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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion y expresion de una proteina de union
a calmodulina en Plasmodium falciparum

Angela P. Guerra ', Victor J. Vera ?, Maria O. Rojas ¥, Moisés Wasserman '*

' Grupo de Bioguimica, Instituto Macienal de Salud, Bogold, D.C., Colombia,
? Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Macional de Colombia, Bogota, 0.C., Colombia.
! Facultad de Cienclas, Universidad Macienal de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

Se produjo un anticuerpo monoclonal a partir de proteinas de unién a calmodulina (PUCaM)
aisladas por cromatografia de afinidad. Utilizande el inmunoensayo Western blot se detectd
una proteina de 30 kDa en extractos de globulos rojos parasitados con Plasmodium falciparum.
Esta senal no se observo en exiractos de eritrocitos no infectados. Adicionalmente, este
anticuerpo presentd una reaccién con dos bandas de alto peso molecular localizadas en 260
¥ 240 kDa, siendo mucho mas intensa la sefal para 240 kDa. Estas mismas bandas fueron
reconocidas por un anticuerpo policlonal anti-espectrina. Lo anferior implica que el anticuerpo
monoclonal 1G3 presenta una reaccion cruzada con las cadenas de la espectrina y sugiere la
presencia de un epitope similar o una estructura estrechamente relacionada en ambas
proteinas.

Se estudit la expresion de esta proteina durante el ciclo de desarrollo del parasito y se pudo
definir su presencia en las fases lardias del ciclo. La canlidad de la PUCaM de 30 kDa no sélo
aumenta de manera absoluta, sino también relativamente con relacién a las demds proteinas
del pardsito. El hecho de que se presente sefial en los estadios avanzados de desarrolio y no
en &l estadio de anillos esta indicando que tiena un patrén de expresion diferencial durante el
desarrollo del parasito.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, proteinas de unidn a calmodulina.

Detection and expression of a calmodulin binding protein from Plasmodium
falciparum

Monaoclonal antibodies were produced against affinity chromatography purified calmodulin
binding proteins (CaMBP) of Plasmodivm falciparum. Using one of them (1G3) in a Westemn
blot assay, a 30 kDa calmodulin binding protein was detected in extracts of erythrocytes infected
with Flasmodium falciparum. This protein was nol delected in extracis of nen infected erythrocytes.
Additionally, the antibody presented a cross reaction with two bands 260 and 240 kDa, that
reacted also wilh anti-spectrin policlonal antibody, suggesting that a similar epitope exists in
the 30 kDa CaMBP and in spectrin. A study of expression of the 30 kDa CaMBP during the
erythrocytic cell cycle showed a stage-specific expression pattern, detecting it only in the late
stages of the parasite and not in the younger ones.

Key words: Plasmodium falciparum, calmodulin binding proteins.

Los organismos vivos han establecido varios
mecanismos con los cuales traducen las sefales
extracelulares a un mensaje intracelular que puede
ser entendido por la maguinaria bioguimica de la
célula (1), En eucariotes, la proteina calmedulina
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{CalM) esta involucrada en la regulacion de muchos
procesos celulares controlados por las vias de
senalizacion dependientes de Ca® (2). Unavez
la calmodulina es activada por la unién del calcio,
experimenta cambios de conformacian que le
permiten interactuar con un amplio rango de
enzimas y componentes del citoesqueleto (3- 6),
proteinas que se conocen como de unidn a
calmodulina, PUCaM. Las PUCaM estan
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implicadas en un gran namero de funciones
celulares ya sea a nivel de membrana plasmatica,
citoplasma o nucleo, 1o que las convierte en
elementos claves dentro de los miltiples procesos
gue se desarrollan en una celula.

En Plasmodium falciparum se ha informado la
presencia de calmodulina en el extremo apical de
los merozoitos (7) y se conoce que el calcio juega
un papel determinante en diferentes eventos del
parasito (8-10). Se ha propuesto que una entrada
transitoria del cation en el globulo rojo puede actuar
como un segundo mensajero, disparando una
cascada de eventos moleculares que desembocan
en la invasion del eritrocito por el parasito (11).
Hasta el momento no han sido descritos eventos
moleculares que involucren un sistema Ca*/CalM/
PUCaM en este parasito y no se han informado
proteinas de unidn a calmodulina, Para explorar
este campo, se produjo un anticuerpo monoclonal
contra una proteina de B falciparum que fue
aislada en nuestro laboratorio por cromatografia
de afinidad utilizando columnas de CaM-agarosa;
la afinidad de esta PUCaM por la calmodulina se
confirmd en forma independiente con pruebas de
coinmuno-precipitacién con un anticuerpo contra
CaM y por unién a CaM biotinilada de la proteina
transferida a una membrana (12).

El anticuerpo monoclonal que agui se describe
nos permitié detectar la proteina de unidn a
calmodulina de 30 kDa en P falciparum y
establecer su patrén de expresion durante el ciclo
celular aritrocitico.

Materiales y métodos
Cultivo de P. falciparum

Se cultivo la cepa colombiana FCB-2 segun el
método de Trager vy Jensen (13) con eritrocitos
humanos grupo 0 positivo al 5% de hemalocrito,
en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con
Hepes 25 mM, hipoxantina 0,2 mM, NaHCO, 21
mM, glutation reducide 0,86mg/l, sulfato de
gentamicina 50 mg/l y suero humano al 10%. Las
parasitemias oblenidas en promedio estuvieron
entre 5y 7%.

Obtencion del extracto del pardsito

Un cultive asincrénico con, al menos, 7% de
parasitemia se lavd (700 g, a 5 min) dos veces
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con HBS isotdnico (20 mM Hepes acido, 160 mM
MaCl); se retird el sobrenadante y al precipitado
obtenido se le agregaron 9 volumenes de una
solucién de lisis (saponina 0,15% en HBS), se
mezclé vigorosamente, se incubd durante diez
minutos a 4 °C y posteriormente se centrifugo a
23.000 G por 10minutos a 4 °C (Himac centrifuge-
Hitachi rotor RPR 20-2). El precipitado de
parasitos se lavo tres veces con HBS (23.000 g/
5min a4 °C)y se le adiciocnaron @ volimenes de
buffer de extraccion (buffer E: Hepes-KOH 5 mM
pH 7.5, Na,EDTA 0,5 mM, Na,EGTA 0,5 mM,
Nonidet P-40 0,05%) y un coctel de inhibidores
de proteasas (PMSF 1 mM, benzamidina-HCI 0,01
mM, fenantrolina 1 ug/ml, leupeptina 10 pg/mil,
pepstatina A 10 pg/ml). La ruptura de los parasitos
se realizo con un homogenizador de teflon a 7/10
de la velocidad maxima {Homogenizer drive unit-
Bellco) por diez veces y en hielo. El homoge-
nizado se sometio a un proceso de centrifugacion
diferencial empezando a 10.000 g durante 20
minutos. El sobrenadante se recupero y se
sometid a 100.000 g durante una hora a 4 °C
{Himac centrifuge Hitachi-rotor RPS 65T-710).
Finalmente, el sobrenadante de esta centrifuga-
cion se ajusté a 2 mM de DTT y 50 mM Hepes-
KOH pH 7,5. La cuantificacion de |la proteina total
de los diferentes lotes de extracto se realizd por
el método de Bradford (14). Los exiractos se
separaron en alicuotas y se guardaron a -70 °C.

Inmunizacion de ratones

Los resultados obtenidos por Viera permitieron
establecer la presencia de 9 PUCaM en P
falciparum con pesos moleculares que van desde
240 kDa hasta 20 kDa, aproximadamente (12).
Con base en los resultados de la cromatografia
de afinidad, la coinmunoprecipitacion y la union a
calmodulina biotinilada, se escogio la PUCaM de
30 kDa para la produccion del anticuerpo
monoclonal.

La fraccién de la cromatografia de afinidad con
las proteinas de union a calmodulina se concentro
por ultrafiltracién y se sometio a SDS-PAGE (15)
preparativa. Los geles se tineron con azul de
Coomassie y se cortaron cuidadosamente para
retirar la banda de interes (PUCaM de 30 kDa),
con base en el patron electroforetico encontrado
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(12). La banda se homogenizd por pases repetidos
a traves de dos jeringas y se inocularon
aproximadamente 10 ug de proteinafinyeccion en
ratones BALE/c por via intraperitoneal. Se hicieron
4 inoculaciones: en la primera (dia 1) se utilizé
adyuvante completo de Freund; en la segunda (dia
7) se ust adyuvante incompleto, y en la tercera
(dia 14) y cuarta (dia 21) PBS (NaCl 8,0 g/l, KCI
0,2 g/, Na,HPO, 1,44 g/l, KH,PO, 0,24 g/, pH
7.2). Se realizé una guinta inoculacion tres dias
antes de la fusion. La valoracién del aumento del
titule de anticuerpos se determing mediante el
inmuncensayo Elisa.

Produccidn de hibridomas

Las células del bazo del ratén inmunizado se
fusionaron con la linea celular de mieloma de ratén
XB3-Ag 8,653 y polietilenglical al 41%. La
seleccion de hibridomas se llevd a cabo en medio
Dulbeco adicionado con hipoxantina, aminop-
terina y timidina al 2% (HAT 50x-Sigma) (16). Los
sobrenadantes de los cultivos fueron probados por
Elisa para establecer la presencia de anticuerpos.
Se escogio uno de los hibridos positivos v se clono
tres veces sucesivas por el métoedo de dilucion
limite. Eltamizaje se hizo mediante Western blof
con los sobrenadantes de los pozos de cultivo. El
subclén escogido se denomind 1G3 y se
inocularon 2,3 x 10° células en un ratén para
preducir un tumor ascitico y obtener de éste el
anticuerpo. La isotipificacion de la subclase del
anticuerpo se delermind en el fluido ascitico por
un Elisa mediado por antigeno, usando antisueros
especificos para clasificar las inmunoglobulinas
de raton (mouse monoclfonal antibody isotyping
reagents, Sigma).

Inmunoensayo Elisa

En este ensayo se utilizé un sistema de
amplificacion biotina-estreptavidina, como buffer
de lavado TBST (20 mM TRIS/HCI pH 7.5, 150
mM MNaCl, 0,1% Tween 20), como enzima fosfatasa
alcalina y como sustrato p-nitro-fenilfosfato,
Placas de poliestireno {Immulon 2-Dynatech) se
cubrieron con 100 pl del extracto del pardsito por
cada pozo a una concentracion final de 15 ug/mil
en tampén carbonato/bicarbonato 0,7 M pH 9,5
durante toda la noche a 4 °C. El antigeno no unido
se removio mediante lavados v se adicionaron los
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sobrenadantes puros de los hibridos durante 1 hora
a 37 °C. Se lavé y se adicionaron las anti-
inmunoglobulinas de ratén marcadas con bictina
durante 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron con
TBST y se adiciono la fosfatasa alcalina-
estreptavidina durante 30 minutos a 37 °C. Se lavd
y se adiciond el sustrato p-nitrofenilfosfato 1 mg/
ml en buffer sustrato (dietanclamina 1 M, MgCl,
0,5 mM pH 9,8) y se incubé a temperatura
ambiente hasta desarrollo de color durante 30
minutos. La reaccion se frend con 25 ul de EDTA
0,1 My las lecturas se realizaron en un lector de
microplacas a una longitud de onda de 405 nm.
Come control negativo se utilizd sobrenadante
puro de un cultivo de células de mieloma.

Transferencia y Western blot

El extracto del parasito se sometio a SDS-PAGE
(15) y posteriormente se realizé la transferencia
an camara humeda (Hoefer Scientific Instruments)
a membranas de Immobilon PVDF (Millipore)
durante 20 horas, 21 voltios y 4 °C de acuerdo
con Towbin (17). Las membranas se cortaron en
tiras y fueron bloqueadas durante toda la noche a
4 °C con una solucion de TBST a la que se le
anadié 5% de leche en polvo libre de grasa. Se
guardaron a -20 °C en la misma solucion hasta su
uso. Las membranas se lavaron con TBST y se
agregaron los sobrenadantes puros de los hibridos
clonado, incubandolos durante toda la noche a 4
“C. Posteriormente, las tiras se lavaron con TBST-
leche y se adiciond anti-inmunoglobulina de raton
bictinilada (Dako) con incubacion durante 1 hora
atemperatura ambiente. Se lavé con TBST-leche,
se agrego la fosfatasa alcalina-estreptavidina
(BRL) v se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tanto el anticuerpo
secundario como la enzima se agregaron a
diluciones previamente estandarizadas. En el
Ultimo lavado se utilizé TBST sin leche y se
adiciont el sustrato NBT/BCIP (Sigma) segun
indicaciones del fabricante, incubando por no més
de 3 minutos.

Estudio de la expresion de la PUCaM
de 30 kDa

Se tomaron 4 edades especifiicas a lo largo del
ciclo de vida del parasito: 14, 28, 40 y 48 horas.
Para realizar este estudio fue necesario recolectar
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parasitos altamente sincrénicos, lo cual se llevo
a cabo sometiendo los cultivos a un proceso de
muy estricta sincronizacion y a una muy alta
invasion (18-21). Una vez se obtuvieron los cultivos
supersincronicos de las 4 edades, se prepararon
los diferentes extractos de acuerdo con la
metodologia previamente descrita. El disefio
experimental que se siguid en el estudio de
expresion permitio establecer el comportamiento
de la PUCaM desde dos 0picos asi:

- determinar la aparicion de la proteina de 30
kDa a medida que avanza el ciclo celular del
parasito y

- determinar la concentracion relativa de la
proteina de 30 kDa con respecto a las demas
proteinas del parasito.

Para poder evaluar la expresion de la proteina
como se menciond previamente, fue necesario
conocer tanto la cantidad de pardsitos como la
cantidad de proteina presente en cada uno de los
cuatro extractos. Asl, para determinar la aparicion
de la proteina durante el ciclo celular, se corrio
una electroforesis cuyo gel se sembro con el
mismo numero de parasitos: 2,7 x 107 parasitos/
carril para cada uno de los cuatro puntos
escogidos. Posteriormente, se transfirid a una
membrana PVDF y se realizd un Westem blot,
utilizando como anticuerpo primario el monoclonal
1G3. La segunda determinacién se llevo a cabo
de la misma forma con la diferencia de gue el gel
se cargt con la misma cantidad de proteina: 2,3
pgfcarril en los cuatro puntos. Se usaron geles
con una concentracion de acrilamida de 12% en
buffer tris-glicina y condiciones denaturantes.

Resultados

Produccion del anticuerpo monoclonal,
isotipificacidn y deteccidn de la PUCaM de 30
kDa

Después de la fusién, los sobrenadantes de los
pozos en los que hubo crecimiento se probaron
por Elisa para determinar la presencia de
anticuerpos y se escogieron 3 hibridos positivos
para ser clonados por el método de dilucion limite.
La clonacion de los tres hibridos arrojo 16 clones
que fueron probades por Elisa y por Western blot,
De ellos se escogio el clon denominado
30kDaNMo.3dil#4 para una nueva clonacion y se
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obtuvieron 8 clones positivos. Finalmente, para
garantizar la pureza del clon escogido, se realizd
una tercera clonacion con 2 (C3 y E9) de los 8
clones anteriores y se obtuvieron 16 clones
positivos por Westemn blota partirde C3y 10 a
partir de E9. Todos ellos con excelentes caracteris-
ticas de crecimianto y de los cuales se selecciond
el clon 1G3 para la produccién de fluido ascitico.
Con este fluido se realizo la isotipificacion por el
metodo de Elisa mediado por antigeno, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Sigma) v se
determino que el anticuerpo monoclonal es una
inmunoglobulina de la clase M.

En la figura 1, los carriles 2, 3 y 4 muestran el
patron de reconocimiento de 3 sobrenadantes de
los 16 clones probados para C3 y los carriles 5, 6
y 7 el patran de reconocimiento de 3 sobrenadantes
de los 10 clones para ES. El carril 2 corresponde

Figura 1. Tamizaje mediante Wesiern blot de los clonas C3
vy ES.

El extracto del pardsito fue sometide a electroforesis
denaturanta en geles de poliacrlamida (T12%) y transfarido
amembrana PVDF. Para la inmunameaccion, se utilizd como
anticuamo primario los sobrenadantes obtenidos durante la
clonacian de C3 y E9, un sistema de amplificacion biotina-
estreptavidina y fosfalasa alcalina. Los carriles 2, 3y 4
muestran el patron de reconocimiento para 3 de los clones
provenientes de C3 v los carriles 5, 6 v 7 &l patran de
reconocimiento para 3 de los clones provenientes de ES. El
carril 1 coresponde a una seccién de la membrana tefiida
con azul de Coomassie. Los carriles 2 al 7 presentan un
patron de reconocimiento exactamente igual para los &
clongs examinados, se observa una sefial muy intensa a la
altura de 30 kDa y dos sefisles adiclonales en aproximada-
mente 60 kDa y 240 kDa. El carril 2 corresponde al clon
1G3, el cual fue escogido para la produccion de fluido ascitico,
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al clen 1G3. Los otros 20 clones también fueron
probados y mostraron un patron de reconocimiento
exactamente igual {resultados no mostrados). La
sehal para la PUCaM de 30 kDa fue bastante
intensa, aunque se observaron otras bandas de
menor intensidad, lo cual sugiere la necesidad de
titular el anticuerpo con el propdsito de eliminar
las interacciones no especificas y disminuir las
sefales de reacciones cruzadas. Para titular el
anticuerpo monocional 1G3, se probaron diferentes
diluciones del fluido ascitico, escogiéndose 1:1000
ya que en este titulo se obtuvo un reconocimiento
especifico para la PUCaM de 30 kDa y el ruido de
fondo fue minimo (figura 2). Adicionalmente, se
observaron otras dos sefales: una muy tenue en
60 kDa y una muy intensa en aproximadamente
240 kDa, senal ésta que no desaparecio ain a
altisimas diluciones. Al realizar este ensayo en
geles con menor porcentaje de acrilamida, se pudo

kDa

116
66

45

24

Figura 2. Tiulacion del anticusrpo monoclonal 1G3.

El extracto del parasito fue sometide a eleciroloresis
denaturante en geles de paliacrilamida (T12%%) v ransterido
a membrana PVDF. Para el Western biol, se utilizd como
anticuarpe primario el AcMo 1G3 en diferentes
concentraciones, un sistema de amplificacion biotina-
estraplaviding y fosfalasa alcalina. Carril 1: dilucion 1:200
del AcMo 1G3; carnl 2: dilucion 1:500; camil 3; dilucidn
120.000; carrl 4: difucion 1:2.000; camil 5: dilucidn 1:5.000;
carril 6: ensayo control con sobrenadante de células de
migloma. Se escogid como dilucion de trabajo 1:1.000, va
gua en ésta la sefal para 30 kDa es inlensa v el ruldo de
fondo es minimo.,
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evidenciar que la banda de 240 kDa corresponde
realmente a 2 bandas, una de aproximadamente
240 kDa y otra de 260 kDa. En la figura 3 se
muestran los resultados del Western blotde geles
de poliacrilamida al 7% cargados con extracto del
parasito. El carril 1 corresponde al extracto del
parasito transferido a membrana y tefiido con azul
de Coomassie donde se observan dos bandas que
migran a la misma altura de la espectrina, en al

Figura 3. Deteccion de o y | espectrina utilizando el Acho
1G3.

El extracto del pardsito fue sometide a electroforesis
denaturante en geles de paliacrilamida (T7%) y transferida
a membrana PVDF. Para & Western blor se utilizé coma
anticuerpo primario &l AcMo 1G3 y anti-espectrina humana.
Carril 1: seccidn de la membrana tenida con azul de
Coomassie; carl 2: reconocimiento con el AchMo 1G3; carril
3: reconocimiento con el anticuerpo paliclonal anti-espectring
humana. El AcMo 1G3 reconocid 3 bandas, una an 30 kDa
y ofras dos en 260 kDa y 240 kDa, aproximadamente. La
anti-espectrina presentd 2 senales, una muy débil en 240
kDa (cadena i) y otra mas intensa en 260 kDa (cadena o).
Las bandas reconocidas por la anti-espectrina son
aparentamente las mismas bandas de alto peso molecular
reconacidas por el AcMo 163, aunque la sefial obtenida con
esla dltimo anticuerpo para |2 banda de 240 kDa (cadena [}
@5 muy intensa y para la banda de 260 kDa {cadena o ) es
iy ekl
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carril 2 se utilizd el AcMo 1G3 como anticuerpo
primario y se observaron 3 sefiales, una muy fuerte
en 30 kDa y las otras dos en 260 y 240 kDa,
siendo mucho mas intensa la senal para esta
ultima; en el carril 3 se uso anti-espectrina humana
como anticuerpo primario y se presentaron dos
sefales, una muy débil en 240 kDa y una mas
intensa en 260 kDa. Las bandas reconocidas por
la anti-espectrina son aparentementea las mismas
bandas reconocidas por el AcMo 1G3. Esta
reaccién cruzada con una dupleta de proteinas
localizada en 260 y 240 kDa corresponde a los
mismos pesos moleculares informados por Forero
(22) y Vera (12) para las cadenas « y [ de una
espectrina putativa presente en exiractos
radiomarcados de F falciparum. Los anteriores
hallazgos nos llevan a sugerir que el anticuerpo
monoclonal reconoce un epitope gue es
compartido por la PUCaM de 30 kDa y por las
dos bandas que comigran con espectrina.

Origen de la PUCaM de 30 kDa

Se realizéd un Western blot utilizando como
antigeno, en el primer carril, extracto de parasito
(6,7 palcarril) y en el segundo carril, extracto de
eritrocito no infectado (16 pg/carril) y como
anticuerpo primario para ambos ensayos el AcMo
1G3. La figura 4 muestra en el carril 1 una senal a
la altura de 30 kDa y en &l carril 2, ausencia de la
misma. Estos resultados prueban qgue la PUCaM
en estudio proviene del parasito y no del eritrocito.

Adicionalmente, se observo olra sefal en el carril
1 gue podria corresponder a la B-espectrina
presente en extractos del parasito y en el carril 2
otras 2 sefales que corresponden una ala cadena
[i dela espectrina y la otra, posiblemente, a un
producto de degradacién de la espectrina eritroide.
Claramente se evidencia que las sefales para
estas dos cadenas [ no se ubican a la misma
altura, es decir, la especirina detectada en el
parasito migra diferente a la del eritrocito.

Expresion de la PUCaM de 30 kDa

En el cuadro 1 se observa que la cantidad de
proteina total aumenta a medida que progresa el
ciclo celular, resultado que esta de acuerdo con
estudios previos relacionados con la sintesis de
macromoléculas donde se informa un
comportamiento bimodal para la sintesis de
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Figura 4. Westarn bio! para confirmar al origen de la PUCaM
de 20 kDa,

Extracto de P falciparum y extracto de eritrocitos no
infectados fueron sometidos a electroforesis denaturante
en geles de poliacrilamida (T7%%) y transfaridos a membrana
PVOF, Para la inmunorreaccion, se ulllizd como anticuarpo
primario unicamente al AcMo 1G3. Carril 1: mambrana con
extracto del parasito; carril 2: membrana con extracio de
entracita, En el carril 1 se obsarva una sefal en 30 kDa,
mientras que en el carril 2 hay ausencia de la misma. Estos
resultados indican que la PUCaM de 30 kDa es una proteina
del parasito y no del eritrocite. En el carril 1 también se
observd una senal en 240 kDa (cadana [3), que corresponde
a la senal obtenida en el carril 2 en 220 kDa (cadena [}
eritroide). El AcMo 1G3 reconoce la PUCaM de 30 kDa v,
adamas, tiene una reaccidn cruzada con las cadenas de la
espectrina, presentando una mayor alinidad con la cadena
B que con la cadena o

proteinas con un primer pico entre las 20 y las 28
horas y uno mucho mayor entre las 32 y las 48
horas (23).

Los resultados de la figura 5 muestran la presencia
de la proteina de interés y nos dan una indicacion
de su concentracion a medida gue progresa el
ciclo celular, ya que la cantidad de parasitos en
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Cuadra 1. Caracteristicas de los extractos sincronicos de
i4, 28, 40 y 48 horas,

Parasilos Cantidad de pardsitos Proteina total
edad/noras recolectada Hg

14 B, 1x10° 1661

28 715107 153.5

40 1.6x10% 216,9

48 4, 1%108 4064

todos los puntos seleccionados es la misma (sin
embargo, se debe tener en cuenta que la cantidad
de proteina total va aumentando a medida que el
parasito se desarrolla). Se cbserva una senalala
altura de 30 kDa en los extractos de 40 y 48 horas,
mientras que en los extractos de 14 y 28 horas
esta ausente, Eslo indica que la PUCaM de 30
kDa se expresa en una manera estadio-especifica
durante los estadios tardios de desarrollo, lo cual
concuerda con el segundo pico de sintesis.

En la figura 6 se muestra la presencia de la
proteina en relacion con la proteina del parasito
(la cantidad de proteina es constante en todas
las muestras) y el patron de expresion basicamente
es igual al de la figura 5; es decir, se observa una
senal a la altura de 30 kDa en los extractos de 40
y 48 horas pero no en los extractos de 14 y 28
horas. Estos resultados refuerzan los anteriores
y a la vez muestran comoe esta proteina no solo
sufre un aumento absoluto en el parasito, sino
también un aumento relativo con respecto a las
demas proteinas del parasito a medida que avanza
el ciclo, Es por ello que, teniendo la misma
cantidad de proteina en todos los estadios, solo
se puede detectar en los avanzados y no en los
tempranos, Posiblemente, esta proteina va
sufriendo un efecto acumulativo desde que
empieza a sintelizarse hasta llegar a su maxima
expresion en parasitos de 48 horas, en los cuales
se observa una sefial mas intensa. Esto debe
querer decir, ademas, que la PuCaM de 30 kDa
se libera al medio o se degrada entre la ruptura
del esquizonte y la generacién de anillos de 14
horas. Los resullados de este ensayo también
muestran que el moneclonal 1G3 reconoce una
proteina localizada entre 240 y 260 kDa en los
extractos de 14 y 28 horas pero no en los de 40 y
48.
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kDa

Figura 5. Cinética de expresion de la PUCaM de 30 kDa
Extractos de P falcjparum de 14, 28, 40 y 48 horas lueron
sometidos & electroforesis denatluranie en geles de
poliacrilamida (T 12%) y mnsiaridos a membrana PVYDFE Para
el Waslarn biof, se utilizg el AcMo 1G3 como anticuarpo
primarno, Caril 1; parasitos de 14 horas; carnl 2: pardsitos de
28 h, carril 3: parasitos de 40 h; carril 4: pardsitos de 48 h,
Para las 4 edades, se cargaron 2,7 x 107 parasitos con el
propasite de oener una indicacion de la concentracion de
la PUCaM de 30 kDa a medida que progresa el ciclo celular,
La proteina de 30 kDa s6lo se detecto en pardsitos de 40 y
48 horas, lo que sugiere que la proleina se expresa en una
manera estadic-especifica.

Por otra parte, teniendo en cuenta la observacion
relacionada con una localizacion aparentemente
diferente de la sefial para la PUCaM de 30 kDa en
las tiras de membrana con los extractos de 40 v
48 horas, estos hallazgos nos hicieron sospechar
que esta proteina podria estar experimentando
modilicaciones debidas a eventos de procesa-
miento. Para evaluar lo anterior, se realizd un
nuevo Western blof en las mismas condiciones,
pero utilizando una membrana completa (sin
separar los diferentes carriles) y asi determinar
sin lugar a dudas la posicion exacta de la senal.
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Figura 6. Cinética de expresion de la PUGaM da 30 kDa.
Extractos de P falciparum de 14, 28, 40 v 48 horas fuercn
sometidos a electroforasis denaturante en geles de
poliacrilamida (T12%) v transferdos a membrana PVOF Para
el Weslern biol se wtilize el AcMo 1G3 como anticugrpo
primario. Carnl 1: parasitos de 14 horas: carl 2: pardsilos
de 28 h camil 3: parasitos de 40 h; carril 4; parasitos de 48 h.
Para los cuatro estadios, se cargaron 2,3 ug de proteina,
con el objeto de establecer la concenlracion relativa de la
proteinag de 30 kDa

Los resultados (figura 7) muestran que la senal
para la PUCaM tanto en el extracto de 40 como
en &l de 48 horas esta a la misma altura, con lo
que se descarta la posibilidad de un procesamiento
de la proteina que modifique sensiblemente su
peso molecular.

Discusidn

Los hibridomas obtenidos después de la fusién
de las células del bazo del raton (inmunizado con
una proteina de union a calmodulina de 30 kDa de
F. falciparum) con las celulas de mieloma,
produjeron un anticuerpo maonoclonal con el cual

pudimos detectar la proteina en el parasito y
establecer su patron de expresion. Los resultadoes

48

Figura 7. Westem blotpara definir la localizacion de |la senal
de la PUCaM de 30 kDa en parasitos de 40 y 48 horas.
Extractos del pardsito de 40 y 48 horas fueron sometidos a
electroforesis denaturante en geles de poliacrlamida (T12%)
y transferidas @ membrana PVDE La inmunomeaccian se
realizd con el Acho 1G3. Carril 1: parasitos de 40 h: carril 2:
parasitos de 48 h, En ambos carriles se observa una senal
ubicada a la misma aliura (30 kDa)

de los Western bloten los cuales se uso extracto
del parasito como antigeno, mostraron una sefal
a la allura de 30 kDa, peso molecular que es
semejante al de la PUCaM inoculada en los
ratones. Esta senal no se observo al utilizar
axtractos de eritrocitos no infectados, resultado
gue confirma que esta proteina es propia del
parasito. Se observo también una sefal tenue en
60 kDa, sefnal que podria corresponder a un
precursor de la proteina de 30 kDa. Ademas, el
anlicuerpo monoclonal 1G3 presentd una reaccion
cruzada con dos bandas de alto peso molecular
localizadas en 260 y 240 kDa, siendo mucho mas
intensa la senal para la segunda banda. Estas
masas corresponden a las de las cadenas ¢y i
de la espectrina previamenle informadas en los
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eluidos de extractos del pardsito marcados con
#5-metionina que fueron retenidas por una
columna de F-actina (22) y por otra de calmodulina
{(12). Nuestros hallazgos sugieren gue las
espectrinas presentes en extractos de F
falciparum posiblemente no corresponden a
contaminacion con espectrinas eritroides que
guedan al separar los parasitos de los globulos
rojos, puesto que estas Ultimas presentan un peso
molecular mas bajo. En los dltimos anos se ha
descrito un gran nimero de moléculas de
espectrina no eritroide en diferentes tipos celulares
de vertebrados, principalmente en cerebro (29) y
en las células en ribete de cepillo del intestino
delgado (30). También ha sido informada en
eucariotes unicelulares como Acanthamoeba (31),
Gregarinas (32), Trypanosoma (33) y Toxoplasma
gondii (34). En este Gltimo organismo se encontré
una dupleta de 245 y 240 kDa antigénicamente
relacionada con espectrina eritroide humana,
prote/nas que se localizaron en el complejo apical
del polo anterior del parasito.

La espectrina es una proteina del citoesqueleto
de las células eucariotas, cuya funcion general
esta relacionada con su habilidad para conectar
las proteinas integrales de membrana con los
filamentos de actina cortical. También se ha
sugerido que podria estar involucrada en la
organizacion de dominios receptores, en el control
del transporte de vesiculas a la membrana
plasmatica y en la formacidn y mantenimiento de
uniones célula-célula (24, 25). Las cadenas .y p
de la espectrina estan compuestas de maltiples
repeticiones de 106 residuos; sin embargo, yaque
el anticuerpo monoclonal 1G3 presenta una senal
mucho més intensa con la cadena [, se podria
sugerir que el epitope reconocido no esta
relacionado con estas repeticiones y tal vez se
limita a una entidad unica de la cadena [ que no
es compartida con la cadena o. Dentro de estos
dominios propios de la subunidad [ (26,27) se
destacan el dominio de unidn a ankirina, el dominio
de union a actina, dos dominios de homologia a
calponina dentro de la region de unién a actina,
un dominio rico en serina en el extremo carboxilo,
un dominio rico en prolina que participa en |a
autoasociacion de la espectrina, un dominio rico
en serina y treonina gue conforma cuatro sitios
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de fosforilacion, una secuencia consenso para
caseina cinasa y un dominio de homologia a
plecstrina PH (secuencia de aminoacidos que
puede plegarse en un médulo compacto y
funcional independiente de las secuencias que lo
rodean; los dominios PH pueden asociarse a
fosfolipidos o proteinas especificas y promueven
la asociacion de proteinas senalizadoras con las
membranas (28)). Sin embargo, nada se puede
aventurar con |os actuales datos con respecto a
cual es el epitope gue comparten la PUCaM de
30 kDa y la cadena [} de la espectring, sobretodo
teniendo en cuenta gue la cadena o también es
reconocida aungue muy débilmente.

Recientemenie se ha informado sobre una
abundancia significativa de acido glutamico en
algunas de las proteinas de Plasmodiumy se ha
visto que los anticuerpos originados contra estas
proteinas tienden a reaccionar cruzadamente con
otras proteinas ricas en este aminoacido. Varios
antigenos de P falciparum contienan blogues de
repeticiones en fandem, ricos en residuos de acido
glutamico, entre los que se encuentran Pf155/
RESA (35), GLURF (36), MESA (37), Ag332 (38),
Pf11-1(33), D260 (40) y la fosfoproteina Pc{em) 23
en Plasmodium chabaudi(41). Estas repeticiones
se caracterizan por la presencia de pares de
glutamato seguidas por un residuo hidrofdbico y
se presume que esle motive puede ser la base
para la reactividad cruzada de los anticuerpos
entre las proteinas ricas en acido glutamico en £
falciparum (42-45). La espectrina es rica en
glutamato y estd compuesta de repeticiones,
aungue éstas son mas degeneradas que las
tipicamente encontradas en las proteinas de
Flasmodium. Esta caracleristica podria sugerir
que el anticuerpo monoclonal 1G3 reconoce esta
clase de repeticiones y podria ser ésta la causa
de la reactividad cruzada. Sin embargo, si éste
fuera el caso, se esperaria obtener un mayor
niomero de sefales en el Wesfern blot, ya que el
anticuerpo reaccionarfa con algunas de las ofras
proteinas ricas en Acido glutamico. Lo anterior pone
de presente la necesidad de determinar con
exactitud cual es el epitope reconocido y, por otro
lado, la de conocer la secuencia completa de la
proleina, lo que permitiria deducir homologias con
base en motivos o estructuras especificas.
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Observaciones similares al pairon de reconaci-
miento del AcMo 1G3 (proteina de interés y
reaccion cruzada en mayor extensidn con la -
espectrina), se obtuvieron con el AcMo 16,8
dirigido contra una fosfoproteina de 65 kDa de P
berghel, rica en acido glutamico, indicando algun
grado de homologia entre la espectrina y esa
proteina (Wiser M., Universidad de Tulane,
comunicacion personal).

La isotipificacion del anticuerpo monoclonal se
realizé sobre fluido ascitico, ya gue no se disponia
del sobrenadante original del hibrido positivo
escogido. No se recomienda determinar la
subclase del anticuerpo usando un metode directo
en liquido ascitico, ya que éste posee inmuno-
globulinas propias del raton. Sin embargo, para
obviar el problema, la isetipificacion se realizo con
un Elisa mediado por antigeno. La placa de
micropozos se cubrié con el antigeno en estudio
(PUCaM de 30 kDa presente en extractos del
parasito} y posteriormente se adiciond el
anticuerpo que reconoce especificamente el
antigeno, es decir, el anticuerpo monoclonal por
lipificar. Luego de la remocion del anticuerpo no
unido, se agrego el anticuerpo que reconocce la
clase de inmunaglobulina. Hasta aqui se tiene un
complejo en el que el anticuerpo que se isclipifica
esla unido especificamente al antigeno de inlerés;
de esta forma se evitan reacciones inespecificas
con otros anticuerpos del fluido ascitico.
Posteriormente, la técnica se continuo revelando
con otro anticuerpo que esta unido a biotina y con
estreptavidina-fosfatasa alcalina como en la
metodologia normal de la prueba de Elisa.

Con el objeto de definir claramente el patron de
exprasion de la PUCaM de 30 kDa, se utilizaron
dos ensayos diferentes, ya que si Gnicamente se
analizaban los Western blot cargados con un
numero igual de parasitos no se podia establecer
sl la senal observada correspondia en realidad a
un determinado estadio del parasito o al aumento
normal de la cantidad de proteina a medida qgue
avanza el ciclo y el parasito crece; por esta razon,
también se utilizé el sistema cargando en los geles
una cantidad igual de proteina. Con base en los
resultados de los Western blot de los extractos
de parasitos sincronicos, se puede afirmar que la
proteina de union a calmodulina de 30 kDa es
expresada de una manera estadio-especifica
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unicamente en los estadios tardios de desarrollo
y no en el estado de anillos y trofozoitos jovenes
¥ que este patrén de expresion diferencial
demuesira que la PUCaM de 30 kDa es regulada
alo largo del desarrollo del parasito. Debido a que
su expresién solo se evidencia a partir de las 40
horas, se podria sugerir que la proteina puede estar
involucrada en el ensamblaje de los nuevos
parasitos, en el proceso de liberacion de los
merozoitos o en el de la invasion. Sin embargo,
ya que esta proteina no aparece en el estadio de
anillos, se podria sugerir que es liberada al medio
durante la invasion, que se localiza en el espacio
periplasmico o que sufre degradacion. De todas
formas es necesario llevar a cabo mas estudios
para determinar su parlicipacion en cualquiera de
los eventos nombrados.
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