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ARTICULO ORIGINAL

Preparacion de genotecas de ADNc de  Plasmodium falciparum
para la busqueda de los genes de proteinas de union a
calmodulina, GOGAT y Pfmyo A

Dary L. Mendoza 12, Moisés Wasserman 12

! Laboratorio de Bioquimica, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia.
2 Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica, LIBBIQ, Departamento de Quimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

Se construy6 una genoteca de ADNc representativa de los estadios asexuales de Plasmodium
falciparum, en el vector AZipLox. Esta genoteca (de la cepa colombiana FCB2) y otra genoteca
construida en AZAP Il (de la cepa Dd2), se rastrearon en busca de genes de proteinas que se
unen a calmodulina (CaM) o a proteinas relacionadas con CaM. Para el rastreo se usé tanto el
ensayo de Hot-start PCR como la hibridizacion de filtros réplica con sondas radiomarcadas. Se
identificaron clones de actina |, calmodulina (CaM), glutamato sintasa (GOGAT) y las tres
miosinas Pfmyo A, Pfmyo B y Pfmyo C. Se aislaron clones para actina I, CaM y GOGAT en la
genoteca construida en AZipLox y clones para GOGAT y Pfmyo A en la genoteca construida en
AZAP 11. Uno de los clones de GOGAT contiene un inserto de 2.413 pb que corresponde al
24,8% de la secuencia codificante informada. El inserto de Pfmyo A aislado tiene 2.457 pb y
representa el mensajero completo del gen. La identidad de este inserto se confirm6 mediante
analisis de restriccion. Este es el primer informe de un clon de ADNc completo de la miosina A
de P. falciparum. Los clones aislados se utilizaran en estudios futuros, tales como la obtencion
de las proteinas recombinantes, produccién de anticuerpos y ensayos de funcionalidad.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, malaria, proteina de union a calmodulina, glutamato
sintasa, miosina, ADNCc.

Screening for calmodulin, GOGAT and Pfmyo A genes in Plasmodium falciparum cDNA
libraries

A cDNA library of Plasmodium falciparum (Colombian strain FCB2) asexual stage was
constructed in the AZipLox vector. The AZipLox library and a AZAPII (Dd2 strain) were screened
for genes coding for proteins that bind with or are related to calmodulin (CaM). Screening was
accomplished with Hot start PCR assays and hybridization with radiolabeled probes. Actin I,
CaM, glutamate synthase (GOGAT) and the three myosin clones -Pfmyo A, Pfmyo B and Pfmyo
C- were identified. The clones coding for actin I, CaM and GOGAT were retrieved from the
AZipLox library, and the GOGAT and Pfmyo A clones from the AZAP Il library. The GOGAT
clone contained an insert of 2,413 base pairs corresponding to 24.8% of the reported sequence.
The Pfmyo A insert was 2,457 base pairs long, and represented the complete mRNA coding for
this gene. Finally, the first report of a complete cDNA clone containing the P. falciparum myosin
A is presented.

Key words: Plasmodium falciparum, malaria, calmodulin binding protein, glutamate synthase,

myosin, cDNA.
Plasmodium falciparum es un parasito
- perteneciente al filo de los Apicomplexa y el
Correspondencia: _ causante de la forma mas severa de malaria
Moisés Wasserman: mwasserman@hemagogus.ins.gov.co humana. El parésito tiene un ciclo de vida
Recibido: 12/02/02; aceptado: 11/08/02 complejo durante el cual es transmitido entre el
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mosquito vector y el hombre. A pesar de que los
eventos morfoldgicos que ocurren en la invasion
estan bien caracterizados, se sabe poco sobre
los mecanismos moleculares que producen estos
cambios y la naturaleza de los mensajeros
guimicos que median la comunicacion entre las
células huésped y el parasito.

El sistema calcio/calmodulina (CaM) cumple un
papel muy importante en la maduraciéon y la
invasion del parasito al eritrocito (1); los estudios
realizados en nuestro laboratorio indican que es
necesaria una entrada transitoria de calcio para
activar los eventos moleculares que conducen a
lainvasion (2). Se cree que el influjo de calcio en
el glébulo rojo puede activar a la CaM o a las
PUCaM (proteinas de unién a calmodulina) y, en
consecuencia, activar procesos regulados por el
calcio relacionados con el crecimiento del parasito
(3). Muchas PUCaM estéan involucradas en la
regulacion de actividades celulares
fundamentales en el citoplasma y la membrana
plasmatica de las células. Algunas PuCaM
dependientes de calcio estan relacionadas con
sistemas de movilidad mediados por actina, como
la alfa-espectrina, la cadena liviana de la miosina
y la caldesmon; otras estan involucradas en la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, como
la proteina cinasa Il dependiente de CaM y la
proteina fosfatasa calcineurina dependiente de
CaM (4). También se ha implicado la participacion
de estas proteinas en la regulacion de la
expresién de genes de proteinas del
citoesqueleto (5), en la replicacion, transcripcion
y reparacion del ADN y en la regulacién del ciclo
celular (6). Hay parasitos, como Trypanosoma
cruzi (7), para los que se han informado
complejos perfiles de PUCaM que se expresan
diferencialmente en sus estadios celulares.

Recientemente, se aislaron en P. falciparum por
cromatografia de afinidad sobre columnas de
CaM-agarosa, nueve proteinas del citoesqueleto
gue se unen a CaM (8). Una de estas proteinas,
gue tiene un peso molecular de 36,5 kDa, se pudo
secuenciar parcialmente y mediante PCR con
oligonucleétidos degenerados, disefiados con
base en secuencias peptidicas internas de la
proteina; se obtuvo un fragmento de 454 pb que
presenté una alta homologia con la secuencia
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nucleotidica para la glutamato sintasa (GOGAT)
de origen vegetal. En algunos microorganismos
y en la mayoria de las plantas superiores, la
asimilacion de amonio en nitrégeno organico es
el resultado de la actividad de dos enzimas, la
glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa
(GOGAT). La GS cataliza la incorporacion de
amonio en la posicién amida del glutamato para
producir glutamina. Por su parte, la GOGAT
cataliza la transferencia reductiva del grupo amido
de la glutamina a la posicién a-ceto del 2-
oxoglutarato, produciéndose dos moléculas de
glutamato (9). El resultado de la reaccion
catalizada por estas dos enzimas es similar al
producido por la glutamato deshidrogenasa,
excepto por el gasto de una molécula extra de
ATP por cada glutamato que se produce.

En algunas especies de Plasmodium se ha
identificado la actividad de la glutamato
deshidrogenasa (10,11) y, recientemente, se ha
planteado la hipétesis de que la GOGAT participa
en lainterconversién de L-glutamina a glutamato
(12). Hasta ahora, Unicamente se conoce la
secuencia informada del ARNm de GOGAT de
P. falciparum; de aqui la importancia de tener un
clon que sirva como herramienta para estudios
futuros de funcionalidad de la proteina.

Otras de las PUCaM de interés en P. falciparum
son las miosinas. Estas constituyen una diversa
superfamilia de mecanoenzimas que en actividad
conjunta con la actina estan involucradas en
muchos movimientos celulares esenciales. C.
Forero (13) y Pinder y col. (14) con el método
descrito por Bement y col. (15) lograron
evidenciar la existencia del gen de la miosina A
de P. falciparum (Pfmyo-A). Esta es una proteina
de ~90 kDa, correspondiente a las miosinas de
clase XIV; se expresa esencialmente en los
estadios maduros del desarrollo asexual y se cree
gue podria estar participando como motor
molecular en el proceso de invasion al eritrocito,
puesto que se expresa en el sitio y momento
propicio de la invasién (16). Con base en el
proyecto de secuenciaciéon del genoma de P.
falciparum se identificaron recientemente tres
miosinas mas, llamadas Pfmyo-B (17), Pfmyo-C
y Pfmyo D (18).

El propésito del presente trabajo fue obtener una
genoteca de ADNCc representativa de los estadios
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de vida asexual del parasito P. falciparumy aislar
en ella clones de los genes de las PUCaM,
GOGAT y Pfmyo A, para la caracterizacion futura
de las proteinas.

Materiales y métodos
Cultivo del parasito

Se hicieron cultivos continuos con la cepa FCB2
de P. falciparum (aislada en Colombia) segun el
método de Trager y Jensen (19). La cepa de P.
falciparum se cultivd en medio RPMI (Sigma),
suplementado con suero humano al 10% (v/v) y
eritrocitos tipo O (+) al 5%. Se recogieron
parasitos asincrénicos enriquecidos en formas
maduras y con parasitemias que fluctuaron entre
4y 5%.

Aislamiento del ARN total y
separacion del ARNm

Los parasitos se liberaron del eritrocito mediante
lisis con saponina al 0,15% w/v en HBS (Hepes
20 mM, NaCl 60mM), pH 7,4, y se recolectaron
por centrifugacién a 15.000 g por 20 min a 4 °C
(Himac centrifuge Hitachi rotor RPR 20-2). El
precipitado de parasitos se lavé tres veces con
HBS (15.000 g durante 5 min a 4 °C).

La extraccién del ARN total se hizo siguiendo un
protocolo previamente estandarizado en nuestro
laboratorio (20), que se fundamenta en la
extraccion del ARN con isotiocianato de guanidina
y posterior separacion del ADN y las proteinas a
través de un gradiente isopicnico de cloruro de
cesio. Se partié de 2 x 10° parasitos, los cuales
se lisaron con una mezcla de isotiocianato de
guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM (pH, 7,0),
sarkosyl al 0,5% y beta-mercaptoetanol a 0,1 M.
El precipitado se resuspendié y homogeneizé con
una aguja 20G. La separacion de las proteinas
se hizo por extraccién con un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y
centrifugacion a 8.000 gdurante 5mina4 °C. La
solucién acuosa se agrego lentamente sobre un
colchén de CsClI 5,7 M, EDTA 10 mM. ElI ARN
total se separd por centrifugacion a 120.000 gen
un rotor swing (PSGST Hitachi) durante 20 horas
a 20 °C. El ARN, que aparece en el fondo del
tubo de centrifuga como un precipitado
transparente, se resuspendié suavemente en
200 pl de Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM,

SDS al 0,1 %. Finalmente, se precipité y
resuspendié en agua libre de RNasa.

Para la separacion del ARNm se empleé el
método de captura en solucién, polyAtract?
RNAm Isolation Systems (Promega). La region
3'poliA+ delos ARNm se hibridd con un iniciador
oligo (dT) biotinilado. Los hibridos se capturaron
usando estraptavidina acoplada a particulas
magnéticas. El sobrenadante se descarto y
mediante lavados con tampdn de alta astringencia
(SSC 0,5 Xy SSC 0,1 X) se eliminé el ARN no
mensajero. EI ARNm se eluy6 con 250 ul de
agua libre de RNasa y se precipité con 0,1
volumenes de acetato de sodio 3M y 0,1
volumenes de isopropanol a-20 °C toda la noche.
Luego se centrifugé a 12.000 g durante 10
minutos; el precipitado se lavé con 1 ml de etanol
al 75% y se seco al vacio. Una forma rapida de
evaluar la integridad del ARNm fue haciendo RT-
PCR con secuencias conocidas de P. falciparum,
como es el caso del gen que codifica para la
enzima aldolasa y se obtuvo un resultado positivo
(resultados no mostrados).

Sintesis del ADNc

La sintesis de ADNc se realiz6 utilizando el
sistema de sintesis de ADNc de SuperScripta
(Gibco-BRL). Se usaron 3 mg de ARNm que
fueron transcritos reversamente usando 1,5 pg
del primer-adaptador Not 1, de acuerdo con el
método descrito por Gubler y Hoffman (21). La
sintesis de la primera y la segunda cadena fue
cuantificada por la incorporacion de [a%2P]dCTP
(1 pCi/ul; Amersham-Pharmacia Biotech). El
ADNCc se traté con la T4 ADN polimerasa para
después ligar a sus extremos adaptadores Sall.
Después de la extraccién fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico, el ADNc se digiri6 con 100
unidades de Notl y se purificé por cromatografia
de filtracién en gel, usando una matriz de
Sepharose CL-4B. Se eluy6 recolectando 16
fracciones, las cuales se leyeron en forma directa
en un contador de centelleo (Wallac 1409). Se
calcul6 la cantidad de ADNc en las fracciones
que dieron valores por encima de 2 x 10* cpm.

Clonacion de ADNc

Se empled el vector de expresion procariético
AZipLox™ (Gibco-BRL). Este vector permite
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acomodar insertos de hasta 7 kb de tamafio
dentro de brazos de A, los cuales poseen
extremos Notl y Sall, respectivamente. A ZipLox
posee un sistema de recombinacion sitio-
especifico que permite recuperar los insertos
clonados dentro del plasmido pZL 1 mediante un
protocolo de excisidn in vivo. Las genotecas
construidas en el vector A ZipLox se pueden
rastrear usando sondas fabricadas a partir de
oligonucledtidos o con anticuerpos. Los ADNc
clonados dentro del sitio del polylinker del vector
residen dentro del gen lac Z'. Cuando el promotor
lac es inducido con IPTG, el gen se expresa como
una proteina de fusion con la porcibn amino-
terminal del fragmento de la B-galactosidasa
codificada por lacZ'.

Para la construccion de la genoteca se usaron
60-72 ng de ADNCc, que se ligaron a los brazos
Notl-Sall del vector AZipLox (200 ng), para luego
ser empacados en las cabezas y colas del fago
(GigapackO 1l Gold Packaging; Stratagene). El
fago se uso6 en la infeccién de la cepa huésped
de Escherichia coli Y1090 (ZL)O de Promega.

Ademés de la genoteca de ADNc de la cepa
FCB2 de P. falciparum, se trabajé con otra
genoteca de ADNCc, representativa de los estadios
de vida asexual, de la cepa Dd2 del parasito
(adquirida en el Malaria Research & Reference
Reagent Resource Center, MR4) y construida en
el vector AZAPIlI mediante metodologia
previamente estandarizada (23), y cuyo titulo fue
de 2 x 105 ufp/ml.

Manejo de la genoteca

La representatividad de la genoteca se calcul6
mediante la formula de Clark y Carbon (22),
seguln la cual el nUmero minimo de clones totales
requeridos para construir una genoteca
representativa del parasito P. falciparum es de
16.942. Adicionalmente, esta representatividad
se confirmé mediante la busqueda por PCR de
clones para genes de copia Unica, como actina |
y CaM, utilizando oligonucleétidos especificos
(cuadro 1). También se buscaron clones de las
PuCaM: GOGAT, Pfmyo A, Pfmyo B y Pfmyo C.
Parala busqueda de un clon de GOGAT, se utilizé
como herramienta una pareja de oligonucleétidos
especificos disefiados a partir de la secuencia
del gen informada en el GENBANK (nimero de
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acceso, Y17045.1), los cuales amplifican un
fragmento de 811 pb que contiene la secuencia
que codifica para la proteina de 36,5 kDa aislada
en nuestro laboratorio. Para la blusqueda de
clones de las miosinas Pfmyo A, Pfmyo B y Pfmyo
C se disefiaron oligonucledétidos especificos para
cada gen con base en las secuencias informadas
en el GENBANK.

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo
usando 1 Yl de cada genoteca y los siguientes
reactivos: oligonucleoétidos iniciadores (1 UM de
cada uno), dNTPs (200 UM de cada uno), MgCl2
2 mM vy el tampon de la reaccién (Tris-HCI 10
mM a pH 9,0, KCI 50 mM, Triton X-100 al 0,1% v/
v). Las condiciones de la reaccion de PCR fueron
las siguientes: 1 ciclo de 95 °C durante 10 minutos
y 72 °C durante 5 minutos con adicion de 2,5
unidades de Taq ADN polimerasa, seguido de
40 ciclos como sigue: temperatura de
denaturacion a 94 °C durante 2 minutos,
temperatura de anillamiento del oligonucleétido
a 53 °C durante 1 minuto y temperatura de
extensién a 72 °C durante 2 minutos. Los
productos de PCR se separaron por electroforesis
horizontal y se visualizaron mediante tincion con
bromuro de etidio (0,5 pg/ml). La electroforesis
se hizo en geles de agarosa al 1% en TBE (Tris
base 890 mM; acido bdrico, 890 mM; EDTA 20
mM a pH 8,0). La corrida se hizo a un voltaje de
5V/cmy el gen se someti6 a tincidon con bromuro
de etidio de 10 a 20 minutos y se observo con luz
uVv.

Rastreo y aislamiento de los clones de PuCaM

El rastreo de los clones de GOGAT y de Pfmyo
A se hizo mediante el ensayo de hibridacion de
filtros réplicas con sondas de oligonucleotidos
marcadas radiactivamente con 2P y con
actividades especificas de en un rango de entre
2y 7 x10° cpm/|ug de ADN. Los filtros réplica se
hicieron a partir de cajas sembradas con 2 x 10*
ufp. Una vez hecha la blsqueda inicial, se
seleccionaron las sefiales de los posibles clones
recombinantes para cada gen y se confirmaron
por PCR. Se hicieron tres rondas sucesivas de
seleccion con el fin de obtener clones puros.

Se preparé un lisado de fagos a partir de un cultivo
liguido de bacterias E. coli competentes,
infectadas con los fagos que tienen el clon puro.
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GENOTECADS DE ADNc DE P. FALCIPARUM

Cuadro 1. Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para cada gen y tamafios de los fragmentos amplificados

sobre ADN gendémico de P falciparum.

Gen (codigo Secuencia del oligo Secuencia del oligo Longitud del
GENBANK) sentido antisentido

fragmento

(pb)

Actina | ACAGGAGTTGCAGGAGATGAT GTAGTTGTGTGGATTCCTGC 800
(Af177282)
CaM GGGTATCATCATTTTAACAAAC GTAGTTGTGTGGATTCCTGC 190
(M99442)
GOGAT AGAAGGAGGAGAAGCAGAAG GTAGTTGTGTGGATTCCTGC 811
(Y17045)
Pfmyo A TCCTCCTTCTGGTTCAATTCTTG GTATTCAATTAGAGGTCCTTCC 725
(AF105117)
Pfmyo B GGGTGGTAAATCTAATTGTAGTG CTGATTCAATTAGAGAGGTCCTTCC 440
(Af22716)
Pfmyo C GGTAATAATACGCATGATGATCC GAGTAACAACTTATTCGACATGC 453
(Af222717)

El ADN del fago se obtuvo a partir de este lisado
utilizando el estuche Wizard Lambda Prepsé
(Promega).

Calculo del tamafio de los insertos clonados
de GOGAT y Pfmyo A

El tamafio de los insertos clonados se calcul6
mediante PCR con oligonucleétidos de los
promotores T7 (Promega) y pUC-M13 (Promega),
que flanquean el lugar de insercién, en el caso
de clones de la genoteca de la cepa FCB2, y con
los oligonucleétidos de los promotores T7 y T3
para los clones de la genoteca de la cepa Dd2.
También se hizo digestién del ADN de los fagos
recombinantes con endonucleasas de restriccion
que flanquean los insertos clonados.

Southern blotting

Se hizo confirmacion de los insertos mediante
Southern blotting con sondas marcadas por PCR
con 14-biotin dCTP. Los geles de agarosa se
transfirieron a membranas de nylon (Hybonda N;
Amersham) mediante protocolo previamente
estandarizado. Las membranas se prehibridaron
durante 2 horas a 42 °C con una solucién que
contiene: formamida al 50% v/v, SSC 5X , fosfato
de sodio 20 mM (pH 6,5), solucién Denhardt al
5% (Ficoll 400 al 0,2% p/v, polivinilpirrolidona al
0,2% plv, albumina sérica bovina al 0,2% p/v) y

ADN de esperma de salmdn denaturado a una
concentracién final de 0,5 mg/ml. Luego, las
membranas se hibridaron toda la noche a 42 °C
con lamisma solucién ala que se le agregé 0,1 a
0,5 Mg de la sonda biotinilada denaturada. Para
la deteccidn de las sefiales, se sigui6 el siguiente
protocolo: la membrana se lav6 con soluciones
de baja astringencia (SSC 2X, SDS al 0,1%) a
temperatura ambiente para remover el exceso de
la sonda y con una solucién de alta astringencia
(SSC 0,2 X, SDS 0,1%) a 50 °C para eliminar las
inespecificidades. La membrana se bloque6 con
una solucion de BSA al 3% en TBS p/v a 68 °C
durante 1 hora. Luego se hizo la unién al conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina (1 pg/ml) en TBS
durante 15 minutos, seguido de lavados con TBS-
Tween 20 al 0,1% v/v. Las sefiales se visualizaron
con NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indol-fosfato).

Secuencia parcial del inserto de GOGAT

Con el fin de confirmar la identidad del clon se
hizo secuenciacidn del inserto. La secuencia se
realizé en el Laboratorio de Fisiologia Molecular
del Instituto Nacional de Salud, utilizando el
estuche Big Dye Terminator y el secuenciador
ABI PRISM 310 (Applied Biosystems), que
detecta moléculas marcadas con fluorocromos.
La reaccion quimica se basa en el método del
dideoxi desarrollado por Sanger y col. (24). La
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secuencia del inserto se comparé con la
informada para el ARNm de GOGAT de P.
falciparum (GENBANK Y17045), a través del
programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool).

Resultados
Construccion de la genoteca de ADNc

Con el objetivo de obtener clones de ADNc de
las proteinas GOGAT y Pfmyo A se construy6
una genoteca de ADNc en el vector de expresion
procariotico AZipLox a partir de ARNm aislado
de parésitos asincronicos de la cepa colombiana
de P. falciparum, FCB2. Este ARNm se us6 para
la sintesis de ADNc. En cuanto a los rendimientos
obtenidos durante la sintesis del ADNc, al final
se obtuvo 229 ng de ADNCc, lo que permitié hacer
dos clonaciones, una de las cuales dio origen a
una genoteca cuyo titulo superé dos veces el
valor minimo de clones recombinantes requerido
para una genoteca representativa del parasito,
por lo que se utiliz6 para la basqueda y
aislamiento de los genes de interés.

Identificacion de clones de PuCaM

Mediante PCR, en total se pudo identificar la
presencia de tres clones en la genoteca de la
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cepa FCB2 de P. falciparum'y seis clones en la
genoteca de la cepa Dd2 del parasito. Se
identificaron clones para los genes de actina I,
calmodulina (resultados no mostrados) y GOGAT
en ambas genotecas de ADNc (figura 1).
Ademas, se identificaron clones para las miosinas
Pfmyo A, Pfmyo B y Pfmyo C en la genoteca de
ADNCc de la cepa Dd2 (figura 2). Los clones para
los genes de actina I, CaM, GOGAT y Pfmyo A
se aislaron mediante hibridacién de filtros réplica,
obtenidos de las cajas de cultivo con sondas
radiactivas marcadas con [0-32P] dCTP.

Caélculo del tamarfio del inserto de GOGAT

La reaccion de PCR con los oligonucleétidos de
los promotores T7 y pUC M13 sobre el ADN del
fago recombinante AZipLox-GOGAT dio un
producto de 1.540 bp de los cuales 175
corresponden al vector. Esto indica que el clon
aislado de la genoteca de la cepa FCB2 contiene
insertos de 1.365 pb, aproximadamente. Se
aislaron, ademas, clones de GOGAT en una
genoteca de ADNCc representativa de los estadios
asexuales de la cepa Dd2 del parasito. El tamafio
del inserto presente en este clon se estimé por
PCR con los oligonucleo6tidos de los promotores
T7 y T3; el resultado fue un producto de 2.550

1000 pb
500 pb

1000 pb _|
500 pb |

Figura 1. Resultados obtenidos del PCR realizado para identificar la presencia de clones de GOGAT en las genotecas de
ADNCc. Un volumen de 1 pl de cada genoteca se sometié a una reaccién de PCR usando oligonucleétidos especificos que
amplifican para un producto de 811 pb de GOGAT. A. Busqueda del clon en la genoteca de la cepa FCB2. B. Busqueda en

la genoteca de la cepa Dd2.

M: marcador de peso molecular Ladder de 1 kb; 1) amplificado sobre la genoteca completa de ADNc; 2) control positivo
sobre ADN genémico de FCB2; 3) control negativo del PCR sin ADN.
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pb, de las cuales 135 pb corresponden al vector.
La identidad de este inserto se confirmd por
Southern blotting con una sonda biotinilada de
811 pb, cuya identidad habia sido previamente
comprobada por secuenciacion (figura 3).

Secuenciacion parcial del inserto de GOGAT

Se lograron secuenciar 144 pb del extremo 5'y
101 pb del extremo 3' de la secuencia parcial del
clon de GOGAT aislado de la genoteca de la
cepa Dd2 del parasito. Este resultado permitid
confirmar la identidad del clon, definir el tamafio
del inserto y su posicién con respecto a la
secuencia codificante completa del gen reportada
en el GENBANK y que tiene un tamafio de 9.720
pb. Elinserto clonado tiene un tamarfio de 2.413
pb, que es el 24,8% de la secuencia informada y
se encuentra entre las posiciones 2.384 y 4.797
de ésta. El alineamiento entre las secuencias de
los extremos 5'y 3' del inserto con la secuencia
informada en el GENBANK mostr6 una identidad
del 98 y del 81%, respectivamente (figura 4). Hay
que tener en cuenta que durante la secuenciacion
se generan errores en la lectura de algunas
bases, lo que se traduce en disminucion en los
porcentajes de identidad de los alineamientos
entre secuencias (acéa, por ser sélo una

GENOTECADS DE ADNc DE P. FALCIPARUM

confirmacién, se secuencid una vez y para cada
extremo una sola cadena). Finalmente, la
digestion del ADN del fago recombinante AZAPII-
GOGAT con las enzimas de restriccion EcoRIl y
Xhol mostré un patrén de bandas que concuerda
con el andlisis de restriccion tedrico realizado
sobre la secuencia codificante del gen con estas
enzimas (figura 5).

Calculo del tamafio del inserto de Pfmyo A

Se hizo PCR con los oligonucleétidos externos
de los promotores T7 y T3 para calcular el
tamafio del inserto de Pfmyo A clonado. No se
obtuvo ningun producto con éstos, pero se logré
amplificacion con T3 y un oligonucledtido interno
sentido de Pfmyo A, al igual que con T7 y un
oligonucledtido interno antisentido de Pfmyo A.
Este experimento permitié calcular el tamafio del
inserto en aproximadamente 2.500 pb. La
identidad de estos productos se confirmé por
Southern blotting con una sonda biotinilada de
725 pb, cuya identidad habia sido previamente
comprobada por secuenciacion (figura 6).

Se hizo, ademas, digestion del ADN del fago
recombinante de Pfmyo A con las endonucleasas
de restriccion EcoRI-XhoRI'y con Notl- Xhol. La
digestion con EcoRI-Xhol produjo tres fragmentos

Fimyo A

Pimyo B

Fifmyo C

1000 pb

500 pb 1000 ph

500 pb

w

1000 pb
500 pb

Figura 2. Resultados obtenidos del PCR realizado para identificar la presencia de clones de miosinas Pfmyo A, Pfmyo B
y Pfmyo C en las genotecas de ADNc. Para la bisqueda de clones de Pfmyo A se utilizaron oligonucleétidos especificos
que amplifican un producto de 725 pb; los oligonucleétidos para Pfmyo B amplifican un producto de 440 pb y los de Pfmyo

C, un producto de 453 pb.

M: marcador de peso molecular Ladder de 1 kb; 1) amplificado sobre la genoteca de ADNc de la cepa FCB2; 2) sobre la
genoteca de ADNc de la cepa Dd2; 3) control positivo sobre ADN genémico de FCB2; 4) control negativo del PCR.
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3000 pb
2000 pb
1600 pb

1000 pb

500 pb

2550 pb

1 &11 pb

Figura 3. PCR para calcular el tamafio del inserto de GOGAT del clon aislado de la genoteca de la cepa Dd2. Se utilizé
como plantilla ADN del fago recombinante. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1% (A) y se transfirieron a una membrana de nylon, la cual se hibridiz6 con una sonda biotinilada

especifica para GOGAT (B).

M: Ladder 1 kb; 1) ADN AZapll-GOGAT; 2 y 3) producto de amplificaciéon con los oligonucleétidos de los promotores T3 y
T7; 4) producto de amplificaciéon con oligonucleétidos internos de GOGAT.

cuyos tamafios son: 1.647, 789y 437 pb. Por su
parte, la digestion con Notl-Xhol produjo un sélo
fragmento de 2.457 pb (figura 7). Estos resultados
concuerdan con el andlisis de restriccién tedrico
gue se hizo con estas enzimas sobre la secuencia
codificante del gen completo de Pfmyo A
informada en el GENBANK (AF105117).
Discusion

La construccion de las genotecas de ADNc de
P. falciparum es una herramienta excelente para
aislar genes que se expresan en estadios
especificos de desarrollo del parasito P.
falciparum. En este trabajo se construy6 una
genoteca de ADNc en el vector de expresién
procariético AZipLox, que produce clones
direccionados, lo que permite tener un rapido
acceso a transcritos abundantes, a la vez que
hace posible la subclonacién en sistemas de
expresion. Las genotecas construidas en
vectores derivados del fago A presentan la ventaja
de tener una alta eficiencia de empaquetamiento
in vitroy produce alta densidad de fagos, factores
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importantes para la seleccién de transcritos poco
abundantes.

En la genoteca se aislaron clones de genes de
copia Unica como actinay CaM. Se aisl6 también
un clon para el gen de la enzima GOGAT. La
actina y la CaM son proteinas que cumplen
papeles fundamentales en los eventos de fuerza
gue ocurren durante el ciclo de vida del parasito.
Los genes completos de estas proteinas ya se
han informado y es de especial importancia tener
los clones de ADNc que pueden usarse para su
expresion. Por su parte, GOGAT es una enzima
gue ha despertado un gran interés ya que podria
ser un excelente blanco terapéutico para la
malaria. Esta enzima no se encuentra en el
humano; su actividad se ha informado en
microorganismos como E. coli y Azospirilum
brasilense, en levaduras como Sacharomyces
cerevisiae y en plantas superiores. En P.
falciparum, la L-glutamina es un sustrato
indispensable para el crecimiento in vitro del
parasito. En trabajos previos realizados en el



Biomédica 2002;22:241-52

GENOTECADS DE ADNc DE P. FALCIPARUM

AggaLyAddALgafagaTg=atcagaa

Sacuencia del exiremo 5' con el primar del promiotor TA:

Secusncia del exdrema 3' con el aligonucisotido ded promobor T

162 sFAaSaAggasat Er QT TCT T Ea

102 aggatggasttgaapatgtgt ".r|'|'|'1‘--‘.'.'|-.1'5'£--.-- LA

tecktggatg

Figura 4. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de los extremos 5' y 3' del inserto de GOGAT clonado en la
genoteca de la cepa Dd2 y de la secuencia codificante de NADH-GOGAT de P. falciparum (nimero de acceso al GENBANK
Y17045.1). Las bases subrayadas y sefialadas en negrilla indican diferencias entre las secuencias. Los huecos (gaps)

presentes en las secuencias se indican con un guion.

Laboratorio de Bioquimica del INS, se aislé una
proteina de 36 kDa (que, por trabajos que
conocemos ahora, debia ser un producto de
degradacion), cuya secuencia presentd una alta
homologia con la enzima GOGAT de origen
vegetal. Recientemente, se informé en el
GENBANK la secuencia codificante del gen de
GOGAT de P. falciparum, que posee un tamafio
de 9.720 pb. A pesar de ello, no se sabe nada
acerca del gen ni de la proteina; tampoco se ha
definido si la enzima est4 activa en el parasito.
Por lo anterior, es de gran importancia la
obtencidn de clones de ADNc de GOGAT, que
servirian como herramienta para la
caracterizacion molecular del gen y para los
estudios de funcionalidad de la proteina.

En este trabajo se rastred otra genoteca de ADNc
representativa de los estadios asexuales de la
cepa Dd2 de P. falciparum. En ella se identificd
la presencia de los clones de actina I, CaM,
GOGAT, las miosinas Pfmyo A, Pfmyo B y Pfmyo
C y se aislaron clones de GOGAT y de Pfmyo A.

Los insertos de GOGAT y Pfmyo A clonados se
aislaron haciendo una reaccién de PCR con
oligonucledtidos universales que tienen sitios de
anillaje en regiones del vector que flanquean los
sitios de clonacion, como se describié en la
metodologia. El clon de GOGAT aislado de la
genoteca de la cepa FCB2 tiene un inserto de
1.365 pb. El clon de GOGAT aislado de la
genoteca de la cepa Dd2 tiene un inserto de 2.413
pb; su identidad se confirmé por secuenciacion y
comprende las posiciones 2.384 y 4.797 de la
secuencia codificante del gen. A pesar de que
los clones de GOGAT encontrados en ambas
genotecas parecen no tener la secuencia
codificante completa (9.720 pb), este resultado
es muy interesante, ya que se logré obtener un
fragmento muy grande del gen que esta
expresandose durante el estadio de vida sexual
del parésito. Un ARNm de 9.720 pb, como el de
GOGAT, es dificil de aislar en genotecas de
ADNCc y el clon obtenido de la genoteca de la cepa
Dd2 es el fragmento aislado mas grande. Los
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— DNA diel fage .
2001 pb
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Figura 5. Digestion con enzimas de restriccion del ADN del
fago recombinante AZapll-GOGAT. Se hizo corte con las
enzimas de restriccion EcoRly Xhol al vector con el inserto.
El andlisis de restriccion tedrico que se realizé sobre la
secuencia codificante de GOGAT indica que deben liberarse
dos fragmentos, uno de 2.081 pb y otro de 332 pb (que se
localiza en el mismo lugar del ARN del fago). Los resultados
se analizaron mediante electroforesis en agarosa al 1,5%
en TBE 1X.

M: Ladder de 1 Kb. 1) ADN AZapll-GOGAT sin digerir; 2)
ADN AZapll-GOGAT digerido con las dos enzimas.
resultados obtenidos en trabajos realizados en
nuestro laboratorio mediante experimentos de
inmunotransferencia con un anticuerpo policlonal
desarrollado contra GOGAT han permitido la
deteccion de polipéptidos con tamafios de 70 y
160 kDa, las cuales muy probablemente
correspondan a productos de degradacién de la
proteina GOGAT. Los clones de GOGAT aislados
en este estudio constituyen una valiosa
herramienta para la caracterizacion de la proteina,
ya que la expresion de estos fragmentos de ADNc
serviria en la produccién de anticuerpos
policlonales o monoclonales, que podrian
emplearse para determinar la actividad de la
proteina en el parésito.

Otro clon que se aisl6 en la genoteca de ADNc
de la cepa Dd2 del parasito fue el de la miosina
Pfmyo A. Esta es otra proteina que se ha
propuesto como componente de un motor
actomiosina que estaria generando la fuerza
requerida para la invasion del parasito al eritrocito.
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El tamafio del inserto de Pfmyo A clonado se
estimé en aproximadamente 2.500 pb, que
concuerda con el calculado para la secuencia
codificante completa, que es de 2.457 pb. Los
experimentos con enzimas de restriccion
permitieron confirmar este tamafio.

El hallazgo de un clon de ADNc completo de
Pfmyo A constituye un paso importante para
futuros estudios en el parasito. Este es el primer
informe de un clon de ADNc completo de Pfmyo
A. La secuencia del gen informada en el
GENBANK (AF105117) se logré a partir de un
producto de amplificacién por PCR con un
oligonucleotido antisentido correspondiente a la
colay un oligonucleétido sentido correspondiente
a un motivo conservado en el dominio de cabeza
de las miosinas. La blsqueda de la secuencia
de este producto en la base de datos del proyecto
del genoma de P. falciparum permitié completar
la secuencia del ARNm. Pfmyo A muestra un alto
grado de homologia con las miosinas de clase
XIV de Toxoplasma gondii previamente
identificadas (25,26). La proteina tiene una masa
molecular de 90 kDa, lo que la hace uno de los
motores moleculares mas pequefios que se han
identificado hasta ahora. Las miosinas clase XIV
no poseen los motivos IQ que han sido implicados
en la unién a proteinas reguladoras como la
calmodulina y las proteinas relacionadas con la
calmodulina; sin embargo, poseen aminoacidos
conservados que podrian representar una forma
diversa de motivos 1Q (18). Este clon de ADNc
de Pfmyo A constituye una valiosa herramienta
para realizar estudios de localizacion, determinar
particularidades de la proteina que la diferencian
de las miosinas del hospedero y para llevar a
cabo estudios fisiolégicos y funcionales que
permitan definir su papel durante la invasion.

En este trabajo también se identificd la presencia
de clones para los genes de Pfmyo B y Pfmyo C
en la genoteca de ADNc de los estadios de vida
asexual de la cepa Dd2 del parasito. Es de gran
importancia que otras miosinas en el parasito
también se estén expresando durante el estadio
asexual. El aislamiento de clones con genes de
estas miosinas permitiria definir las actividades
de fuerza que pueden estar progresando a lo
largo del desarrollo asexual del parasito; por
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Figura 6. PCR para calcular el tamafio del inserto de Pfmyo A del clon aislado de la genoteca de la cepa Dd2. Se utiliz6
como plantilla ADN del fago recombinante. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1% (A) y se transfirieron a una membrana de nylon, la cual se hibridizé con una sonda biotinilada
especifica para Pfmyo A (B).

M: Ladder 1 kb; 1) amplificacion con los oligonucleétidos de los promotores T3 y T7; 2) producto de amplificacion con T3-
PfmyoA(s); 3) producto de amplificacion con T7-PfmyoA (as); 4) producto de amplificacion con oligonucleétidos internos
PfmyoA(s)-Pfmyo A(as); 5) control negativo del PCR sin ADN.

A
DA del faps 2300 pb
2000 ph 1647 pb
2457 pb
2300 ph
— 789 pb
508 pbi — 437 pb
EcoRT EcoRI
Net I T Eco R 1 Niver 1
A A
| | I
1) {1353) [2134) (2487}

Figura 7. Digestién con enzimas de restriccion Notl/EcoRIl y Xhol del ADN del fago recombinante AZapll-Pfmyo A. El
resultado se analizé mediante electroforesis en agarosa al 1,5%.

M: Lambda Hindlll; ADN AZapll-Pfmyo A sin digerir; 2. ADN AZapll-Pfmyo A digerido con las dos enzimas. Primer panel,
digestion con Notl y Xhol, produjo una banda de 2.457 pb que corresponde al inserto completo de Pfmyo A. Segundo
panel, digestion con EcoRI y Xhol, produjo tres fragmentos con los tamafios: 1.647, 789 y 437 pb.
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tanto, se continuard trabajando en el aislamiento
y confirmacion de estos clones como parte de
otro trabajo de investigacion del Laboratorio de
Bioquimica del INS.
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