
desde su aparicion, si bien se conoce que existen cuatro especies de pardasitos
causantes de dicha infeccién, esta se podria clasificar en su prevalencia de
porcentaje situando asi a P. falciparum y P. vivax como las mas virulentas, segun

Philippe y Cols %,

En cuanto al proceso de erradicacion, se podria destacar que para medio siglo
atras la malaria se encontraba completamente ausente o suprimida en muchos
lugares del mundo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que hay
entre 300 y 500 millones de personas infectadas con malaria >* sin embargo, para
el 2002 en diferentes lugares donde se pensaba que su eliminacién era definitiva,
nuevos casos aparecieron, denominandose, asi como enfermedad reemergente.
Sin embargo, dicha infeccién no se podria clasificar completamente con acufiado
término debido a que, por falta de presupuesto y/o falta de inversion, esta no ha

tenido la importancia de investigacion necesaria.

Es importante reconocer que los casos de mortalidad han logrado un mayor
porcentaje de muertes en el pasar del afio, afirman Piero y Cols.?® “El fracaso
actual para controlar la malaria a través del control eficaz de vectores y el
tratamiento de la enfermedad, resulta principalmente de la incapacidad de

administrar el manejo de casos apropiado a una proporcion significativa de
”25.

pacientes



Dos décadas atras se estimaba que mas de un tercio de la poblacion mundial se
encontraba en areas endémicas de malaria “mil millones de personas pueden ser

portadoras de parasitos en cualquier momento” %

, adicional a esto es importante
destacar que la mortalidad relacionada con la malaria es particularmente dificil de
medir pues los sintomas de la enfermedad son inespecificos y la mayoria de las

muertes ocurren en el hogar 2°.

Para el reporte del afio 2018, ultimo informe realizado por la Organizacién Mundial
de la Salud, las cifras se encuentran reportadas en 219 millones de casos de

paludismo en 90 paises, las muertes se mantuvieron en 435.000 en 2017 %',

4.2.2 En Colombia

Para el territorio colombiano es importante determinar que, sus zonas endémicas
son inestables mostrando patrones variables en diferentes regiones eco-
epidemioldgicas, es asi como Colombia mantiene cifras promedio de 50.000 a

100.000 casos anuales reportados en el ministerio de salud y proteccién social.?’.

Un dato importante por destacar es el predominio de la especie P. vivax en el
territorio, mostrando porcentajes del 60 - 65% desde 1974, reportando un
particular ciclo de infecciones que aparece en promedio cada 4 a 7 afos, informa
el ministerio de salud, formulando la determinacion de cambios climéticos
ocurridos en dicha zona geografica. “En los ultimos afios el evento malarico ha
mantenido una tendencia al descenso, pasando de 171.960 casos en el 2000 a
50.301 casos en el 2017 y en las primeras 48 semanas de 2018 se han notificado
54.545 casos” ?’, sin embargo, alin se presenta un nimero importante de casos y

los esfuerzos se deben mantener hasta lograr su erradicacion.

4.3 Vectores gque transmiten la malaria



La malaria es transmitida por la hembra del género Anopheles los cuales cuentan
con mas de 43 ejemplares en Colombia segin Olano y Cols.?®, para la
identificacion y determinacién de estos taxonOmicamente se observan sus
caracteres morfolégicos en sus diferentes estadios, relacionados principalmente

con la quetotaxia de larvas.

Segun Sinka y Cols ?° en su articulo relacionado con los vectores predominantes
de la malaria, para el 2012 en el mapa global realizado se destaca la variabilidad
espacial en la complejidad de la situacion del vector, en Africa, Anopheles
gambiae, An. arabiensis y An. funestus son codominantes en gran parte del
continente, mientras que en la regién de Asia y el Pacifico existe una situacion
muy compleja con coexistencia de especies mdultiples y dominio de especies

variable, como es el caso de An. subpictus sl, An. aconitus y An. annularis %°.

4.4 Generalidades y descripcion de Plasmodium spp

Los parasitos de la malaria pertenecen al reino protista, filo Apicomplexa, clase
Aconoidasida, orden Haemosporida, familia Plasmodiidae y género Plasmodium,
este pardsito se transmite a través de vectores de insectos infectando a

huéspedes vertebrados, incluidas varias especies de primates no humanos .

Estudios realizados por Liu y Cols ** demostraron que el parésito surgié en los
gorilas occidentales (Gorilla gorilla) y no en otros primates como chimpancés o
bonobos, de acuerdo con Liu W et al., hace 100 millones de afios surgieron los
ancestros de la malaria que eran parasitos de mosquitos, segun el autor hace 25
millones de afios ya existia la malaria y las formas que infectan humanos, llegando

de gorilas a humanos hace tan solo 10.000 afios **.
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4.4.1 Morfologia y Ciclo de vida

Los parasitos de la malaria forman cuatro etapas de desarrollo en humanos como
lo describen Liu y Cols. 3!, (esquizontes hepéaticos y luego trofozoitos
intraeritrocitarios, esquizontes y gametocitos) y tres etapas de desarrollo en
mosquitos (ooquineto, ooquistes y esporozoitos). Los esquizontes hepaticos
aparecen como grupos de pequefios cuerpos basofilos (ndcleos de merozoitos)
ubicados dentro de los hepatocitos del huésped, que miden 40-80 um de diametro
cuando maduran. Las etapas intraeritrocitarias consisten en pequefos trofozoitos
redondeados (formas de anillo) que miden 1-2 um de diametro, esquizontes
multinucleados amorfos que miden hasta 7-8 pm de longitud, y micro - (&) y
macro- (Q) gametocitos que varian en longitud de 7-14 um.*, las caracteristicas
morfolégicas (tamafio, forma y apariencia) de los estadios sanguineos son
caracteristicas de cada Plasmodium spp. Los microgametocitos tienen un ndcleo
mas grande y difuso (listo para la produccion de gametos), mientras que los
macrogametocitos tienen citoplasma de tincion mas oscura (abundantes

ribosomas para la sintesis de proteinas). Liu y Cols 3

, afirman que, en el
mosquito, los microgametos largos y delgados (15-25 um de longitud) producidos
por exflagelacion fertilizan los macrogametos redondeados para formar ooquinetos
moviles (15-20 x 2-5 um) que migran a través de la pared intestinal para formar
ovocitos ovoides (arriba hasta 50 um de didmetro) en la superficie exterior, los
ooquistes producen miles de esporozoitos alargados delgados (~ 15 um de largo)

que finalmente infectan las glandulas salivales **.

El estadio de esporozoito del Plasmodium migra y penetra a través de diferentes
células en el hospedador vertebrado hasta llegar al hepatocito y formar la vacuola
parasitéfora 3% la ruptura del hepatocito libera otro estadio del parasito llamado
merozoito, el cual invade a los eritrocitos y también forma una vacuola

32

parasitéfora. En esta investigacion, Spencer y Cols proponen varios

mecanismos de invasion como el movimiento de deslizamiento del esporozoito.
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El esporozoito es el responsable de establecer la enfermedad en su hospedador
vertebrado y por lo tanto los procesos de invasion de este es uno de los puntos
fundamentales de estudio; los esporozoitos entran en la hemolinfa, en la cavidad
del mosquito, hasta invadir las glandulas salivales donde permanecen hasta ser
inoculados, con la saliva, en la piel del hospedador mamifero, esta forma movil
(esporozoito) contiene organelos secretores completamente especializados, tanto
estas formas como las no méviles secretan unas proteinas especializadas en su
etapa sexual que ocuparan una participacion importante en la fertilizacion, el

reconocimiento de la célula hospedadora y en el proceso de movilizacién 3.

4.4.2 Especies de Plasmodium sp. que causan malaria

Existen alrededor de 175 especies de este protozoo, que se han clasificado en
varios subgéneros, los cuales se encuentran en mamiferos, aves y reptiles; en la
especie humana se encuentran principalmente cuatro especies como lo son
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, aunque ocasionalmente
pueden ser infectados por otras especies de primates no humanos como
Plasmodium simium, P. brasilianum, P. inui, entre otras, Liu y Cols %, afirman que
en su mayoria se encuentran en areas tropicales y subtropicales dependiendo de

la distribucion de sus insectos vectores.

4.4.3 Plasmodium falciparum

Es importante resaltar en esta especie de Plasmodium que a partir de su estadio
de gametocito en la etapa sexual permiti6 un acercamiento a la descripcion de la
malaria a finales del siglo XIX 34 esta especie de Plasmodium es generalmente la
mas patégena y causante de muertes, segin Ortega y cols **y la mayormente
diagnosticada; comun en Africa, Nueva Guinea y Haiti, notandose su participacion
exponencial a partir de 1984, es la especie con mayores complicaciones y tasa de

mortalidad presentando cuadros de anemia y malaria cerebral.

12



4.4.4 Plasmodium vivax

La infeccion causada por Plasmodium vivax amenaza a casi el 40% de la
poblacién mundial, lo que da como resultado 132 a 391 millones de infecciones

% afirman que “la mayoria de estos casos se

clinicas cada afio, Price y cols
originaron en el sudeste de Asia y el Pacifico occidental, aunque un numero
significativo también ocurrié en Africa y América del Sur” siendo asi que para las
Ultimas dos décadas Plasmodium vivax fuese responsable de un 25-40% de los
515 millones de casos anuales de malaria en todo el mundo; aunque a menudo se
considera que causa una infeccion benigna en comparacion con las
manifestaciones graves que se observan frecuentemente con P. falciparum no

tratado 6.

Carlton y cols **

, infiere que los individuos con déficit econémico se ven mas
involucrados por las margenes con las que se encuentran habitando; existe una
evidencia creciente de que la carga general, el impacto econémico y la gravedad
de la enfermedad por P. vivax han sido subestimados. Las estrategias de control
de la malaria han tenido un éxito limitado y estan confundidas por la falta de
acceso a diagnosticos confiables, la aparicibn de aislamientos resistentes a
multiples farmacos, la capacidad del parasito para transmitir temprano en el curso
de la enfermedad y la recaida de etapas de higado latente en diferentes intervalos

de tiempo después de la infeccion inicial.

Anualmente, aun se tenia una cifra muy alta de infeccion, sin embargo la
incidencia de la malaria se redujo drasticamente en algunas partes de Africa al
aumentar el despliegue de medidas contra los mosquitos Anopheles y los nuevos

tratamientos que contenian artemisinina 2

, lo que generé un llamado a la
erradicacién mundial al finalizar el afio 2008; no obstante de acuerdo a la OMS #*,
la cifra estimada de muertes por paludismo en 2017 fue de 435.000 alrededor del
mundo, afectando principalmente a menores de 5 afios de la region Africana, en

paises como Nigeria, Republica Democratica del Congo, Mozambique y Uganda.
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Es necesario destacar que el parasito en estudio, anteriormente no era muy
notable, sin embargo Chai y Cols *, afirmaba que su extensa diversidad genética
encontrada actualmente en las poblaciones de P. vivax en las Américas es
consistente con las sucesivas olas migratorias y la subsiguiente mezcla entre
parasitos de diferentes poblaciones de origen, a este parasito se le otorga segun

Rodriguez y Cols “°, “la supervivencia a cruces oceanicos precolombinos de largo

alcance desde el Pacifico occidental a las Américas” *°,

4.5 Proteinas descritas en Plasmodium implicadas en el reconocimiento e
invasion del hepatocito por el esporozoito

4.5.1 Proteinas descritas en P. falciparum

Se han descrito proteinas relacionadas con el proceso de invasion como la
proteina de circumsporozoito (CSP) ** que se encontraba mayormente en la
superficie del parasito ligado a la membrana del esporozoito por medio de un
anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI) ** dirigiéndose al tejido en especifico a los
heparan sulfato (HSPG) en los sinusoides del higado **, sin embargo luego se
determind su funcion dentro de la invasion a hepatocitos, afirmando que no
interacta especificamente con HSPG, sino que se procesa para exponer el
dominio de adhesién tipo trombospondina (TSR) una vez que el esporozoito
reconoce HSPG por otros medios *3. El dominio de repeticién de trombospondina
alterado (TSR) !’ que poseen estas proteinas es fundamental en su estructura, ya
gue tiene que ver con la movilidad del parasito y la union e invasion de la célula

huésped.

Otra de las proteinas descritas, se localiza en los micronemas y es secretada

44

sobre la superficie del parasito ", se denomina TRAP o0 proteina andnima

relacionada con la trombospondina, la cual participa en procesos de motilidad e

45- 46

invasion a hepatocitos y han sido reconocidos receptores para este antigeno

en las glandulas salivales de mosquitos y células hepaticas *’.
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4.5.2 Proteinas descritas en P. vivax

La descripcion de la proteina del circumsporozoito (CSP) *® como la principal en la
superficie celular del esporozoito Plasmodium, es importante ya que se encuentra
en todas las especies causantes de malaria en un nivel de conservacion
estructural alto *°, sin embargo posteriormente se describié a PvpuCSP *° como
una proteina completamente diferente de la conocida CSP, ya que esta es una
proteina de membrana integral implicada en la via de ubiquitinacion y su expresion
no se limita solamente a la etapa de esporozoito *° lo que la posiciona como un

objetivo de estudio antipaludico.

La proteina de adhesion relacionada con la trombospondina presente en esta
especie (PVTRAP) se localiza en la superficie de los esporozoitos >*, se une a las
moléculas de heparan sulfato de los hepatocitos durante el contacto inicial entre
los hepatocitos y los esporozoitos invasores. La investigacion de la proteina CSP y
TRAP conjuntamente pueden funcionar al bloquear la invasién de esporozoitos °*
®3 ya que en el estudio realizado se obtuvieron diferentes especificidades de union
de anticuerpos que pueden funcionar en diferentes etapas de la invasién de
hepatocitos 3.

La proteina secretada por Plasmodium vivax con dominio de repeticion de
trombospondina alterado PVSPATR °* esta incluida dentro de las proteinas
multiestadio importantes en las especies de Plasmodium, ya que uno de sus
papeles principales dentro de la infeccion es la invasion al hepatocito, teniendo en
cuenta esto, el andlisis de este antigeno contribuye en la posible conformaciéon de
algun tipo de inmunizacion que mitigue los dafios de la enfermedad en la

poblacién.

4.6 Proteina SPATR
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Esta proteina compuesta por 274 aminoacidos °° esta presente en la superficie de
los parésitos, posee una version alterada del dominio de repeticion de
trombospondina tipo I,° caracteristica relacionada con la movilidad del parasito, la
unién a la célula huésped y la invasion de esta; esta proteina se expresa en varias
etapas del ciclo parasitario, entre ellas en el merozoito, gametocito y esporozoito,

siendo en esta fase donde participa en la invasion de células hepaticas >°.

En estudios acerca de la unién de la proteina PISPATR a las células de hepatoma
realizados simultdneamente con la proteina Pf-CSP ', se generaron resultados
similares en los dos antigenos, lo que sugiri6 a SPATR como un posible ligando
del parésito, relacionado con la interaccion de esporozoitos y células hepaticas;
ademas se describi6 que la proteina recombinante PkSPATR producida en
Escherichia coli se unia con alta especificidad a una linea celular de hepatoma
humano llamada HepG2 °’, finalmente en un estudio realizado sobre la proteina
SPATR en la especie de Plasmodium berghei, se concluyé que PbSPATR no es
necesaria para la invasion de hepatocitos, sin embargo juega un papel esencial

durante las etapas sanguineas del paréasito 8.

Debido a la presencia de la proteina en diferentes especies de parasitos de la
malaria y su aparicion multiestadio dentro de la infeccion parasitaria, la posiciona
como un antigeno importante de estudio, con la finalidad de determinar el papel

gue desempefia en cada especie de este importante protozoo.

La PVSPATR codificada por 982 pares de bases, en las que cuenta con un intrén
de 155 pb ubicado en la posicion 230 y dos exones uno al principio del gen entre
las posiciones 1y 230 conformado por 230 pb y el otro ubicado posterior al intrén
con 595 pares de bases ubicado en la posicién 388 a la posicién 982°°, como se

observa en la figura 1.
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EXON 1, 1-230 pb EXON 2, 388 - 982 pb

INTRON 231-387 pb

Figura 1. mapa genético de la proteina PvSPATR donde se observa, de color amarillo el intrén , de
color verde dos exones uno con un total de 230 pares de bases y otro con 595 pares de bases

5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de investigacion

El estudio fue de tipo experimental ya que se emplearon técnicas de biologia

molecular controlando las condiciones en las cuales se llevaron a cabo.

5.2 Enfoque de la investigacion

Experimental

5.3 Poblacion

Gloébulos rojos infectados con Plasmodium vivax

5.4 Muestra
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DNA de parasitos de Plasmodium vivax cepa VSG-1 obtenidos a partir de glébulos

rojos infectados con el parasito.

5.5 Procedimientos

5.5.1 Obtencién de la muestra

La muestra correspondia al ADNc previamente sintetizado, desde el ARN extraido
de la cepa: vivax Colombia Guaviare (VCG-1) usada en la Fundacion Instituto de

Inmunologia de Colombia (FIDIC).

5.5.2 Identificacion del gen spatr de P. vivax

La secuencia codificante de la proteina PvSPATR fue extraida de la base de datos
PlasmoDB, bajo el codigo de acceso PVX_ 002900, siendo este gen un homdlogo
de Plasmodium falciparum con cédigo de acceso PF3D7_0212600.

5.5.3 Disefio de cebadores

Los cebadores usados en el proyecto se disefiaron sobre los fragmentos
conservados del gen que codifica para PvSPATR, teniendo en cuenta las
condiciones establecidas previamente en la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC), por Garzén y cols **. Se procedi6 entonces a la seleccién de la
secuencia del gen que codifica para la proteina desde PlasmoDB, asi tras el

anélisis de las areas mas conservadas segun la ventana deslizante **

, todas
aquellas con un score menor a 1, que se observaron en la ventana deslizante,
estas son las consideradas conservadas, es decir presenta seleccién negativa

(figura 2.)
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Figura 2. Tomado de Identifying Potential Plasmodium vivax Sporozoite Stage Vaccine
Candidates: An Analysis of Genetic Diversity and Natural Selection. Ventana deslizante donde se
observan las regiones conservadas de la proteina -1y las variables +1.

A nivel Inter-especie se disefiaron los cebadores basados en la seleccion previa
de dos fragmentos del gen teniendo en cuenta el dominio presente hacia el
extremo C-Terminal, analizado con el programa Interproscan como se observa en
la figura 3.

Entry matches to this protein Colour By Accession it

| Elﬂ -1IE- Elﬂ SI[! 1 lIJE- 12“3 I-Il[! 1 éﬂ Iéﬁ TS P 1 _rpt_Sf

InterPro homologous superfamily

1

199 - 252

* Homologous Superfamily

Figura 3. Analisis del dominio TSP1 REPEAT, realizado con el programa Interproscan

Tras el andlisis bioinformatico realizado previamente por el grupo de Biologia

Molecular, se definié el uso de los siguientes cebadores, Tabla 1.

NOMBRE SECUENCIA 5"- 3 LONGITUD | UBICACION | AMPLIMERO
(pb) ESPERADO

F1 Dir atg GAGCTGAGCAAGAAACTGTT | 20 pb 64- 83 pb 333 pb

F2 Rev TGACATGCCTTTGAACCCGA 20 pb 396 -377 pb

F1 Dir atg TCAGTTGTGATCGACTACGA | 20 pb 395 - 413 pb 429 pb

F2 Rev GGCTGCTCCGATTGACCG 18 pb 822-805 pb
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Tabla 1. Informacién de cebadores previamente disefiados y utilizados en el presente estudio para
la amplificacion de los dos fragmentos de la proteina SPATR. En la secuencia de los cebadores las
letras en mindscula indican una metionina que permite necesaria para que la enzima comience el
trabajo.

Asi con los cebadores utilizados se esperaba la obtencion de un fragmento de 333
pb para el fragmento 1 del gen de la proteina SPATR con las ubicaciones de estos
cebadores como se muestra en la figura 4.

1 L] " 2 B 3
ATGAAAA| GGAGTCG| CTTTTTT| TTCGTTT| CCATTTT| TCTTTGC| CTATCGC| AAGAGAG
TACTTTT| CCTCAGC| GAAAAAA| AAGCAAA| GGTAAAA| AGAAACG| GATAGCG TTCTCTC

@ %

57 “ 71 (J 8 o
1> . CAGCCTG| [GAGCTGA| GCAAGAA| ACTGTTIC| GGCGCGA| ACTCCCC| CCTCACG| GAGCATG
" GTCGGAC| CTCGACT| CGTTCTT| TGACAAG| CCGCGCT| TGAGGGG| GGAGTGC| CTCGTAC

» 10¢

" 20 127 ™ u " 5% 192
, ATGAAGA| CGACCAC| GAGCATG| CACAGAA| GAGGACG| AGGACGT| GGCCGGC| TGLLTCT
" TACTTCT| GCTGGTG| CTCGTAC| GTGTCTT| CTCCTGC| TCCTGCA| CCGGCCG| ACGGAGA

10 7 183 w " 204 211 210
, TCACCCG| AGGTGGA| TGGCGAC| ACGTGTT| TTATTTT| CTCCGCC| ATGGAGG, GCGACCC
" AGTGGGC| TCCACCT| ACCGCTG| TGCACAA| AATAAAA| GAGGCGG| TACCTCC| CGCTGGG

%5 b wm e %3 20 27 e

CACCAAC| TGCTGGT| GCCCCAG| GGGATAC| ATCATGT| GCAGCGA| GGAGGAC| GTGCGCG

" GTGGTTG| ACGACCA| CGGGGTC| CCCTATG| TAGTACA| CGTCGCT| CCTCCTG| CACGCGE
201 08 235 % a0 310 323 3%

.. ACGTGCA| GTCCAAG| CTGCACC| AAATTAA| GGACTTG| AAGAGGC| GAAACGA| AGTCACC
TGCACGT| CAGGTTC| GACGTGG| TTTAATT| CCTGAAC| TTCTCCG| CTTTGCT| TCAGTGG
o4 E 3851 35 35 e m 3¢

;» CCCTCGT| GGATGAA| GCGCCTC| TGCGATA| ACTCAGA| AGCAGTC| GGGTTCA| AAGGCAT

"' GGGAGCA| CCTACTT| CGCGGAG| ACGCTAT| T6AGTCT| TcoTclYd €2

e

% o o i 42 s

W CAGTT| GTGATCG ACTACGHIATTGGCA GTTCTAT| GTGACGA| TGGAAAA| GACAAAG
iy AA| CACTAGC| TGATGCT| TAACCGT| CAAGATA| CACTGCT| ACCTTTT| CTGTTTC

Figura 4. Programa Generunner, ubicacion espacial de los cebadores directo y reverso donde 1 corresponde
a cebador directo para fragmento 1; comenzando en el par de base nimero 64 y 2 corresponde al cebador
reverso para fragmento 1 terminando en el par de base numero 396.

De otro lado, se esperaba la obtenciéon de un fragmento de 429 pb para el
fragmento 2 del gen de la proteina SPATR con las ubicaciones de estos

cebadores como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Programa Generunner,

ubicacidn espacial de los cebadores directo y reverso donde 1
corresponde a cebador directo para fragmento 2; comenzando en el par de base niumero 396 y 2
corresponde al cebador reverso para fragmento 2 terminando en el par de base nimero 822

Obteniendo asi dos fragmentos que abarcaran la proteina PvSPATR como se

observa en la figura 6.

PS

SPATR FRAGMENTO 1, 22 - 132 aa

Figura 6. mapa de la proteina PvSPATR donde se observa, color azul su domino de repeticién de
trombospondina, en colores café y verde los dos fragmentos en la cual es dividida.
correspondiendo a fragmento 1 como color café y fragmento 2 a color verde.

5.5.4 Amplificacion de SPATR por PCR

DOMINIO TSP1

SPATR FRAGMENTO 2, 132 - 274 aa

Se realiz6 la estandarizacion de la PCR para la amplificacion de los dos

fragmentos del gen con los cebadores disefiados, esto se realizé a partir de ADNc

en dilucion 1:10. Se realiz6 la PCR para cada uno de los fragmentos con la enzima

KAPA HiFi HotStart ReadyMix 1X, usando cebadores en concentracion 5 uM y

agua grado biologia molecular, con el fin de obtener amplicones necesarios para
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el proceso de clonacion, se establecieron temperaturas y tiempos para los

diferentes procedimientos del ciclo en el termociclador como se observa en la

tabla 2.
Nombre Temperatura Tiempo
Denaturacion inicial 98°C 2 min
Denaturacion final 98°C 30s
Anillamiento 60°C 30s
Extension inicial 72°C 45 s
Extension final 72°C 5 min
Refrigeracion 10°C w

Tabla 2. Informacién correspondiente a los procedimientos realizados en 35 ciclos de PCR para

amplificacién de los dos fragmentos de la proteina SPATR.

Tras diferentes ensayos de estandarizacion se logro realizar amplificacion de los

fragmentos 1 y fragmento 2, por triplicado con las condiciones establecidas en la

tabla 3.
Fragmentos Tamafo en pdb Temperatura Cantidad
Fragmento 1 333 60°C Reaccién de 25 uL
Fragmento 2 429 60°C Reaccién de 25 uL

Tabla 3. Temperatura de anillamiento establecida para amplificacion replicable correspondiente a

dos fragmentos de SPATR

5.5.5 Purificacién de producto de PCR

Se realiz6 purificacion de los amplimeros obtenidos, con el kit de extraccion

GeneJET (Thermo Scientific™), el cual se utiliza para purificacion de fragmentos
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de ADN de 100 pb a 20 kb, ya que elimina eficazmente dimeros de primers y otros

contaminantes como sales de PCR y otras mezclas de reaccion *°.

5.5.6 PCR mix para adicion de adeninas

Se adicionaron adeninas en los extremos de cada uno de los fragmentos
purificados, proceso util para permitir ligar los fragmentos del gen al vector pEXP-
5-CT/TOPO™ TA Expression Kit - Thermo Fisher Scientific, realizando una mezcla
de PCR, con las cantidades establecidas en la tabla 4., en el termociclador se
procesé a 70°C durante 30 min y al finalizar se guarda a -20°C, hasta realizar el

proceso de ligacion.

Producto Cantidad
Enzima MangoTag™ DNA Polymerase 0.4 pL
Agua libre de RNAsas 4 L
Buffer 4 uL
MgCI2 0.8 pL
dATPS 0.8 L
Producto purificado 10 pL

Tabla 4. Productos manejados para PCR mix

5.5.7 Ligacion al vector

Los fragmentos con las adeninas adicionadas fueron ligados pEXP-5-CT/TOPO™
TA Expression Kit - Thermo Fisher Scientific, incubando 40 min a temperatura

ambiente, las condiciones de ligacién se muestran en la tabla 5.
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Producto Cantidad
Solucion de sales 1L
Agua libre de RNAsas 1pL
Vector pEXP5-CT/TOPO® 0.5 L
Producto de PCR 3.5uL

Tabla 5. productos usados para la ligacion de los fragmentos 1y 2 de la proteina PvSPATR

5.5.8 Transformacién

Se usaron células One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli, de Invitrogen
para clonar y propagar la ligaciéon con gran eficiencia,mediante choque térmico a
42°C, luego de una incubacién de 5 minutos, se agreg6 el SOC con el fin de que la
membrana de la bacteria se estabilice, e inicie su propagacion dejando las

transformaciones en el shaker por 1 hora a 37° C con 225 RPM., (Tabla 6).

Productos Cantidades
Células 100 pL
Producto de ligacion 5L
socC 250 pL

Tabla 6 productos usados en el proceso de transformacion

5.5.9 Obtencién de recombinantes

Se dispuso a plaquear el producto de transformacion, en agar Luria Bertani que
contiene triptona, extracto de levadura, cloruro de sodio y agar, con ampicilina 0,1
mg/ml, dejando en incubacion toda la noche con el fin de obtener el crecimiento de
colonias recombinantes, que hayan adquirido la resistencia a la ampicilina al

ingresar el plasmido.
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5.5.10 PCR confirmacion del inserto

Se tomaron unidades formadoras de colonia (UFC) de cada fragmento para ser

confirmadas cada una con una reaccion de 10 pL con las especificaciones dadas

en la tabla 8. Una vez confirmada la presencia de recombinantes por medio de

PCR con MangoTagq™ DNA Polymerase, se guardaron gliceroles de los clones y

se extrajeron los plasmidos para enviar a secuenciar a MACROGEN (Seoul, South

Korea), con el secuenciador ABI-3730 XL.

Producto Cantidad
Buffer: 1L
MgCl, : 0,5 uL
Primer Dir T7 del vector: 1L
Primer Rev de cada fragmento: 1L
dNTPs 1,5 mM: 2 uL
MangoTaq™ DNA Polymerase: 0,1 pL
Agua libre de RNAsas 3,4 L

Tabla 7. Productos usados en el proceso de PCR colonia para la obtencién de colonias clonadas.

5.5.11 Transformacién en células BL21-Al para expresion de la proteina

Una vez confirmadas la secuencia se procedié a transformar en células de

expresion BL21-Al (Invitrogen), se cultivaron durante la noche a 37°C, en 10 ml de

medio Luria Bertani (LB) que contiene 0,1 mg/ml de ampicilina y D-glucosa al 20%

(p/v), de estas colonias crecidas, se guardaron gliceroles al 10%.
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5.5.12 Obtencion de los fragmentos expresados

5.5.12.1 Obtencion de forma denaturante

El in6culo inicial se escalé en 100 ml de volumen LB con la misma cantidad de
ampicilina y D-glucosa antes mencionadas y se dejo crecer a 37°C usando ~ 250
rpm hasta alcanzar 0.5 OD 600; se uso 0,2% de L-arabinosa (p/v) durante cuatro
horas para inducir la expresion. Posterior a este tiempo, se centrifugaron y
resuspendieron los pellets en buffer de extraccion denaturante, se agrego
finalmente lisozima a 0,1 mg/ml y se dejo en el agitador rotatorio toda la noche;

luego se procedio a centrifugar para recuperar el sobrenadante.

5.5.12.2 Obtencion de los fragmentos de forma nativa

Desde los clones guardados se realiza un inéculo, el cual crecié toda la noche a
37°C en shaker a 250 rpm, al siguiente dia se llevé a 200 ml con ampicilina y D-
glucosa, posterior al crecimiento de 6 horas, luego se dejo durante 30 minutos a -
20°C, para favorecer el plegamiento de la proteina y, se indujo con L-arabinosa al
0,2% dejando toda la noche en shaker a ~200 rpm. Luego de centrifugar 5000 rpm
por 15 minutos se procedié a resuspender los pellets en buffer de extraccion
nativa con inhibidores de proteasas, posteriormente adicionando lisozima a 0,1
mg/ml y dejando en agitador rotatorio durante 3 horas, finalmente se realizo
sonicado a 45% de amplitud y posterior separacion del sobrenadante por

centrifugacion a 14000 rpm durante 1 hora.

5.5.13 Purificacién por cromatografia de afinidad

La purificacion se realizé en el equipo de FPLC, AKTA™ Start (GE), a través de

tres métodos, donde se utilizé buffer de union, luego los fragmentos de la proteina
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se pasaron por el equipo a un flujo de 0,5 ml/min para permitir el acople al niquel y
se realiz6 lavado para eliminar uniones inespecificas, en el siguiente método se
procedio a realizar lavados con buffer de unién con triton X-100 y un nuevo lavado

con buffer de unién para eliminar el triton del sistema.

Por ultimo, se us6 buffer de elucién, con el fin de recuperar en diferentes
fracciones por gradiente de concentracion de imidazol los fragmentos de la

proteina que se encontraban acoplados en la columna de Niquel.

5.5.14 Renaturacion de las recombinantes

para el proceso de renaturacidén se usaron concentraciones decrecientes de buffer
area, 6 M, 3 M, 1,5 M, 0,75 M, 0,375 M, a las cuales se les adiciona Glutation
Oxidado 0,5 mM y reducido 5 mM, para favorecer la formacién de puentes
disulfuro, en la columna de Niquel, al menor flujo posible al paso de las soluciones
y finalmente se recuperd la proteina con el buffer de eluciébn en gradiente con
diferentes concentraciones de 50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM, 300 mM y 500
mM.

5.5.15 SDS PAGE y Western blot

La proteina recombinante purificada fue separada por peso en geles SDS-PAGE
al 12 % y luego transferidos a membranas de nitrocelulosa, la membrana fue
bloqueada con leche descremada en PBS 1X que contiene Tween al 0,5%,
realizando 3 lavados con PBS 1X méas Tween 0,5%; luego se incubd con
anticuerpo monoclonal anti-polihistidina en una solucion de leche descremada en
PBS-Tween a temperatura ambiente (TA). Después de 3 lavados, fue revelada
con el kit de substrato peroxidasa VIP (Vector Laboratories, Burlingame, Canada).

5.5.16 Dialisis
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Una vez confirmada la presencia de proteina en las eluciones, se usaron
amicones nuevos de 10,000 da, a los que se les realizaron 3 lavados con agua
desionizada filtrada centrifugando a 4000 g de 15-20 min., posteriormente se
concentro la proteina por medio de centrifugacion bajo las mismas condiciones y
se realizaron lavados con PBS 1X con glicerol al 5 % filtrado bajo las mismas
condiciones con una temperatura de 15°C; se recuperaron la proteina dializada y
finalmente se realizé medicion de pH a la proteina y a la fraccién no retenida, que
arrojaron un pH de ~7 y 8 respectivamente, guardando los productos dializados a -
20°C.

5.5.17 Cuantificacién de proteinas

5.5.17.1 Cuantificacion por método BCA

Se realiz6 una curva de albumina de suero bovino (BSA) bajo las siguientes

concentraciones observadas en la tabla 8

Concentracion de BSA en pg/ml
— Diluido en PBS 1X Ph 7,4

0,5 pg/ml

1 pg/ml

2,5 pg/ml

5 pg/ml

10 pg/ml

25 pg/ml

50 pg/ml

100 pg/ml

Tabla 8. Curva de albimina de suero bovino en diferentes concentraciones de BSA

Se realiza la curva de albumina de suero bovino y se sirve la proteina PvSPATR

para la cuantificacion, al tener la proteina con glicerol esta se diluy6é en 1/200 para
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la obtencion apropiada de la cuantificacion y se preparo la solucion de revelado.
Tabla 9., para la posterior lectura fotométrica, se realizdé una incubacion a 37°C
durante 2 horas.

REACTIVOS 50 p
Rx A 25p
Rx B 24 p
Rx C 1p

Tabla 9. Cantidad de productos usados para el revelado

Una vez completada la incubacién a 37°C se dejé 15 minutos a temperatura (T°)

ambiente se realiz6 posterior lectura fotométrica con precision a 562 nm.

5.5.17.2 Cuantificacion por método Bradford

Se realiz6 una curva de albumina de suero bovino con las concentraciones

observadas en la tabla 10.

Concentracién de BSA en ug/ml
— Diluido en PBS 1X Ph 7,4

1,25 pg/mi

2.5 pg/mi

5 pg/ml

10 pg/mi

15 pg/mi

20 pg/ml

25 pg/ml

Tabla 10. Curva de albimina de suero bovino en diferentes concentraciones de BSA
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De cada una de las concentraciones de la curva se tomé 150 pl por duplicado,
manteniendo la fidelidad esperada que, en el inserto, para montar en una placa de
ELISA, una vez dispuesta la curva se agregd la proteina por duplicado 1pl y
duplicado de 5ul, se dejé incubando por 15 minutos a T° ambiente y se realizo

posterior lectura fotométrica con precision a A de 595 nm.

5.5.18 Dicroismo Circular

La determinacion de los elementos de estructura secundaria presentes en los dos
fragmentos de PVSPATR fue realizada por el grupo funcional de sintesis quimica
de la FIDIC, a través del andlisis espectroscopico de Dicroismo Circular (DC) en
una solucién de trifluroetanol (TFE), usando un espectropolarimetro marca Jasco,
modelo J-810 que funciona a partir de la medicién de la luz polarizada que incide
sobre una molécula quiral y dependiendo de su dispersién, genera un espectro °°;
posteriormente analizado a partir de la comparacion del grafico con las estructuras
secundarias definidas observadas en la figura 7 y la deconvolucion resultante de
cada espectro a partir del programa CDPro, el cual emplea tres algoritmos como lo
son CONTINLL, SELCON3 y CDSSTR.

Figura 7. Espectros de dicroismo definidos para las diferentes estructuras secundarias presentes,
disefiado en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia
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6. RESULTADOS

6.1 Amplificacién de los fragmentos de PvSPATR

El gen pvspatr fue amplificado por PCR con éxito a partir de DNA complementario,
obteniendo las dos bandas con los tamafos esperados para los fragmentos
amplificados, 333 pb para fragmento 1 y 429 pb para fragmento 2 respectivamente

como se observa en la figura 8.

— 429pb

400pb —
| 333pb

200pb —

Figura 8. Gel de agarosa de la amplificacion de los 2
fragmentos de PvSPATR donde 1: HyP Il; 2: fragmento 1 (333 pb); 3: fragmento 2 (429 pb)

6.2 Purificacion

Al realizar la purificacion de los amplimeros se obtuvieron de nuevo las bandas
con los tamafios esperados, 333 pares de bases para el fragmento 1 y 429 pares

de bases para el fragmento 2 como se observa en la figura 9.
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— 429pb

400pb —
I 333pb

200pb —|

Figura 9. productos purificados de fragmentos 1y 2 de SPATR donde 1 Hyp Il corresponde al
marcador Hyp Il, 2 corresponde a fragmento 1 con 333 pdb, 3 corresponde a fragmento 2 con 429
pdb

6.3 Obtencién de recombinantes

Tras la clonacion se obtuvieron las diferentes colonias recombinantes, el tamafio
obtenido fue de 360 pares de bases para las colonias del fragmento uno y 456
pares de bases para las colonias del fragmento dos como se observa en la figura
10, debido a los cebadores del vector pEXP-5-CT/TOPO afaden 27 pares de
bases a cada fragmento.

123 4 567 8 91011121314 15

| 456pb
360pb —

Figura 10. Producto de la PCR colonia de PvSPATR, 1-6: colonias clonadas fragmento 1; 7:
control negativo; 8: marcador HyP Il 1 Kb; 9-14: colonias clonadas fragmento 2; 15: control
negativo
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6.4 Secuencia de los fragmentos obtenidos

Tras la secuenciacion de los dos fragmentos, se obtuvieron secuencias limpias,

para el fragmento 1 como se observa en el electroferograma de la figura 11 y para

el fragmento 2 como se observa en la figura 12.

B E i)
] 1

EPATR CCCTCACGGAGCATGATGAAGACGACCACGAGCATGCACAGAAGAGGACGAGSE

Consensus COCTCACGGAGCATGATGAAGACGACCACGAGCATGCACAGAAGAGGACGAGE

Cowvorage

PATRF1Col1_TT_Rav CCCTCACGOAGCATGATEGAAGACGACCACGAGCA H.-L AC -'\-:.-nn-::n.l:mm.-:.-m_,l..

T1u,|,.||ql | A Sl And |
- .._f. “!"'| J_JI.I‘IL il lllrllLL'l_llll..fllliL 1 JIUFIH I

SPATRF ol _TT_Dir

Tracedata | . .

. A A
VAT by ..H".J."L AW .!LJ. ...Jﬂ'u..l'.'L....J.ll..... J"n. it "-Ili_“'uf'ﬂ'u

Figura 11. Secuenciacién de una colonia procedente del proceso de clonacién del fragmento 1 de
la proteina PvSPATR acoplada con la secuencia de la proteina obtenida de PlasmoDB.

CoR 77 v iACCCTTOAGTGGCTCAGAACCTTICTTYTAGTYACATTYY

Trace data

s aA2axAA
| WASS AL AWASALERRWAN

Figura 12. Secuenciacién de una colonia procedente del proceso de clonacion del fragmento 2 de
la proteina PvSPATR acoplada con la secuencia de la proteina obtenida de PlasmoDB
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6.5 Expresion de PvSPATR recombinante

Se obtuvo una expresién adecuada de dos colonias para el fragmento uno y de
cinco colonias para el fragmento dos, todas completamente funcionales, visibles
en un gel de poliacrilamida (figura 13). Tefida con azul de coomassie al 12%, de

las cuales fue seleccionada una para continuar con expresion a gran escala.

1 2 3 45

— 16,9kDa
— 12,6kDa

Figura 13. Western blot de la expresion de PvSPATR Columna 1: Cultivo inducido con L-
arabinosa para fragmento 1 12,6 KDa; Columna 2: Cultivo no inducido (control). Columna 3:
Cultivo no inducido por duplicado. Columna 4: Cultivo inducido con L-arabinosa para fragmento 2
de 16,9 KDa. El marcador molecular es mostrado a la derecha del grafico

La expresion nativa de los fragmentos 1y 2 de PVvSPATR se evidencia en la figura
14.

— 245 kDa

15,9kDa

12,6kDa—| . 17 kDa

11 kDa

Figura 14. Western blot de la purificacion de expresion nativa de PvSPATR; 1:fragmento 1; 2:
fragmento 2; 3: marcador OP

6.6 Purificacion de proteina
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En el resultado del Western blot para la identificacion de los fragmentos de la
proteina en condiciones desnaturalizantes, purificados por medio del
reconocimiento de colas de histidinas con el anticuerpo especifico, se evidencio
claramente la presencia de las bandas esperadas para la colonia seleccionada,
asi como se observa en la figura 15., el tamafio para el fragmento 1 se evidencio a

12,6 KDa.

245kDa

17 kDa

1 d
e 11 kDa

Figura 15. Western blot de la purificacién de expresion denaturante de PvSPATR para fragmento
1, donde se recuper6 la proteina en las dos primeras eluciones de PvSPATR purificado y 3
corresponde al marcador.

Asi mismo y por Western blot se evidencio la presencia del tamafio esperado para

el fragmento 2 correspondientes a 15,9 KDa como se observa en la figura 16.

12 34 56 7
— 245kDa

15.9%Da
— 17 kDa

~ 11 kDa

Figura 16. Western blot de la purificacion de expresion denaturante de PvSPATR para fragmento
2 donde 1-6 corresponde a los gradientes de elucion de PvSPATR purificado y el 7 el marcador.
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6.7 Cuantificacion de proteina

En la cuantificacidn realizada con Pierce™ BCA Protein Assay Kit, se obtuvo una
concentracion de proteina de 1,2 mg/ml para el fragmento 1, de forma nativa de
PVSPATR vy la proteina de forma renaturada con 2,5 mg/ml con y 2,4 mg/ml para
el fragmento 2 nativo de PVSPATR, y 3,5 ug/ml de forma denaturante,
respectivamente realizado en 3 expresiones juntas, indicando una buena cantidad
de proteina, se logré establecer un resultado fiel debido al buen comportamiento
de la curva de BSA (figura 17.)

“alor
[~

10,000 20000 30000 4000 50000 50000 70,000 80,000 30000 100,000 110000
Concenracidn jugin]

Figura 17. Grafica obtenida de cuantificaciéon por método BSA con la respectiva curva de BSA
donde se observa en el eje Y el valor de las absorbancias dadas y en el eje X las concentraciones
de los diferentes analitos.

Para la confirmacién de presencia de proteina nativa, con PBS-1X mas glicerol al
5%, se compararon los resultados obtenidos en el método BSA con el método de
Bradford, que no presenta obteniendo una grafica con un R2: 0,97 arrojando una
concentracion de proteina nativa de 0,2 mg/ml para el fragmento 1 y 1,3 mg/ ml

para el fragmento 2.

6.8 Dicroismo Circular

Los resultados obtenidos por medio de esta técnica, basados en los datos de
deconvoluciéon, permitieron evidenciar una tendencia estructural con un alto
porcentaje helical, sin embargo, los espectros no se relacionan con ninguna de las
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estructuras secundarias definidas (figura 7), lo que posiblemente permite

describirlas como estructuras no concluyentes.

6.8.1 SPATR Fragmento 1 Renaturalizado

Al observar la deconvolucion correspondiente al algoritmo SELCON3 y CONTINLL
se identifica una tendencia estructural helicoidal (figura 19), sin embargo, el
espectro que se obtuvo (figura 18) a partir del analisis por dicroismo circular no
permite determinar elemento de estructura secundaria presentes en el fragmento 1

renaturado, lo que nos permite inferir que se obtuvo una estructura no concluyente

200000
150000
100000
50000

T
200 210

Elipticidad Molar

190 240 250 260
-50000

-100000

-150000
Longitud de onda (nm)

Figura 18. Dicroismo circular fragmento 1 renaturalizada de PvSPATR
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DECONVOLUCTON

SAMPLE: : Pl REMATURALIZADOD
FPROGRAM : I SELCOM3

Ref. Prot. Set: SMPS 6

Structure : Hiz) Hi{d) S(z)
Fractions : . 588 -140 .085
BMSD(Exp-Cale): 20.8681

HRMSD (Exp=Cal) = 671

SAMBLE: : Fl BEEMATURALIZADO
PROGRAM : : CONTINLL

Bef. Prot. Set: SMEPSE

Structure : Hiz) Hi{d) Siz)
Fractions z 544 141 097
BMSD(Exp-Calec): 12.534

HRMSD (Exp=Cal) = LA0E

Figura 19. Deconvolucién correspondiente al algoritmo SELCON3, y algoritmo CONTINLL

Paralelo al analisis realizado experimentalmente se hizo un andlisis in silico que
permiti6 crear un acercamiento a lo esperado del fragmento 1 de la proteina
PVSPATR, donde se evidencié presencia helicoidal y giros Beta como se observa
en la figura 20

10 20 30 40 50

1 ELSKKLFGANSPLTEHDEDDHEHAQKRTRTWPAASSPEVDGDTCFI FSAM 50
51 EGDPTNCWCPRGYI|I MCSEEDVRDVQSKLHQI KDLKRRNEVTPSWMKRLTCD 100

101 N S E/AVMGF KGMS m
10 20 30 40 50
Strand Helix Cail [ |pisordered
|:| Disordered, protein binding Putative Domain Boundary Membrane Interaction Transmembrane Helix
Extracellular . Re-entrant Helix Cyteplasmic Signal Peptide

Figura 20. analisis in silico fragmento 1 de PvSPATR

6.8.2 Fragmento 2 renaturalizado

Al observar la deconvolucion correspondiente al algoritmo SELCON3 y CDSSTR
se identifica una tendencia estructural helicoidal (figura 22) ,sin embargo, el
espectro que se obtuvo (figura 21) a partir del analisis por dicroismo circular no
permite determinar elemento de estructura secundaria presentes en el fragmento 2

renaturado, lo que nos permite inferir que se obtuvo una estructura no concluyente
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Figura 22. deconvolucion correspondiente al algoritmo SELCON3 y algoritmo CDSSTR

Elipticidad Molar

0
-50000 190
-100000 |
-150000
-200000 |
-250000
-300000

200000
150000
100000
50000

Longitud de onda (nm)

260

DECONVOLUCION

SLMEFLE:
FROGRAM:
Ref. Preot. Set:
Structure
Fracticns H
RMSD (Exp—-Calc) :
NERMSD (Exp—Cal):

SLMELE:
PROGREM :
Ref. Prot. Set:
Structure

Fracticns H
EMSD (Exp—Cale):
NRMSD (Exp-Cal):

SMES &
H(r)
.578

31.718
.714

CDS5TR
SME5 &6
H(xr)
.178
4,893
L1086

: F2 RENATURALIZRDO
SELCON3

H{d) S(r) 5 (d)

22 .004 .00z

: F2 RENATURALIZADO

H(d}) S(r) 5(d)
.173 .159 .lee

Figura 21. dicroismo circular fragmento 2 renaturalizada de PvSPATR
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Paralelo al analisis realizado experimentalmente se hizo un andlisis in silico que

permiti6 crear un acercamiento a lo esperado del fragmento 2 de la proteina

PVSPATR, donde se evidencid presencia de helicoidal y giros Beta como se

observa en la figura 23
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Figura 23. analisis in silico fragmento 2 de PvSPATR

6.8.3 Fragmento 2 nativo
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Al observar el espectro de la figura 24, la estructura no corresponde a las descritas
como (a hélices, hebras Beta, Beta turn, poliprolina), la no deconvolucion se
generdé debido a que la proteina presentdé un motivo estructural no considerado en
el programa, por lo tanto, la contribucion de este al espectro de dicroismo no se
interpretd correctamente, por lo que es posible inferir que su estructura no es

concluyente.
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Figura 24. Dicroismo circular fragmento 2 nativo de PvSPATR
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7. DISCUSION

Un enfoque ldgico para el diagnéstico de la infeccion por Plasmodium, tiene que
ver con el estudio de antigenos que se expresen en multiples etapas del desarrollo
del parasito y preferiblemente se asocien con la invasion, secuestro y progresion
de la patogénesis en el huésped *°, SPATR ha sido estudiada y descrita en P.
falciparum como un antigeno multiestadio por Chattopadhyay y cols *’, ya que se
expresa en gran cantidad en la superficie del esporozoito y se une dosis
dependiente a los hepatocitos durante un ensayo a HepG2, en el que anticuerpos
anti PfSPATR, inhibieron la invasion en mas de un 80% con anticuerpo en

dilucion.

En Plasmodium vivax esta proteina no habia sido clonada ni expresada, y hasta el
momento no se conoce su funcionamiento, su papel dentro de la invasion o algun
acercamiento a una posible estructura, de acuerdo a lo anterior, para el proceso
de normalizacion de la PCR con el fin de amplificar los fragmentos de la proteina,
se revisaron estudios previos de expresion de la proteina SPATR en la especie P.
knowlesi. Mahajan y cols >’ en su investigacion se logré la amplificacién del ADNc
de 786 pb en concentraciones similares a las implementadas con PvSPATR de
772 pb.

Esta proteina SPATR, expresada en varias etapas del ciclo del parasito, contiene
un dominio TSR alterado que se conserva entre diferentes especies ®, posee una
estructura con pliegues ricos en disulfuro *° un estudio realizado por Uchime y cols
% sobre P. falciparum describié la importancia del dominio dentro de esta especie,
en el que se involucra en la movilidad del parasito y la union e invasion de la célula
huésped ®, debido a esto se disefiaron los cebadores, con el propésito de
abarcar el dominio completamente en uno de los fragmentos, expresandose de
forma completa en el fragmento 2, con el fin de realizar estudios posteriores de su
estructura y lograr determinar su importancia e interacciébn en la infeccién

parasitaria por Plasmodium vivax.
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En el proceso de expresion se trabajé con dos diferentes tipos de células,
comenzando por las células BL21 (De3)%, competentes de E.coli “la cepa
contiene el prophage lambda DE3 que lleva el gen para la ARN polimerasa T7

bajo el control de un promotor T7” ©

, dichas células son adecuadas para la
expresion de genes heterdlogos no toxicos; en trabajos de investigacion tales
como en la expresion realizada para PKSPATR *° se obtuvo un resultado 6ptimo
con la expresion de PVSPATR. En este mismo proceso se trabajé con células
BL21 (A)** siendo estas las de mayor y mejor nivel de expresién, estas células
permiten la expresion de genes toxicos, es una cepa inducible por arabinosa
diseflada para brindarle la méxima expresion de proteinas con la regulacion mas
estricta, dada por la D-glucosa que actia como represor de la expresion,

disponible de un sistema de expresion T7 2.

La expresion de la proteina de forma denaturante gener6 mejores resultados
comparada con la expresion de forma nativa, ya que la cantidad de proteina
denaturante expresada fue més alta, asi mismo en el proceso de purificacion se
logré recuperar casi por completo, esto posiblemente se relacione con el uso de
urea, el desnaturalizante tipico empleado en este tipo de expresion, segun Orsini y
cols %, este reactivo quimico usado en bajas concentraciones como las que se
implementaron en la expresion de PvSPATR, genera estabilidad en la estructura
manteniendo intactos los enlaces disulfuro, logrando inhibir la agregacion de
proteinas o la creacion de cuerpos de inclusién aseguran Yamaguchi y cols , lo
gue influye de forma muy significativa en la expresién optima y recuperacion de la

proteina ®.

La purificacion de la proteina mediante métodos automatizados, presenta diversas
ventajas que se pueden relacionar con la calidad en el producto purificado, lo que
permitiria explicar la recuperaciéon de PvSPATR, dentro de los beneficios segin
Ritchie y cols ®’, esta la disminucion de tiempo de purificacion, la programacién de
los pasos de equilibrio y lavado, no hay necesidad de realizar una preincubacion,
hay facilidad para realizar un gradiente de elucion, se disminuye la posibilidad de

que el aire se introduzca en el sistema afectando la resina, se disminuye la
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variabilidad que se puede producir con la carga manual de las muestras a traves
de la inyeccidén controlada de la proteina en la columna y se puede pasar un
mayor volumen de proteina, aseguran Murphy y cols %, factores que tendrian que
ver con la optima recuperacion de PvSPATR por medio de cromatografia de
afinidad en el sistema AKTA™ Start (GE).

La cantidad de proteina obtenida de forma renaturada significativamente mayor
que la proteina nativa, tendria que ver con la formacion de cuerpos de inclusién
los cuales son estructuras dinamicas formadas por un equilibrio/desequilibrio entre
proteinas que al formarse dificultan la obtencidn de la proteina por su agregacion
asegura Wingfield en el 2015 ®, quien también afirma que, aunque la purificacién
de proteinas de tamafios menores a 40 KDa no generan problema, su

recuperacion es relativamente baja, entre el 5% - 20% °°.

Una vez obtenido el producto purificado se continué con la cuantificacion de los
fragmentos de PvSPATR dando como respuesta una gran variedad debido a que
se usaron métodos diferentes para la proteina obtenida de forma nativa y de forma
renaturada. El manejo del ensayo de cuantificacion por el método BCA resultd
para la proteina en su forma denaturante, mientras que de forma nativa, al
precipitarse, se hizo necesario adicionar glicerol al 5%, aditivo que en la tabla de
compatibilidad BCA de Thermo Scientific™ "° se permite hasta en un 10%,
aunque al realizar la cuantificacion, los resultados se salian de la curva; en la
segunda versidon del manual técnico en ensayo de proteinas de Thermo
Scientific™ © se explica que este tipo de aditivos pueden desencadenar
interrupciones principalmente en la sensibilidad del ensayo, ya que es considerado
como una sustancia interferente que puede abrumar el andlisis y no permitir el
desarrollo de los ensayo "°.

Para la cuantificacion de la extraccion nativa se utilizo el método de Bradford, en el
ensayo de compatibilidad de reactivos de laboratorios Bio-Rad “* se especifica que
el manejo de proteinas con glicerol hasta e de un 5% ya que no genera
interferencias, ademas hay un estudio de Crowley y cols "%, sobre la proteina LDH
gue, aunque se cuantificd teniendo adicion de glicerol al 10%, se obtuvieron
resultados 6ptimos, como en los dos fragmentos de PvSPATR en su estado nativo
con adicion del 5% de glicerol.
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La precipitacion de la proteina en su estado nativo, tendria que ver con reacciones
gue se derivan de las transiciones conformacionales que le ocurren a su estructura
de acuerdo a lo reportado por Greenfield en 1999 "3, pues dentro de estas se
encuentran la agregacion, oligomerizacion y precipitacion, siendo este ultimo el
problema observado en la forma nativa de PVvSPATR, esto se puede relacionar
con la estabilidad en la proteina generada por diversas fuerzas covalentes segun
Espinosa " pues dentro de estas se destacan las interacciones hidrofébicas que al
momento de generar una agregacion o se exponga el interior hidrofébico, genera

la precipitacién en la proteina *°.

El cambio estructural que sufrié la proteina en la renaturacion, comparada con su
forma nativa, se pudo observar por medio de los espectros obtenidos en el
proceso de dicroismo circular, esto posiblemente se relacione con el cambio de
interacciones de los puentes disulfuro, con la interrupcidn en las interacciones de
Van der Waals y con la no formacion de puentes de hidrégeno, lo que ocasiona
indudablemente una conformacién diferente a la inicial y se pierde la relacién

estructura/ funcion 6.

Por lo que es importante analizar la composicién de los fragmentos de la proteina,
ya que el fragmento 1 posee cinco cisteinas y el fragmento 2 posee siete
cisteinas, y a partir de la oxidacién espontanea de estos aminoacidos ubicados
contiguamente por su contenido de grupos sulfhidrilo (SH)”’, se da la formaci6n
de enlaces disulfuro de acuerdo a Chang ', que se relaciona con diferentes
funciones estructurales, cataliticas y de sefializacién ®*, sin embargo cuando las
cisteinas tienen un emparejamiento incorrecto, pueden causar plegamientos y
agregaciones erroneas que repercuten de forma directa en el resultado estructural

de las proteinas segun indica Berkmen

, lo que se podria relacionar con los
resultados de elementos de estructura secundaria no concluyentes en el analisis

espectroscopico de los fragmentos de PvSPATR.
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El espectro obtenido para el fragmento 2 nativo, se puede relacionar con la
obtencién de la proteina, ya que las modificaciones postraduccionales no pueden

'y estas son necesarias para

ser llevadas a cabo por la bacteria Escherichia coli
el correcto plegamiento, estabilidad y actividad biolégica de la proteina, por lo que
probablemente se pudieron generar puentes disulfuro al azar, en cada lote de
expresion y generar esta estructura no concluyente que no deconvolucioné con

ningan algoritmo.

La solucibn de TFE al 30% usada en esta técnica espectroscopica, en
concentraciones mayores al 20% favorece la formacion de enlaces de hidrogeno
intramoleculares segln Gast y cols °, esto podria relacionarse con la estructura
proteica obtenida en el espectro y repercutir en posibles ensayos de unién, ya que
los patrones de conformacion helical, se vinculan principalmente con actividad de

union a reticulocitos &'

La aproximacion hacia las estructuras secundarias y un andlisis conformacional
relacionado con cambios por uso de agentes desnaturalizantes en PvSPATR no
se habia realizado hasta ahora, esta técnica de DO permitid un acercamiento
hacia estas caracteristicas basicas en la proteina, que deben ser estudiadas con
técnicas mas avanzadas en las que se pueda determinar su estructura

tridimensional y relacionarlo con la funcién dentro del parasito.

8. CONCLUSIONES

® Por primera vez se logré la amplificacién de fragmentos de PVSPATR a
partir de ADN complementario, lo cual permitira determinar si esta proteina
cumple funciones similares a su homologo P.falciparum, involucrado en la

unién a ceélulas de hepatoma y aparicion multiestadio dentro del ciclo
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infeccioso.

Se obtuvieron dos clonos a partir del vector pEXP5-CT/TOP, uno para el
fragmento 1 y otro para el fragmento 2 los cuales se puede utilizar en
posteriores ensayos antigénicos (ELISA) y ensayos de union que permitan
determinar la funcionalidad de los fragmentos, ademas de realizar péptidos
especificos de las regiones que se unan, con el fin de determinar cual de

estas se encarga de mediar la invasion.

El dicroismo circular no permitié6 obtener posibles estructuras secundarias
claramente definidas en los fragmentos analizados, sin embargo se logré
evidenciar su cambio conformacional respecto a la forma de obtencién

implementada.

9. EXPECTATIVAS

e Realizar un analisis especializado, a través de espectroscopia por
resonancia magnética nuclear o criomicroscopia electronica con el fin de
conocer exactamente su estructura tridimensional y las regiones
involucradas en esta.
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