CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

Anadlisis funcional de la proteina tumoral controlada

traduccionalmente (TCTP) de Plasmodium falciparum

Tesis que presenta
M. en C. Berenice Calderén Pérez

Para obtener el grado de

DOCTORA EN CIENCIAS
EN LA ESPECIALIDAD DE BIOTECNOLOGIA

Director de la Tesis: Dr. Roberto Ruiz Medrano

México, D.F. Marzo 2014



El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV
bajo la direccidn del Dr. Roberto Ruiz Medrano y la asesoria de
la Dra. Beatriz Xoconostle Cazares, el Dr. Jaime Ortega Lopez
de este mismo departamento, la Dra. Rosaura Hernandez Rivas
del Departamento de Biomedicina Molecular

y la Dra. Rosalia Lira Carmona del Centro Médico Nacional Siglo XXI.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Roberto Ruiz Medrano por su valiosa guia y confianza brindada, asi como
por el constante contagio de entusiasmo, superaciéon y dedicacion a la

investigacion.

A la Dra. Beatriz Xoconostle Cazares por su dedicacion, interés y su valiosa calidad

humana.

A la Dra. Rosaura Hernandez Rivas, la Dra. Rosalia Lira Carmona y el Dr. Jaime
Ortega Lopez por formar parte del comité tutorial, por su interés, apoyo y

orientacion para la realizacion del presente trabajo.

A la Q.B.P. Lidia Gémez Silva, auxiliar de investigacion del Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria, por el apoyo técnico para el desarrollo

experimental del trabajo.

A la Q.A. Silvia Beatriz Altamirano Morales, auxiliar de investigacion del
Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, por el apoyo técnico para el

desarrollo experimental del trabajo.



AGRADECIMIENTOS

A José Luis SAnchez Figueroa, auxiliar técnico del Departamento de Biotecnologia

y Bioingenieria, por el apoyo técnico para el desarrollo del trabajo.

A la M. en C. Claudia Ivonne Flores Pucheta, auxiliar de investigacion del
Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, por el apoyo técnico para la

expresion, produccion y purificacion de proteinas recombinantes.

Al 1.B.Q. Jesus Vega Estrada, auxiliar de investigacion del Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria, por el apoyo técnico para la producciéon de

proteinas recombinantes y su escalamiento.

Al Técnico en Quimica Industrial José Trinidad Higareda Chéavez por el apoyo

técnico en el cultivo celular y la consecucioén de lineas celulares.



AGRADECIMIENTOS

Al Biol. Jesus pablo Gomez Islas, auxiliar de investigacion del Departamento de
Genética y Biologia Molecular por el apoyo técnico para el mantenimiento,

conservacion y transfeccion de cultivos celulares.

A la Dra. Dulce Maria Delgadillo Alvarez del Departamento de Biomedicina

Molecular por el apoyo técnico para la inmunolocalizacion de proteinas.

Al M. en C. Victor Hugo Rosales Garcia de la Unidad de Citometria del Laboratorio
Nacional de Servicios Experimentales del CINVESTAV, por su apoyo téchnico y

experta colaboracion para la citometria de flujo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada (no. becario

172814) para la realizacidon del presente trabajo.



CONTENIDO

indice de figuras
indice de cuadros
Abreviaturas
RESUMEN
ABSTRACT

1. INTRODUCCION
1.1 Malaria
1.1.1 Mecanismos de infeccion de la malaria
1.1.2 Respuesta inmune contra malaria
1.1.3 Control y tratamiento de la malaria
1.2 Proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP)
1.2.1 GendeTCTP
1.2.1.1 Estructura del gen y pseudogenes
1.2.1.2 Caracteristicas del mRNA de TCTP
1.2.2 Estructura de TCTP
1.2.2.1 Semejanza estructural de TCTP con otras proteinas
1.2.2.2 Dominios conservados en TCTP
1.2.3 Sintesis y recambio de TCTP
1.2.3.1 Niveles de expresion de TCTP
1.2.3.2 Regulacion transcripcional y traduccional de TCTP
1.2.4 Funcion biolégica de TCTP
1.2.4.1 Interacciones moleculares
1.2.4.2 Importancia celular
1.2.4.3 Secreciéon de TCTP
1.2.4.4 Actividades extracelulares
1.3 TCTP de parasitos
1.3.1 TCTP de P. knowlesi
1.3.2 TCTP de P. falciparum

2. JUSTIFICACION

Pagina

26



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo particular

3.2 Objetivos especificos

4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 ETAPA: Analisis estructural in silico de PfTCTP y HsTCTP
5.1.1 Analisis de la estructura primaria
5.1.2 Analisis de la estructura secundaria y terciaria
5.1.3 Prediccion de interacciones proteina-proteina
5.2 ETAPA: Expresidn y purificacidn de las proteinas recombinantes
5.2.1 Extraccion de RNA total de humano
5.2.2 Sintesis de cDNA
5.2.3 Material genético de P. falciparum
5.2.4 Amplificacion del gen de PfTCTP y HsTCTP
5.2.5 Clonacion de PfTCTP y HsTCTP
5.2.5.1 Purificacién de productos de PCR
5.2.5.2 Obtencion de plasmidos recombinantes
5.2.5.3 Preparacioén de células competentes
5.2.5.4 Transformacioén de células competentes
5.2.5.5 Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina
5.2.6 Subclonacién de PfTCTP y HSTCTP en el vector de expresion

5.2.7 Induccién de proteinas recombinantes de TCTP

5.2.7.1 Obtencion de fraccion soluble, insoluble y aislamiento de cuerpos de

inclusiéon
5.2.7.2 Estandarizacion de las condiciones de induccion
5.2.7.3 Identificacion de proteinas recombinantes por Western Blot
5.1.8 Purificacién de proteinas recombinantes de TCTP
5.2.9 Marcaje de las proteinas recombinantes
5.3 ETAPA: Andlisis funcional in vitro de TCTP recombinante
5.3.1 Aislamiento de linfocitos B de bazo de ratén
5.3.1.1 Material biolégico
5.3.1.2 Obtencién de esplenocitos totales
5.3.1.3 Aislamiento de linfocitos B

5.3.1.4 Estimulacion de linfocitos B con un mitbgeno

27
27
27

28

29
29
29
29
30
30
30
31
32
32
34
34
35
35
36
37
38
39
40

41
42
42
43
44
44
44
44
45
46



5.3.2
5.3.3

Ensayos de proliferacion celular

Localizacion de TCTP recombinante en linfocitos B

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1

6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.2

6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.4
6.2.5

ETAPA: Analisis estructural in silico de PfCTP y HSTCTP

Analisis de la estructura primaria

Analisis de la estructura secundaria y terciaria

Prediccion de interacciones proteina-proteina

ETAPA: Expresion y purificacion de TCTP recombinantes

Extraccion de RNA total de sangre periférica humana y sintesis de cDNA
Amplificacion del gen de PfTCTP y HSTCTP

Clonaciéon del gen de HsSTCTP y PfTCTP

Subclonacién de PfTCTP y HsTCTP en el vector de expresion

Ensayo de induccion e identificacion de las proteinas recombinantes

6.2.5.1 Estandarizacion de las condiciones de induccion

6.2.6
6.2.7
6.3

6.3.1

Purificacion de las proteinas recombinantes
Marcaje de las proteinas recombinantes
Andlisis funcional in vitro de TCTP recombinante

Aislamiento de linfocitos B de bazo de ratén

6.3.1.1 Obtencioén de esplenocitos totales

6.3.1.2 Aislamiento de linfocitos B

6.3.1.3 Estimulacion de linfocitos B con un mitégeno

6.3.2
6.3.3

Ensayos de proliferaciéon celular

Localizacién de TCTP recombinantes en linfocitos B de ratén

7. CONCLUSIONES

8. BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

46
a7

48
49
49
50
54
57
57
57
59
63
64
65
67
70
71
72
72
72
73
74
79

81

83

90



indice de figuras

Pagina
Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium. 7
Figura 2. Estructura de TCTP de S. pombe. 13
Figura 3. Topologia de TCTP en comparacion con Mss4. 14

Figura 4. Comparacion de estructura secundaria y 23
terciaria de TCTP de S. pombe y P. knowlesi.

Figura 5. Estrategia experimental del proyecto. 28

Figura 6. Analisis de la estructura primaria de HsTCTP y 50
PfTCTP

Figura 7. Alineamiento de la estructura terciaria de 53
HsTCTP (PDB 1yz1) y PfTCTP (PDB 3p3K).

Figura 8. Prediccion de las interacciones proteina- 55
proteina de HsTCTP.

Figura 9. Prediccion de las interacciones proteina- 56
proteina de PfTCTP.

Figura 10. RNA total de sangre periférica humana. 57

Figura 11. Efecto de la temperatura de alineamiento en 58
la amplificacion del gen de HSTCTP

Figura 12. Efecto de la temperatura de extension en la 59
amplificacion del gen de PfTCTP

Figura 13. Verificacidon de la presencia de inserto (ORF) 60
de HSTCTP y PfTCTP en pDrive.

Figura 14. Verificacidon de la presencia de inserto (ORF) 64
de HsTCTP y PTCTP en pProEXHTb.



Figura 15. Identificacion de las proteinas recombinantes
mediante Western Blot

Figura 16. Identificacion de las proteinas recombinantes
mediante Western Blot

Figura 17. Identificacion de las proteinas recombinantes
mediante Western Blot

Figura 18. Identificacion de las proteinas recombinantes
purificadas por cromatografia de afinidad por medio de
ensayos Western Blot empleando anticuerpos anti-His.

Figura 19. Identificacion de las proteinas recombinantes
purificadas por cromatografia de afinidad.

Figura 20. Perfil electroforético de las proteinas
recombinantes marcadas con fluorocromo.

Figura 21. Efecto de la concentracion de LPS sobre
linfocitos B.

Figura 22. Efecto de la presencia de TCTP recombinante
sobre la densidad celular viable de linfocitos B

Figura 23. Efecto de la presencia de TCTP recombinante
sobre el porcentaje de distribucidon de las etapas del
ciclo celular en linfocitos B.

Figura 24. Efecto de la presencia de TCTP recombinante
sobre la incorporacion en linfocitos B.

Figura 25. Localizacion de TCTP recombinante en
linfocitos B.

65

66

67

69

70

71

74

75

76

a

79



indice de cuadros

Cuadro 1. Oligonucledétidos empleados para la amplificacion del
gen de TCTP humana y de P. falciparum.

Cuadro 2. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
HSTCTP y PITCTP.

Cuadro 3. Alineamiento de la estructura secundaria de HsSTCTP y
PfTCTP.

Cuadro 4. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleoétidos
de clonas del ORF de TCTP humano.

Cuadro 5. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleotidos
de clonas del ORF de TCTP de P. falciparum.

Cuadro 6. Composicion de las soluciones de equilibrio, lavado y
elucibn empleadas para la purificacion de las proteinas
recombinantes con afinidad a niquel.

Cuadro 7. Composicion de las soluciones de equilibrio, lavado y
elucibn empleadas para la purificacion de las proteinas
recombinantes con afinidad a niquel.

Pagina

33

51

52

61

62

68

69



Abreviaturas

cDNA
DEPC
Dss4
GEF
HRF

HSTCTP

MRNP
Mss4
ORF
PfTCTP
PKR
Rheb
RNAI
rpm
TCTP

UTR

Acido desoxirribonucleico complementario
Dietilpirocarbonato

Supresor dominante de Sec4

Factor de intercambio de nucledétidos de guanina
Factor de liberacion de histamina

TCTP de humano

Interleucina

Particula de ribonucleoproteina

Supresor de Sec4 en mamiferos

Marco de lectura abierto

TCTP de Plasmodium falciparum

Proteina cinasa R

Homologo de Ras enriquecido en cerebro
Acido ribonucleico de interferente

Revoluciones por minuto

Proteina tumoral controlada traduccionalmente

Region no traducible



RESUMEN

La proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP, por sus siglas en
inglés) ha sido caracterizada parcialmente con respecto a su actividad
bioquimica, patrones de interaccion, funcion fisiologica y localizacion
subcelular o extracelular. TCTP humana (HsTCTP) ha sido descrita como una
proteina que causa la liberacion de histamina en basoéfilos; ademas, se ha
demostrado que la proteina recombinante de TCTP induce la produccion de
interleucina (IL) 8 de eosindfilos y de IL-4 e IL-13 de basdéfilos humanos, y actua

como factor de crecimiento para células B.

Por otro lado, la proteina recombinante de TCTP de Plasmodium falciparum
(PfTCTP) causa in vitro la liberacion de histamina de basofilos y la secrecion
de IL-8 de eosindfilos. En pacientes infectados con el parasito, se ha
demostrado que la proteina estd presente en el plasma (=7 uyg/mL), lo que
podria afectar la respuesta inmune humana. Por lo anterior, en el presente
trabajo se planté el analisis funcional de TCTP de P. falciparum. Basicamente,
se clond y expresd TCTP de este parasito para ver posibles diferencias en
relacion a la estimulacion de proliferacion celular basados en que existe una
alteracion estructural de PfTCTP con respecto a HsTCTP en los aminoacidos 22
a 30 (ausencia de ldmina B) lo que podria afectar las funciones descritas

para esta proteina.

Se marcaron las proteinas recombinantes HSTCTP y PfTCTP con distintos
fluorocromos para ver el efecto de la presencia de las mismas sobre un
cultivo primario de linfocitos B. Se encontr6 que ambas presentan un efecto
de induccidn de la proliferacion de células B; sin embargo, cuando se incuba
con HsTCTP se alcanzdo el doble de concentracion celular viable en

comparacion con PfTCTP al final de la cinética.



El porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular es diferente
para cada una de ellas, medido por citometria de flujo. Ademas, se observo
gue la acumulacion de la proteina PfTCTP es mas rapida que la de HsTCTP y
gue el porcentaje de incorporacion al final de la cinética es mayor para
PfTCTP (96%) que para HSTCTP (54%).

Mediante microscopia confocal se observdé que la localizacidon de HSTCTP y
PfTCTP en linfocitos B difiere ya que los puntos de mayor acumulacion de las

proteinas no son los mismos.



ABSTRACT

Plasmodium falciparum secretes a homologue of the translationally
controlled tumor protein (TCTP) into serum of infected individuals, although
its role in pathogenesis or virulence is unknown. To determine the effect
of P. falciparum TCTP on B cells as compared to human TCIP, fluorescently
labeled proteins were incubated on primary cultures of mouse splenic B

cells and analyzed by flow cytometry and confocal microscopy.

Our results indicate that both recombinant proteins are incorporated
into B cells, but differ significantly in their rate and percentage of
incorporation, being significantly higher for P. falciparum TCTP. Furthermore,
P. falciparum TCTP showed a lower B cell proliferative effect than human
TCTP, suggesting a mechanism through which the former could interfere

in the host’s immune response.



1 INTRODUCCION

1.1 Malaria

La malaria o paludismo es un problema de salud publica mundial que cada
ano ocasiona de 250 a 500 millones de enfermos y de 1 a 3 millones de
muertes; de éstas, 90% ocurre en menores de 5 afios de edad, la mayoria en
Africa (89%) donde también se concentra 59% de los casos clinicos. En el
mundo, cerca de 3 mil milones de habitantes se encuentran en riesgo de
contraer malaria con mayor afectacidn en regiones tropicales y de escasos
recursos economicos (WHO, 2012). En el continente americano, un tercio de
la poblacion reside en areas con algun riesgo para la transmision de la
malaria. De los 293 millones de habitantes que viven en dichas areas, 70%
corresponden a 21 paises con riesgo de transmisidon y el resto, en lugares

endémicos (WHO, 2007).

La malaria es causada por la infeccion del parasito unicelular del género
Plasmodium a través de la picadura del mosquito hembra Anopheles,
transmisor de la malaria humana. La enfermedad causada por esta infeccion
se caracteriza por paroxismos febriles intermitentes, anemia y crecimiento del
bazo o esplenomegalia. Asimismo, es causa importante de anemia infantil y
muerte en embarazadas, bajo peso de los infantes al nacer, partos

prematuros y mortalidad infantil (Rodriguez et al., 2008).

Existen cuatro especies de Plasmodium que infectan al hombre:

P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae (Mouatcho y Goldring, 2013).



De éstas, la mayor carga de la enfermedad la ocasionan P. falciparum que
es la especie mas letal, con predominio en Africa, y P.vivax que predomina
en Asia y América (Mouatcho y Goldring, 2013). Sin embargo, se ha
reportado que P. knowlesi, una especie que infecta simios, también ha
provocado la enfermedad en humanos en el sudeste de Asia (Lee et al.,
2011).

En México, el principal agente etioldgico es P. vivax; algunos casos aislados
de P. falciparum se notifican en estados de la frontera sur, los cuales se
asocian a movimientos migratorios provenientes de Centroamérica y otras
con resistencia a medicamentos antimalaricos (Hernandez-Avila et al., 2006).
México concentré el 0.5 % de los casos de malaria registrados en América
Latina durante el afio 2009. Se estima que 16.7 % de su poblacién se
encuentra con algun nivel de riesgo de adquirir la enfermedad (Betanzos-

Reyes, 2011).

1.1.1 Mecanismos de infeccion de la malaria

La transmision de la malaria se lleva a cabo en ambientes donde las
condiciones microclimaticas favorecen el desarrollo y supervivencia de los
mosquitos anofelinos. Para la transmisidn, los mosquitos vectores obtienen los
parasitos mediante la picadura de personas infectadas y luego los transmiten

a personas susceptibles (Rodriguez et al., 2008).

Plasmodium, el parasito que ocasiona esta enfermedad, es un organismo que
desarrolla su ciclo vida en dos hospederos: en el humano se llevan a cabo
dos ciclos asexuales denominados desarrollo esquizogénico exoeritrocitico y
el intraeritrocitico, y en el mosquito Anopheles se realiza el ciclo esporogdnico
(Figura 1). Estas dos fases son consecutivas y necesarias para que el parasito

complete su ciclo (revisado en Su et al., 2007; Ménard et al., 2013).



El mosquito infectado inyecta parasitos moviles o esporozoitos al torrente
sanguineo del hospedero humano mientras se alimenta de sangre.
Posteriormente, el parasito invade las células hepaticas en pocos minutos e
inicia su multiplicacién formando el esquizonte hepatico. Dos semanas
después, las células del higado infectadas se rompen y se produce la
liberacion de miles de parasitos denominados merozoitos que invaden los
glébulos rojos o eritrocitos del torrente sanguineo. En esta etapa eritrocitica,
los parasitos se multiplican formando esquizontes hematicos que terminan por
hacer estallar el eritrocito que los contiene 48 horas después (o 72 horas en el
caso de infeccion por P. malariae) y liberan un nuevo grupo de merozoitos.
La mayoria de los merozoitos continan con este ciclo de desarrollo asexual
infectando nuevos eritrocitos. Las manifestaciones clinicas se presentan
después que se completan varios de estos ciclos replicativos. La infeccion
hepatica cesa de manera espontanea en menos de cuatro semanas
(excepto P. vivax y P. ovale) y la infeccion parasitaria se limita a los eritrocitos

(revisado en Rodriguez et al., 2008; Betanzos-Reyes, 2011).

Una menor proporcion de merozoitos, producto del desarrollo del ciclo
esquizogonico sanguineo del parasito, libera formas sexuales (gametocitos):
masculina (microgametocitos) y femenina (macrogametocitos). Estas formas
ingresan al mosquito mientras éste se alimenta de la sangre de la persona
portadora de la enfermedad. Los gametocitos sexuales se fusionan y los

cigotos se transforman a oocinetos moviles (Su et al., 2007).

Este parasito cruza la pared del intestino para implantarse en la pared
externa del mismo, dando lugar al ciclo esporogdnico, del que resultan los
esporozoitos que migran a las glandulas salivales a través de las cuales se
inicia nuevamente la transmisién al picar a otro hospedero humano (Su et al.,

2007).
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium. Los gametocitos, las etapas sexuales del parasito, son
ingeridos por el mosco mientras se alimenta de sangre humana infectada y dan lugar a
gametos que emergen y fecundan el intestino medio del insecto. Los cigotos resultantes se
convierten en oocinetos que atraviesan y se alojan debajo de la pared del intestino medio
como ooquistes. El crecimiento y la division de cada uno de los ooquistes produce miles de
formas haploides activas del parasito (esporozoitos) que invaden las glandulas salivales. Los
esporozoitos son inyectados durante la picadura del mosquito a un individuo y son llevados al
higado, donde invaden a los hepatocitos. Los parasitos crecen y se dividen dentro de cada
uno de los hepatocitos para producir decenas de miles de formas haploides. Los parasitos
salen de los hepatocitos como merozoitos y entran al torrente sanguineo. La multiplicacion
del parasito se lleva a cabo en los eritrocitos con ciclos repetidos de invasidn, crecimiento y
division. Esta multiplicacién puede dar lugar a 1012 0 mas eritrocitos parasitados en el torrente
sanguineo, provocando los sintomas de la enfermedad y las complicaciones de la malaria.
En el curso de esta parasitacidn, algunas etapas eritrociticas cambian a desarrollar
gametocitos masculinos y femeninos maduros. El ciclo de vida del parasito se completa
cuando estos gametocitos son tomados por otro mosquito, perpetuando la transmision de la

enfermedad (Tomado de Su et al., 2007).

Los parasitos de las especies P. vivax y P. ovale tienen la particular
caracteristica de permanecer en formas latentes (hypnozoitos) en las células
del higado durante periodos que pueden durar semanas, meses o afos y
reiniciar nuevos episodios de la enfermedad, recaidas o ser fuente de

transmision (Betanzos-Reyes, 2011).



1.1.2 Respuesta inmune contra malaria

Los esporozoitos inyectados en la piel por la picadura del mosquito drenan a
los ganglios linfaticos donde se inicia la activacion de células Ty B, o al
higado donde invaden a los hepatocitos. Los anticuerpos son el primer grupo
de moléculas efectoras que retienen a los esporozoitos en la piel para
prevenir la invasion de las células del higado. El interferon gamma (IFN-y) es
una citosina producida por los linfocitos CD4+ y CD8+ activados, ésta
interviene en activar a los macréfagos para intervenir en la infeccion de los
merozoitos en el higado. Sin embargo, esta respuesta inmune a menudo e€s
insuficiente debido al numero de parasitos que infectan al hepatocito y los
merozoitos emergentes del higado invaden las células rojas de la sangre,
donde se replican y provocan la lisis del eritrocito infectado para invadir

nuevos eritrocitos (Riley y Stewart, 2013).

Los anticuerpos especificos producidos por la respuesta celular opsonizan a
las células del parasito y ademas aglutinan a los eritrocitos infectados. Los
anticuerpos contra las proteinas variantes de superficie también opsonizan y
aglutinan erotrocitos infectados y previenen su secuestro (citoadherencia) en
los vasos sanguineos. Los linfocitos productores de IFN-y activan a los
macrofagos y aumentan la fagocitosis de merozoitos y eritrocitos
opsonizados. Los anticuerpos fijadores de complemento contra gametocitos
lisan a los parasitos en el interior del intestino del mosquito o impiden la
fertilizacion y el desarrollo del cigoto, evitando asi el ciclo sexual del

protozoario (Langhorne et al., 2008).

Los esporozoitos, esquizontes hepaticos y los gametocitos, asi como |os
antigenos expresados en los gametos, son ligeramente polimorficos; mientras
gue los antigenos de merozoitos y los antigenos variantes de superficie son

altamente polimérficos (Langhorne et al., 2008; Riley y Stewart, 2013).



1.1.3 Control y tratamiento de la malaria

El control de la malaria se enfoca en reducir las oportunidades para los
participantes en la transmision de la enfermedad: los vectores, los parasitos y
los reservorios de la infeccidon en humanos. De estos componentes principales
derivan las acciones de los programas de control: el manejo de casos, la
prevencion y la vigilancia. El manejo de los casos se orienta hacia la
deteccion oportuna asi como el tratamiento rapido y efectivo de los
pacientes sintomaticos. La prevencion comprende desde la educacion sobre
la salud preventiva de la malaria hasta las medidas de control antivectorial,
como el uso de mosquiteros impregnados con insecticidas de accioén residual
y el rociado de paredes en el interior de las viviendas. La vigilancia
comprende la red de busqueda de casos febriles, el control de brotes, el

monitoreo y la evaluacion del programa antimalarico (Betanzos-Reyes, 2011).

La mejor opcion terapéutica disponible, especialmente en el caso de
infeccion por P. falciparum, es el tratamiento combinado basado en la
artemisinina (lactona sesquiterpénica que contiene un puente peroxido). Los
pacientes con infecciones por P. vivax y P. ovale requieren un segundo
medicamento, la primaquina, para eliminar los parasitos latentes en el higado

(Cuiy Su, 2009; WHO, 2010).

Actualmente, no hay ninguna vacuna autorizada contra la malaria. Una
vacuna propuesta contra la malaria ocasionada por P. falciparum, conocida
como RTS,S/AS01, es objeto de evaluacidon mediante ensayos clinicos que se
levan a cabo en siete paises africanos. La OMS recomendara su uso en
funcidn de los resultados finales obtenidos en los ensayos clinicos, hasta ahora

con una eficacia reportada del 40-50 % (Riley y Stewart, 2013).



1.2 Proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP)

La proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP, por sus siglas en
inglés) fue descubierta a mediados de los afios 80 por tres grupos de
investigacion interesados en genes regulados traduccionalmente (Bommer y
Thiele, 2004). Al inicio, se nombré a esta proteina como P21, Q23 y P23;
posteriormente, Gross y colaboradores (1989) denominaron a esta proteina
“TCTP” basados en que el DNA complementario (cDNA) fue clonado de una
linea de eritroleucemia humana y que la proteina, en este caso en particular,
es regulada a nivel traduccional. La estructura primaria de TCTP no revela
similitud con alguna familia de proteinas (Gross et al., 1989); sin embargo, con
la determinacion de la estructura terciaria de TCTP de la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe, se ha podido relacionar a esta proteina con la

familia de pequefias chaperonas Mss4/Dss4 (Thaw et al., 2001).

TCTP ha sido caracterizada parcialmente con respecto a su actividad
bioquimica, patrones de interaccion, funcion fisiologica y localizacion
subcelular o extracelular (Feng et al., 2007). TCTP se expresa en diversos tipos
celulares y los niveles de proteina son regulados en respuesta a diferentes
condiciones internas y sefiales extracelulares (Bommer, 2012). Con base en
algunas de las funciones que se han encontrado para esta proteina, también
se le ha denominado factor de liberacion de histamina (HRF) y fortilina

(MacDonald et al., 1995; Li et al., 2001).

TCTP es una proteina multifuncional que esta relacionada con diversas
actividades fisiologicas como proliferacidn y ciclo celular, crecimiento,
desarrollo embrionario, respuestas a estrés, tumorigénesis y muerte celular,
incluyendo apoptosis. En mamiferos, TCTP actua de manera celular no
autobnoma ya que es secretada por diversos tipos celulares y modula
respuestas inmunes; asimismo, actua como factor de crecimiento para
células B y provoca la liberacion de histamina en células cebadas y basofilos,

por lo que es de gran importancia médica (Bommer, 2012).
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1.2.1 Gende TCTP
1.21.1 Estructura del gen y pseudogenes

TCTP ha sido identificada en organismos eucariéticos, incluyendo levaduras.
Actualmente, se conoce la estructura del gen TCTP de diversas especies y se
han encontrado similitudes en la organizacidn genética de organismos
flogenéticamente relacionados. En algunos mamiferos como humano, ratéon
y conegjo, el gen de TCTP estda conformado por 6 exones y 5 intrones. En el
exon 6 se encuentra la regién 3’ no traducible (UTR 3’) del mRNA. El gen de
TCTP contiene una secuencia promotora TATA consenso (5° TATAAA 3°) y
diversos elementos regulatorios altamente conservados en los promotores de

mamiferos (Thiele et al., 2000).

El promotor del gen de TCTP contiene potenciales sitios de unidbn para
diversos factores de transcripcidn como son la proteina estimuladora 1 (Sp1l),
el factor nuclear 1 (NF1), la proteina activadora 1 (APl), el elemento de
respuesta a AMP ciclico (CP2) y la proteina especifica de mieloide con dedos

de zinc 1 (MZF1), entre otros (Chan et al., 2012).

La mayoria de las especies contienen en su genoma una sola copia del gen
de TCTP; sin embargo, en general, los mamiferos presentan un mayor numero
de genes para esta proteina. Por medio de analisis in silico mediante el uso
de herramientas que realizan alineamientos locales, se han encontrado
diversos pseudogenes en este mismo taxon. Asi, se han detectado 8
pseudogenes en humano, 11 en chimpancé, 18 en perro, 12 en rata y 15 en

ratdn, entre otros (Hinojosa-Moya et al., 2008).
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1.2.1.2 Caracteristicas del mRNA de TCTP

En mamiferos, la transcripcion del gen TCTP genera dos mRNAs que difieren
en la extension del 3’'UTR y en la secuencia de poliadenilacion, siendo el

MRNA de menor extension el mas abundante (Thiele et al., 2000).

Los mRNAs de TCTP presentan una secuencia de oligopirimidina en el extremo
5 terminal, la cual es caracteristica de mRNAs controlados
traduccionalmente; ademas, el 5’UTR presenta elementos ricos en CG (=80%)

y la formacion de estructura secundaria (Chan et al., 2012).

El 3 UTR presenta regiones ricas en A y U (ARE, por sus siglas en inglés), estas
secuencias se caracterizan por presentar repeticiones continuas o dispersas
del pentanucledtido “AUUUA” y actian como elementos en Cis a los cuales
se unen proteinas especificas (denominadas ARE-BP) regulando la estabilidad
y la degradacion del mRNA (Thiele et al., 2000, Chan et al., 2012).

1.2.2 Estructura de TCTP

TCTP es una proteina de 20-25 kDa cuya estructura comprende 4 hojas
plegadas designadas A-D y 3 hélices a designadas H1-H3 (Figura 2). Las
cuatro laminas de la hoja A se acomodan frente a tres laminas de la hoja By
la hélice H1. La hélice H3 se localiza de lado opuesto a la hoja A exponiendo
la region hidrofilica de la molécula. La hélice H2 se encuentra frente a la
hélice H3 (formando una estructura de hairpin de hélices a), los residuos lle 8 -
Asp 11y Lys 60 — Leu 163, asi como la region de Ser 135 - Val 142. La hoja C,
constituida por 2 Idminas B, forma una protuberancia que sale de la
estructura globular de la molécula y en cuya parte distal se encuentra un asa
flexible de Gly 40 — Gly 61. El conjunto de elementos estructurales localizados
frente a la hoja A genera dos regiones hidrofébicas denominadas nucleo 1y
2, respectivamente (Thaw et al., 2001).
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Figura 2. Estructura de TCTP de S. pombe. TCTP presenta 4 hojas B plegadas (designadas A-D)
y 3 hélices a (designadas H1-H3.) Tomado de Thaw et al., 2001.

Las mutaciones que generan inserciones o deleciones en la secuencia de
aminoacidos de esta proteina para diferentes organismos, se localizan dentro
de las estructuras de asas conservando la hidrofobicidad de la molécula.
TCTP presenta dos regiones con alta homologia en la secuencia
denominadas TCTP1 y TCTP 2 (Figura 2). La region TCTP1 es
predominantemente hidrofilica y constituye la parte flexible de la molécula,
mientras que TCTP2 esta conformada por un asa irregular y esta flanqueada

por dos laminas de hojas p (Thaw wt al., 2001; Hinojosa-Moya et al., 2008).

1221 Semejanza estructural de TCTP con otras proteinas

La estructura tridimensional del dominio de laminas p de TCTP presenta
similitud con la proteina humana Mss4 (supresor de Sec4 en mamiferos) y su
homodlogo en levadura Dss4 (supresor dominante de Sec4), las cuales son
pequeias chaperonas que se unen a las proteinas Rab en su forma libre de

nucleotidos (revisado en Bommer, 2012).
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Mss4 ha sido identificada como factor de intercambio de nucledétidos de
guanina (GEF, por sus siglas en inglés) para proteinas Rab, miembros de la

superfamilia Ras (De Gunzburg, 2006).

La topologia de TCTP difiere en comparacion con la estructura de Mss4
(Figura 3). Las hélices H2 y H3 de TCTP no se encuentran en Mss4, en su lugar,
se presenta un asa corta que une las laminas de la hoja D; por otro lado, Mss4
contiene un dominio de unién a zinc el cual no presenta TCTP. La region
adicional que incluye dos laminas de hojas p unidas a través de una asa
flexible, de 22 residuos para TCTP y 13 para Mss4, se encuentra en posiciones

distintas para ambas moléculas (Thaw et al., 2001).

Figura 3. Topologia de TCTP en comparacion con Mss4. Las hojas p (designadas A-D) estan
representadas con flechas y las hélices o (designadas H1-H3) con rectangulos. Los elementos
gue se encuentran rellenos de color son comunes para ambas moléculas, TCTP y Mss4. Los
elementos no rellenos de color pero con contorno en linea continua, son Unicos para TCTP.
Los elementos con contorno en linea punteada son Unicos para Mss4. La numeracion

corresponde a la posicion de los residuos en TCTP. Tomado de Thaw et al., 2001.

En la familia de TCTP hay 9 residuos que se encuentran totalmente

conservados, entre los cuales estan los aminoacidos Glu 12, Leu 74 y Glu 134.
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La regidn que contiene esta triada corresponde a la superficie de unién de
Mss4 con la proteina Rab denominada Sec4 (De Gunzburg, 2006). Existe una
gran similitud entre la posicion de las cadenas laterales en esta region entre
ambas moléculas. Dos residuos en este sitio (Val 69 y Met 136), se encuentran
muy conservados en TCTP. Sin embargo, el residuo Met 136 es una excepcion
en la equivalencia fisicoquimica general de las cadenas laterales de esta
superficie de unién (Glu 98 para Mss4) lo que implica posibles diferencias en
la especificidad de las interacciones proteina-proteina para ambas
moléculas. La hélice H1 se encuentra conservada en Mss4 y TCTP, y ésta

comprende parte de la region de union a GTPasas (Thaw et al., 2001).

1.2.2.2 Dominios conservados en TCTP

El alineamiento multiple de las secuencias consenso de distintos taxones
revela un alto grado de homologia de TCTP aun entre taxones
evolutivamente alejados (Hinojosa-Moya et al., 2008). Cerca del 9 % de los
aminoacidos de esta proteina se encuentran conservados en distintas
especies, estos residuos estan principalmente agrupados en el dominio de
laminas B, lo que indica que esta region de TCTP es importante para

interacciones moleculares (Bommer y Thiele, 2004).

Por otro lado, TCTP presenta otras dos regiones conservadas (Thaw et al.,

2001):

1) El dominio de TCTP1 que se encuentra adyacente a la region de union
propuesta para interaccionar con GTPasas. En medio del asa hay un residuo

de Ser que puede actuar como sitio de fosforilacion.

2) Un dominio que incluye a las hélices H2 y H3, que corresponden a la parte

basica de la molécula y que contiene un posible sitio de unién a tubulina.
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Se ha descrito un dominio adicional conservado presente en los primeros 16
aminoacidos del extremo N-terminal. El residuo en la posicion 15
generalmente es una serina y puede ser un sitio de fosforilacion (Venugopal,
2005).

1.2.3 Sintesis y recambio de TCTP
1.2.3.1 Niveles de expresion de TCTP

TCTP es una proteina ubicua que se expresa en organismos eucarioticos, se
ha identificado en mas de 500 tipos celulares y los niveles de expresidn varian
ampliamente dependiendo del tejido y la etapa de desarrollo (revisado en
Bommer, 2012).

Por ejemplo, TCTP se expresa de forma abundante en cultivos de
Saccharomyces cerevisiae en fase exponencial, constituyendo una de las 20
proteinas mayormente expresadas (Norbeck y Blomberg, 1997). Los niveles de
expresion de TCTP son regulados en respuesta a diferentes condiciones
celulares internas y externas. Diversas citocinas y factores de crecimiento
inducen rapidamente la sintesis de TCTP; mientras que en condiciones de
estrés como el choque térmico, falta de nutrientes, presencia de metales
pesados o0 sefales citotoxicas/proapoptéticas, regulan positiva o
negativamente los niveles de expresion de esta proteina (revisado en

Bommer y Thiele, 2004).

En mamiferos, se ha descrito una tasa de sintesis baja de TCTP en tejidos
postmitéticos como cerebro; sin embargo, en tejidos con alta actividad de
division celular y en lineas tumorales se han encontrado altos niveles de TCTP
(Thiele et al., 2000). Se han reportado diversas sustancias quimicas que
inducen la sintesis de TCTP como ésteres de forbol, lipopolisacaridos, metales
pesados, compuestos citotdxicos, Cat*? y dioxinas (Schmidt et al., 2007).
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1.2.3.2 Regulacién transcripcional y traduccional de TCTP

En mamiferos, las secuencias de las regiones promotoras de TCTP son
altamente conservadas y en éstas se predicen in silico sitios de unién a
factores de transcripcion (Chan et al., 2012). Andree y colaboradores en
2006, demostraron que la transcripcion de TCTP es regulada por la
sefalizacion de CcAMP via la interaccion CRE/CREB por activacion
dependiente de fosforilacion. Asimismo, TCTP presenta 2 regiones de union
CHDI1L (C/A-C-A/T-T-T-T) en -748 pb y -851 pb de la regién que flaquea el
extremo 5’. La unién de CH1DL a la regiéon promotora de TCTP activa la
transcripcion del gen (Chen et al., 2010). Otro factor que participa
directamente en la regulacién de la transcripcidon de TCTP es la proteina

supresora de tumores p53 (Amson et al., 2011).

Los mecanismos de regulacion traduccional de TCTP incluyen la activacion
del factor de iniciacion elF4E y de la proteina cinasa ribosomal S6, esta ultima
implicada en la activacion de la traduccion de los mMRNAs con secuencia de
oligopirimidina en la region 5' terminal. Debido a la formacion de estructura
secundaria, el mMRNA de TCTP se une y activa a la proteina cinasa R (PKR), la
cual es regulada por RNA de doble cadena (Bommer et al., 2002). Asimismo,
se ha descrito que el mRNA de TCTP se encuentra como particulas
ribonucleoprotelcas (MRNP) y estos complejos participan en la regulacion

traduccional del mRNA (Bommer y Thiele, 2004).

Kubiak y colaboradores en 2008, identificaron a TCTP como una proteina que
puede ser ubiquitinada y potencialmente degradada por medio del
proteosoma durante la mitosis. Adicionalmente, la proteina antiapoptoética
MCL1 (“myeloid cell leukemia-1") sirve como chaperona molecular al unirse y
estabilizar a TCTP in vivo e in vitro en cultivos de células musculares lisas

vasculares (Zhang et al., 2002).
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1.2.4 Funcioén biolégica de TCTP
1.2.4.1 Interacciones moleculares

Para ejercer las diversas funciones fisioldgicas que se han descrito, TCTP
interactla con diversas proteinas, incluyendo los factores de elongacion
eEF1A y eEF-B-B, acting, Bcl-xL, p53 y la Na, K-ATPasa (revisado en Nagano e
Ichikawa, 2012). En TCTP se ha identificado una regién de unidén a calcio y de
uniéon a tubulina, mapeadas en la misma posicion de la secuencia (Bommery
Thiele, 2004). En mamiferos, se ha demostrado que TCTP se une a microtubulos
durante el ciclo celular y se separa del huso mitético al término de la
metafase tras ser fosforilada por la proteina cinasa Plk (“Polo-like kinase™)
(Gachet et al., 1999). Otras interacciones moleculares de TCTP incluyen la
union a la proteina de leucemia de células mieloides o MCL1 (Zhang et al.,
2002).

En ratas, se ha reportado que TCTP también puede unirse a si misma
formando homodimeros y se demostré que los residuos 126-172 de la region
carbono terminal de la proteina participan en esta auto-interaccion (Yoon et
al.,, 2000). La dimerizacion de TCTP es importante para algunas de sus
actividades tipo citocina, como la estimulacion de la secrecion de
interleucina (IL)-8 en células epiteliales bronquiales humanas; sin embargo, se
desconoce si la dimerizaciOn es necesaria para que ejerza las diversas

funciones descritas para TCTP (Kim et al., 2009).

1.24.2 Importancia celular

TCTP ha sido descrita como una proteina citoplasmatica; sin embargo,

también se ha reportado su localizacion nuclear (Li et al., 2001).
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Los niveles de TCTP son regulados en respuesta a varias condiciones de estrés
y el incremento en la expresion de esta proteina se ha relacionado con un
aumento en la quimiorresistencia celular (Sinha et al., 2000). La
sobreexpresion de TCTP en mamiferos resulta en estabilizacion de
microtubulos y alteracion de la morfologia celular (Gachet et al., 1999). La
caracterizacion de TCTP como una proteina antiapoptdtica y su semejanza
con proteinas chaperonas, sugieren que TCTP estd relacionada con

funciones citoprotectoras (Li et al., 2001; Thaw et al., 2001).

En la linea celular epitelial de rindn de mono Cos-7, se describid que la
expresion de TCTP es regulada a dos niveles distintos en respuesta a la
concentracibn de calcio en diferentes compartimentos celulares.
Cuando disminuyen las concentraciones de calcio en el reticulo
endoplasmico (ER), aumenta la expresion del mRNA de TCTP; mientras que, el
aumento de las concentraciones de calcio citosolicas

regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional (Xu et al., 1999).

TCTP ha sido relacionada con funciones de crecimiento celular y
diferenciacion. Por ejemplo, en el pdlipo de agua dulce Hydra
vulgaris, se encontraron altos niveles de mRNA y proteina de TCTP en tejidos
en proliferacion celular activa; sin embargo, en tejidos con diferenciacion
terminal, disminuye la tasa de sintesis para esta proteina (Yan et al., 2000). Por
otro lado, TCTP participa en la induccion de la floracion en violetas (Sage-

Ono et al., 1998).

TCTP regula proliferacion celular y tamafo de érganos en Drosophila. TCTP de
Drosophila presenta interaccion con la GTPasa denominada Rheb (“Ras
homolog enriched in brain”) y presenta actividad de GEF in vitro e in vivo.
Ademas, TCTP se requiere para el crecimiento y proliferacion. Una mutacion
en el residuo Glu 12 de TCTP de Drosophila evita la interaccion y altera la

funcion bioldgica de la proteina (Hsu et al., 2007).
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Adicionalmente, TCTP ha sido asociada en varios tipos de cancer como
prostatico, mamario y de colon. El papel en el desarrollo de tumores podria
estar asociado con su actividad antiapoptética; se ha reportado que TCTP
antagoniza la funcibn de Bax y controla la estabilidad de la proteina
supresora de tumores p53. TCTP promueve la degradacion de p53 y ésta

reprime la transcripcion de TCTP (revisado en MacDonald, 2012).

1.2.4.3 Secrecion de TCTP

La mayoria de los articulos publicados sobre TCTP describen las funciones o
actividades bioquimicas intracelulares de esta proteina. Sin embargo, un
creciente numero de reportes cientificos se centran en la secrecion y

funciones extracelulares de TCTP.

La secrecion de TCTP se lleva a cabo mediante una via no clasica
independiente del ER/aparato de Golgi, probablemente, por medio de
exosomas. Se ha descrito que la proteina transmembranal TSAP6 participa en
la secrecion de TCTP. Por medio del sistema de doble hibrido se demostro la
interaccion de TSAP6 con TCTP; asimismo, por medio de analisis de
inmunofluorescencia se observo que TCTP colocaliza parcialmente con TSAP6
en estructuras vesiculares en la membrana plasmatica y nuclear (Amzallag et
al., 2004).

El andlisis de la estructura de TCTP realizado por nuestro grupo de trabajo
sugiere que pueden existir isoformas de la proteina, una de éstas podria ser
secretada mientras que otra podria llevar a cabo funciones intracelulares

(Hinojosa-Moya et al., 2008)
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1.2.4.4 Actividades extracelulares

TCTP ha sido descrita en diversos organismos incluyendo levaduras, plantas y
animales, sugiriendo su distante historia evolutiva. Sin embargo, dado que el
sistema inmunoldgico se restringe a los animales, las actividades relacionadas
con éste han sido adquiridas recientemente en la evolucion (revisado en

Nagano e Ichikawa, 2012).

TCTP humana (HsTCTP) ha sido descrita como una proteina que causa la
liberacion de histamina en basdéfilos, por lo que también se denomina factor
de liberacion de histamina o HRF (MacDonald et al., 1995). Adicionalmente,
se ha demostrado que la proteina recombinante de TCTP de humano induce
la produccién de IL-8 en eosindfilos y de IL-4 e IL-13 en basdfilos, y actia
como factor de crecimiento para células B (Bheekha-Escura et al., 2000; Kang
et al., 2001). TCTP inhibe la produccion de II-2 e IL-3 en cultivos primarios de
células T primarias y en la linea celular Jurkat T a nivel de transcripcion de
genes (Vonakis et al., 2003). Asimismo, TCTP estimula la produccion de IL-8 y el
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) en

células epiteliales bronquiales (Yoneda et al., 2004).

Recientemente, se describid6 que TCTP esta implicada en el proceso
inflamatorio en modelos murinos de asma y alergia donde TCTP se encontro
como dimero unido a anticuerpos IgE e IgG por la interaccion del extremo N-
terminal y las regiones internas Fab de las inmunoglobulinas (Kashiwakura et

al., 2012).

En invertebrados, también se ha relacionado a TCTP con la respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, la inoculaciéon con virus o bacterias en el langostino
jumbo Penaeus monodon, la langosta roja Parribacus japonicus y la
paloimmla dorso diamante Plutella xylostella, resulta en el incremento de la

expresion de TCTP (revisado en Wang et al., 2013).
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Asimismo, la inyeccion de TCTP purificada en P. monodon infectado con el
virus del sindrome de manchas blancas (WSSV), incrementa la sobrevivencia
del langostino y evita la proliferacion del virus (Tonganunt et al., 2008). Sin
embargo, no se tiene un panorama completamente elucidado del papel

inmunolégico de TCTP en invertebrados.

1.3 TCTP de parasitos

TCTP ha sido caracterizada en diversos parasitos, desde distintos tipos de
helmintos hasta algunos protozoarios, incluyendo diferentes subespecies de
Plasmodium (Bommer y Thiele, 2004). En general, se presenta una sola copia
del gen de TCTP y la proteina codificada se secreta, aunque aulun se
desconocen los mecanismos de secrecion (Hinojosa-Moya et al., 2008). Parte
de la relevancia médica de esta molécula radica en que TCTP es secretada
por diversas parasitos que colonizan sangre y artrépodos hematéfagos al
organismo huésped y es capaz de producir infitracion de eosindfilos y/o

liberacion de histamina de basofilos (revisado en Bommer y Thiele, 2004).

1.3.1 TCTP de P.knowlesi

La estructura molecular de TCTP de P. knowlesi (Vedadi et al., 2007) presenta
los aminoacidos (Glu 12, Leu 74 y Glu 134) que forman la triada de la
superficie de union a proteinas G; sin embargo, presenta una diferencia
estructural en comparacion con TCTP de S. pombe que consiste en una
hélice o en los residuos 22 a 30 en lugar de hoja B (Figura 4A). Esta hélice a
gueda proxima al dominio de unién a la GTPasa y produce una distorsidbn en
esta regidon (Figura 4B) provocando que las dos laminas que constituyen la

hoja D formen una protuberancia (Hinojosa-Moya et al., 2008).
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S. pombe P. knowlesi

Figura 4. Comparacion de estructura secundaria y terciaria de TCTP de S. pombe y
P. knowlesi. Las flechas indican la presencia de la hélice o en los residuos 22 a 30 de TCTP de
P. knowlesi, en lugar de la lamina B en la regiéon ortéloga de S. pombe. A. Comparacién de
estructura secundaria de TCTP de S. pombe y P. knowlesi. B. Comparacion de estructura
terciaria de TCP de S. pombe y P. knowlesi. Debido a la presencia de la hélice a en TCTP de
Plasmodium, las laminas D1 y D2 de la hoja p forman una protuberancia. Los residuos Glu 12 y
134 en esta misma estructura estan perpendicularmente, en lugar de estar en forma paralela

como en TCTP de S. pombe. Tomado de Hinojosa-Moya et al., 2008.

Los extremos amino y carboxilo terminales de ambas proteinas estan en el
mismo plano; sin embargo, el asa que forma el dominio de union a proteinas
G presenta dngulos relativos diferentes con respecto a la hélice a en TCTP de
P. knowlesi, cerca del residuo de Leu 74. Esto podria interferir en la unidn de

TCTP con la proteina G sustrato (Hinojosa-Moya et al., 2008).
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1.2.3 TCTP de P. falciparum

La proteina recombinante de TCTP de P. falciparum (PfTCTP) causa in vitro la
liberacion de histamina de basodfilos y la secrecidon de IL-8 de eosindéfilos

(revisado en MacDonald, 2012).

En pacientes infectados con el parasito, se ha demostrado que PfTCTP esta
presente en el plasma (=7 ug/mL), lo que podria modificar la respuesta
inmune (MacDonald et al.,, 2001). Recientemente, se ha descrito que
pacientes con malaria severa muestran una reactividad incrementada en
basofilos, posiblemente asociada con con una incapacidad de control de la
excesiva activacion y PfTCTP podria tener un papel importante en la

modulacion de esta respuesta (Pelleau et al., 2012).

En pacientes con malaria tratados con artemisinina, PfTCTP se une
covalentemente a este farmaco y evita su accion toxica contra el parasito.
Se ha encontrado una correlacion directa entre el nivel de expresion de TCTP
y la resistencia del parasito a la droga (Bhisutthibhan et al., 1998; Walker et al.,
2000). La resolucion de la estructura tridimensional de PfTCTP permitio
identificar tres regiones en TCTP que se modifican tras la union a la
artemisinina. Estas regiones se localizan en las posiciones 19 a 46, 108 a 134 y
140 a 163 de los residuos de la proteina. Estos sitios incluyen 7 lisinas, 7
aspartatos, 11 glutamatos y 1 histidina; la modificaciéon de algunos de estos
aminoacidos podria resultar en la disminuciéon de la unién a la artemisinina

(Eichhorn et al., 2012)

La comparacion de la estructura de PfTCTP con HsTCTP resulta de particular
interés para comprender como es que PfTCTP podria actuar como homadlogo
de mediador inmune. TCTP humana y parasitica presentan una identidad del
35 % y las estructuras terciarias, a pesar de ser parecidas, presentan algunas

diferencias.
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En ambas proteinas, la triada catalitica que corresponde al posible sitio de
union a proteinas Rab en TCTP de la levadura de fisibn, se encuentra
conservada. Sin embargo, el sitio equivalente a la firma TCTP1 no pudo ser
resuelto en la estructura de PfTCTP. La regién de TCTP2, que corresponde a los
aminoacidos 130-147 en la levadura de fisibn, se encuentra localizada y
plegada de la misma forma tanto en HSTCTP como en PfTCTP. A pesar de la
similitud en la estructura secundaria y el plegamiento de esta firma
caracteristica de la proteina, la secuencia primaria difiere sustancialmente:
Unicamente se presentan 4 aminoacidos idénticos de los 18 que forman
dicha region. Asimismo, la estructura de PfTCTP revela que la Unica cisteina

presente en la molécula se encuentra inaccesible (Eichhorn et al., 2012).

Segun el andlisis estructural (Hinojosa-Moya et al., 2008), TCTP de P. knowlesi
podria no interactuar con GTPasas y, por consiguiente, no llevar a cabo las
funciones descritas para esta proteina. La secuencia de TCTP de
P. falciparum presenta mayor semejanza con TCTP de P. knowlesi (94 %) que
con TCTP de S. pombe (59 %). La estructura secundaria de TCTP de
P. falciparum predice una alteracion estructural con respecto a la proteina
de S. pombe en los aminoacidos 22 a 30 (ausencia de lamina ), lo que

podria impedir la union a proteinas G.

TCTP de P. falciparum podria actuar como mutante dominante negativa ya
gue induce la liberacion de histamina, pero al no interaccionar con proteinas
G, seria incapaz de llevar a cabo la activacion de células B modificando la

respuesta inmune del huésped durante la infeccion.
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2 JUSTIFICACION

TCTP ha sido caracterizada parcialmente con respecto a su actividad
bioguimica, patrones de interaccion y localizacion celular; sin embargo, aun
no se esclarecen los mecanismos moleculares mediante los cuales realiza su

funcién bioldgica.

A nivel de estructura terciaria, TCTP presenta semejanzas con la familia de
pequefias chaperonas Mss4/Dss4 que se unen a GTPasas. Sin embargo, el
analisis de la estructura de TCTP de P. knowlesi indica sutiles diferencias en el
potencial dominio que interactia con proteinas G en comparacion de TCTP
de S. pombe. Estas diferencias apoyan la hipotesis que TCTP de Plasmodium
podria modificar la respuesta inmune normal del huésped al actuar como

mutante dominante negativa (Hinojosa-Moya et al., 2008).

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha encontrado diferencias
estructurales en la secuencia de P. falciparum, la cual no presenta la lamina
B en los residuos 22 a 30 lo que podria interferir en la interaccién con proteinas

G y/o modificar las funciones propuestas para la TCTP parasitica.

TCTP de P. falciparum esta implicada en el proceso patologico del huésped y
el desarrollo de resistencia del parasito contra uno de los farmacos mas
ampliamente utilizados en el tratamiento de la enfermedad, por lo que

resulta de gran interés e importancia el estudio de esta proteina.

Por lo anterior, en el presente trabajo se planted el andlisis funcional de TCTP
de P. falciparum en un sistema in vitro para seguir aportando informaciéon que
permita posteriormente elucidar y comprender los mecanismos mediante los
cuales participa esta proteina durante la infeccién del parasito.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del proyecto fue el analisis funcional de la proteina
tumoral controlada traduccionalmente de P. falciparum en un sistema in

vitro.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Analisis estructural in silico de TCTP de P. falciparum con respecto a TCTP

humana.

e Expresion de TCTP de P. falciparum y TCTP humana en un sistema

procariotico.

e Analisis funcional de TCTP de P. falciparum y TCTP humana en un cultivo

primario de linfocitos B.
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4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental comprendid 3 etapas (Figura 5) correspondientes

al andlisis estructural in silico de TCTP de P. falciparum y humana, la expresion

y purificacion de las proteinas recombinantes (rTCTP), asi como al analisis

funcional de PfTCTP y HSTCTP en un sistema in vitro.

Analisis
estructural in
silico de TCTP.

¢ Estructura
primaria

e Estructura
.| secundariay
terciaria

* Prediccion de
interacciones
proteina-
proteina para
PFTCTP y
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TCTP
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de lectura de
PFTCTP y
HSTCTP en un
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las proteinas

recombinantes

A\

Figura 5. Estrategia experimental del proyecto.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 ETAPA: Andlisis estructural in silico de PfTCTP y HSTCTP

5.1.1 Analisis de la estructura primaria

El analisis de la estructura primaria de PfTCTP (No. Acceso en GenBank XP_
001351667) y HsTCTP (No. Acceso en GenBank NP _003286) se realizd
empleando herramientas bioinformaticas. Para la busqueda de regiones
conservadas y/o dominios caracteristicos de las proteinas se utilizaron los
servidores en linea InterPro (Quevillon et al., 2005) y ScanProsite (De Castro et
al., 2006). Para el alineamiento de la secuencia primaria de HSTCTP y PfTCTP
se utilizé el programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) con

los parametros de alineamiento establecidos por default.

5.1.2 Analisis de la estructura secundaria y terciaria

El andlisis estructural de PfTCTP (cddigo de identificacion en PDB: 3p3k) y
HSTCTP (codigo de identificacion en PDB: 1yzl) se realiz6 por medio del
servidor en linea Matras (http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/) a
través del cual se obtuvo el alineamiento de la estructura secundaria y
terciaria de las proteinas. Para la visualizacidon de las moléculas se utilizé el

programa Jmol 13.0 (http://jmol.sourceforge.net/).

Adicionalmente, se realizé la prediccion de la estructura secundaria de TCTP
de las siguientes especies de Plasmodium: P. knowlesi (No. Acceso en
GenBank P84152), P.chabaudi (CAH84320), P. berghei (CAH96616), P. vivax
(EDL44118) y P. yoeli (EAA16837), mediante el servidor en linea Psi-pred
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/index.html).
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Finalmente, para la comparacion de las estructuras secundarias de TCTP de
las diferentes especies de Plasmodium con respecto a TCTP de S. pombe
(Q10344), se realiz6 un alineamiento multiple con el servidor en linea
PROMALS3D (Pei y Grishin, 2007).

5.1.3 Prediccidén de interacciones proteina-proteina

El analisis de las posibles moléculas que interactian con PfTCTP y HSTCTP se
realizd por medio del servidor en linea STRING 9.1 (Jensen et al., 2009).
Adicionalmente, se comparo la informacién generada por el servidor anterior

con los datos de PlasmoDB 11.0 (http://plasmodb.org/plasmo/) para PfTCTP.

5.2 ETAPA: Expresion y purificacion de TCTP recombinantes

5.2.1 Extraccién de RNA total de humano

Se obtuvo el RNA total a partir de sangre periférica humana utilizando el
reactivo TRIzol de Invitrogen (Carlsbad, CA) siguiendo las especificaciones del
proveedor. Se partié de 5 mL de sangre colectada en tubos BD Vacutainer
SST, se centrifugd a 3,000 rpm a 4 °C por 10 min y se retird el suero. Se tomo
una muestra de 350 uL de la porcidon de elementos formes en un microtubo
de 1.5 mLy se incubd a 4 °C con 1 mL de solucion de lisis de eritrocitos (NH4Cl
155 mM; KHCO3z 10 mM; EDTA 0.1 mM, pH 8.0; se ajustd a pH 7.3 con HCI 1N).
Posteriormente, se centrifugd a 3,000 rpm a 4 °C durante 5 min y se elimind el
sobrenadante. Se agregé 1 mL de TRIzol y se incubdé a 25 °C durante 5 min.
Se agregaron 200 uL de cloroformo, se agitdé vigorosamente durante 15 seg y
se incubd a 25 °C por 5 min. La muestra se centrifugdé a 13,000 rpm a 4 °C
durante 15 min y se recupero la fase acuosa. Se precipité el RNA de la fase

acuosa con 500 uL de alcohol isopropilico y una incubacién a -20 °C por 16 h.
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Posteriormente, se centrifugd a 13,000 rpm a 4 °C durante 20 min. Se desecho
el sobrenadante y la pastilla se lavd dos veces con 750 uL de etanol al 70 %
centrifugando a 10,000 rpm a 4 °C durante 5 min. El RNA se sec6 a 25 °C y se
resuspendié en 40 uL de agua estéril tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

El RNA se almaceno6 a -80 °C hasta su uso.

La integridad de las muestras de RNA se determind mediante separacion
electroforética en gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes
(Sambrook y Russell, 2001). Se mezcld la suspension de RNA (2400 ng) en
proporcion 1.3 con solucion amortiguadora desnaturalizante
(MOPS 0.1M : formaldehido : formamida en proporcion 2:3.5:10). Las muestras
se incubaron a 65 °C durante 10 min y se enfriaron rapidamente en hielo. Se
agregd 1 ulL de solucidn de carga (10x: glicerol 50 %; EDTA 2.5 mM, pH 8.0;
azul de bromofenol 0.4 %; xilencianol 0.4 %) y 1 yL de bromuro de etidio
(1 mg/mL). Posteriormente, las muestras se separaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.2 % con formaldehido 2.2 M, empleando solucion
amortiguadora (MOPS 0.02 M, pH 7.0; acetato de sodio 8 mM; EDTA 1 mM,
pH 8.0). El material se visualizé con luz ultrvioleta (254 nm), se capturd y analizo
la imagen con el sistema de documentacion electroforética EDAS (camara
Kodak Digital Science DC40 vy el programa Image Analysis Software v3.0,
EUA). La concentracion y pureza de las muestras de RNA total se determind
mediante el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,

Wilmington), siguiendo las especificaciones del proveedor.

5.2.2 Sintesis de cDNA

A partir del RNA total de sangre periférica humana se sintetizd el cDNA
empleando la enzima reverso transcriptasa SuperScript lll (Invitrogen),

siguiendo las especificaciones del proveedor.
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Se utilizaron 800 ng de RNA total, se adicionaron 150 ng de oligonucleotidos
adaptadores SMART y oligo(dT), una mezcla de desoxirribonucledtidos
trifosfato (dNTPs) a una concentracion final de 0.5 mM cada uno y agua
bidestilada estéril hasta completar 6.5 uL de volumen de reaccion. La mezcla
se incubdé durante 5 min a 65 °C; al cabo de este tiempo, se transfirid

inmediatamente a hielo y se mantuvo por 5 min.

Posteriormente, se agregaron 2 uL de solucion amortiguadora para la sintesis
de primera cadena de cDNA (5X: Tris-HCI 250 mM, pH 8.3; KCI 375 mM; MgCl»
15 mM), 0.5 uL de DTT 0.1 M, 0.5 uL del inhibidor de RNAsas RNaseOUT™ de
Invitrogen (40 U/uL) y 0.5 uL de la enzima SuperScript lll (200 U/uL). La mezcla
se homogenizd y se incubd a 50 °C durante 60 min. Para inactivar la reaccion,

ésta se incubd durante 15 min a 70 °C.

5.2.3 Material genético de P. falciparum

La muestra de DNA complementario (cDNA) de P. falciparum fue donada
por la Dra. Rosaura Hernandez Rivas del Departamento de Biomedicina
Molecular (CINVESTAV), la cual fue obtenida a partir del RNA de parasitos en

estadio de esquizontes de 40-48h cultivados in vitro.

5.2.4 Amplificacion del gen de PfTCTP y HSTCTP

Para la amplificacion del marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en
inglés) del gen de PfTCTP y HSTCTP se utilizd la DNA polimerasa TaKaRa ExHS
(Takara Bio Inc), siguiendo las especificaciones del proveedor. Se realizo el
disefio de los oligonucledtidos especificos para la amplificacion de estos

genes (Cuadrol).
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Gen/ . . Tamafo**

No. Acceso* Secuencia (5" - 3") (pb)
SfTCTP Directo  ATGAAAGTATTTAAAGACGTTTTTACA

515
XM_001351631 | poverso  TTAATATTTTTCTTCAAAAAGTCCATC
HSTCTP Directo  ATGATTATCTACCGGGACCTCATCAGC

NM_003295 520
- Reverso  TTAACATTTTTCCATTTCTAAACCATC

Cuadro 1. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion del gen de TCTP de
P. falciparum y TCTP humana.
*No. Acceso: numero de acceso del GenBank.

**Tamafo (pb): tamafio esperado del fragmento por amplificar en pares de bases.

Para la reaccion de PCR se utilizaron 0.5 uL del producto de la reaccion de
reverso transcripcion, 2.5 uL de solucion amortiguadora 10x ExTag de Takara
(concentracion de Mg*2 20mM), 2 uL de mezcla de dNTPs 2.5 mM, 1 uL de
oligonucledtidos especificos (10 uM) directo y reverso, 0.2 uL de TaKaRa Ex
Tag DNA polimerasa (5 U/uL) y agua bidestilada estéril hasta completar un
volumen de 25 uL. Las reacciones se incubaron en un termociclador Biometra
(Goettingen, Alemania) y se estandarizaron las condiciones de reacciéon de

PCR para la amplificacion de TCTP de ambos organismos.

Para PfTCTP se probaron las siguientes condiciones: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 25 ciclos de 94 °C por
30 seg, 55 °C durante 10 seg, 50 °C por 10 seg y un gradiente en la
temperatura de extension de 60-70 °C por un min; finalmente, un ciclo de
extension a 72 °C por 5 min. Para HsSTCTP se llevd a cabo un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 25 ciclos de 94 °C por
30 seq, un gradiente en la temperatura de alineamiento de 55-65 °C por 30
seg y una extension a 72 °C por 1 min; finalmente, un ciclo de extension a 72

°C por 5 min.
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Los productos de la reacciones de amplificacion se separaron en geles de
agarosa al 1.0 % y soluciéon amortiguadora TBE (Tris 45 mM; acido bdrico
45 mM; EDTA 1 mM, pH 8.0). Posterior a la separacion electroforética, los geles
fueron tenidos con bromuro de etidio (0.5 mg/mL) y visualizados con luz
ultravioleta. Se captur6 y analizd cada imagen con el sistema de

documentacion electroforética EDAS (Sambrook y Russell, 2001).

5.2.5 Clonacion de PfTCTP y HSTCTP
5.25.1 Purificaciéon de productos de PCR

El producto de PCR amplificado con los oligonucledtidos especificos se
purifico utilizando el sistema comercial QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN
(Santa Clarita, CA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Basicamente,
después de la amplificacion por PCR, se realizd el perfil electroforético del
producto amplificado y se escindio el fragmento del gel de agarosa que

contenia la banda deseada.

Posteriormente se adicionaron 3 volumenes de solucion de solubilizacion (QG,
contiene tiocianato de guanidina), se incub6 a 50 °C por 10 min, agitando
vigorosamente cada 2 a 3 min de incubacion, hasta que la agarosa se licud
en la solucion. Se adicion6 1 volumen de isopropanol por volumen de gel, la
mezcla homogenizada se deposité en una columna plastica con membrana
de silica gel. La columna se colocd en un tubo colector de 2 mL y se
centrifugdé a 13,000 rpm durante 60 s. Se elimind el eluato y se coloco la
columna en el tubo colector de 2 mL. Se afadieron 700 uL de solucidn de
lavado (PE, contiene etanol) y se centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm. Se
elimind el eluato y se centrifugd nuevamente durante 1 min para eliminar los

restos de alcohol.
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Para eluir el DNA, se afladieron 40 uL de agua bidestilada estéril en el centro
de la columna y, después de esperar 1 min, se centrifugd durante 1 min a
13,000 rpm. El eluato, que contiene el DNA, se almacend a -20 °C hasta su

uso.

5.25.2 Obtencion de plasmidos recombinantes

El producto de PCR purificado se ligd a un vector de clonacién comercial
pDrive de QIAGEN (Valencia, CA) atendiendo las indicaciones del
proveedor. Basicamente, se utilizaron de 3 uL del producto de PCR
purificado, se agregd 1 uL de vector (50 ng/uL), 1 uL de agua bidestilada
estéril y 5 uL de mezcla de reaccion de ligacidon 2x (contiene cofactores y

reactivos necesarios para la reaccion).

Se agité suavemente y se incubd a 16 °C por 18 h. Posteriormente, se utilizé el
producto de la reaccidon para transformar células competentes de

Escherichia coli.

5.2.5.3 Preparacion de células competentes

Colonias aisladas de E. coli TOP 10F’ de Invitrogen (Carlsbad, CA), fueron
cultivadas en 10 mL de medio Luria-Bertani (LB; triptona 1 %, extracto de
levadura 0.5 %, NaCl 200 mM, pH 7.0) en agitacion constante a 37 °C durante
16 h. Se tomaron 5 mL del cultivo anterior para inocular 30 mL de medio LB y
se incubo a 37 °C hasta que alcanzo una densidad optica (OD) a 600 nm de
0.3. Posteriormente, se emplearon 5 mL de este segundo cultivo para inocular
200 mL de medio LB y se incubd en las mismas condiciones hasta que alcanzd
una OD de 0.3 a 600 nm. Se transfirid el cultivo a tubos estériles de 50 mL y se

centrifugo a 4,000 rpm durante 10 min a 4 °C.
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La pastilla se resuspendié en 16 mL de solucion 1 (RbCl 100 mM, MnCl; 50 mM,
CacClz 10 mM, glicerol 15 % w/v, pH 5.8) y se incubd en hielo durante 45 min. Al
cabo de este tiempo, las células fueron nuevamente compactadas
centrifugando a 4,000 rpom a 4 °C durante 5 min. El botdn celular se
resuspendié en 5 mL de solucién 2 (RbCl 10 mM, MOPS 10 mM, CaClz 75 mM,
glicerol 15 % w/v, pH 6.8) y se incubd en hielo por 10 min. Finalmente, se
hicieron alicuotas de 50 yL de las células en suspension en viales estériles y se

almacenaron a -80 °C hasta su uso (Sambrook y Russell, 2001).

5.25.4 Transformacion de células competentes

Los viales con células competentes se descongelaron en hielo y se les agrego
la suspension del plasmido recombinante (=20 ng de DNA), se agito
suavemente y se mantuvo en hielo durante 30 min; posteriormente, las células
fueron sometidas a un choque térmico incubandolas a 42 °C durante 30 seg y
se pasaron a hielo inmediatamente después, donde se les mantuvo durante

3 min.

Transcurrido el tiempo, se adicionaron 400 yL de medio SOC (triptona 2 %,
extracto de levadura 0.5 %, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl> 10 mM, glucosa
20 mM, pH 7.0) y se incubd durante 1 h a 37 °C en agitacion (140 rpm).
Posteriormente, las células se compactaron centrifugando los viales a
4,000 rpm por 5 min, se desecharon dos tercios del sobrenadante y el botén

celular se resuspendio en el medio remanente.

La suspension se distribuyd uniformemente en medio LB solido suplementado
con ampicilina 100 ug/mL, IPTG 50 uM y X-gal 80 pyg/mL. Las cajas fueron
incubadas a 37 °C por 18 h. Posteriormente, se seleccionaron las colonias

candidatas a contener plasmidos recombinantes (Sambrook y Russell, 2001).
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5.255 Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina

Las colonias positivas fueron cultivadas en 3 mL de medio “Terrific” (TB;
triptona 1.2 %, extracto de levadura 2.4 %, glicerol 4 mL/L, KH2PO4 17 mM,
KoHPO4 72 mM) con 100 pyg/mL de ampicilina durante 12 h a 37 °C en
agitacion constante (150 rpm). El cultivo se transfiri6 a microtubos de 1.5 mLy
se centrifugd a 5,000 rpm a 4 °C durante 4 min. Se eliminé el sobrenadante
por decantacion y la pastilla se resuspendid en 100 uL de solucion | (glucosa
50 mM; Tris-HCI 25 mM; EDTA 10 mM, pH 8.0). A esa suspension se afiadieron
200 L de solucion Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y la mezcla se incubd en hielo
durante 5 min para permitir la lisis celular. Al cabo de este tiempo, se
adicionaron 150 pL de soluciéon il (acetato de potasio 3M, acido acético
glacial 11 %), se mezcld por inversion y se incubd la mezcla en hielo por 5 min.
Después, se centrifugo la suspension a 13,000 rpm a 4 °C durante 5 min y se
transfirid el sobrenadante, sin restos celulares, a un microtubo limpio. Se
precipitd el DNA con 2 volumenes de etanol absoluto y se incubd a 25 °C por
5 min. Posteriormente, se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min a 4 °C, se elimino
el sobrenadante y la pastilla fue lavada dos veces con 250 uL de etanol 70 %.
El material genético se secO a temperatura ambiente y se resuspendidé en
30 uL de agua bidestilada estéril. Se agregd 1 pl de RNAsa A (10 mg/mL) y se
incubd a 37 °C por 1h. El material se almacend a -20 °C hasta su uso

(Sambrook y Russell, 2001).

Se procedid6 a determinar la presencia del inserto mediante Ila
caracterizacion con la endonucleasa EcoRl (New England Biolabs) siguiendo
las especificaciones del proveedor y también mediante reacciones de PCR

con las condiciones estandarizadas anteriormente.

Los plasmidos seleccionados fueron sometidos a reacciones de
secuenciacion en un secuenciador de capilar Genetic Analyzer ABI Prism
(modelo 3100) y las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el

programa Gene Doc v2.7.
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Las secuencias se compararon por medio de los programas BLASTN y BLASTP
con las bases de datos del banco de genes disponibles en Centro Nacional

para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

5.2.6 Subclonacién de PfTCTP y HSTCTP en el vector de expresion

Las construcciones de PfTCTP y HSTCTP en pDrive se utilizaron para subclonar
estos genes en el vector de expresion para sistemas procarioticos pProEX HTb
(GIBCO, BRL). Se utiliz6 la DNA polimerasa TaKaRa ExHS (Takara Bio Inc),

siguiendo las especificaciones del proveedor.

Se emplearon los siguientes oligonucledtidos para la amplificacion de los
fragmentos: directos, PITCTP Dir 5’-CGGGATCCATGAAAGTATITAAAGAC-3’ vy
HSTCTP Dir 5’-CGGGATCCATGATTATCTACCGGGAC-3’ (el sitio de restriccion
BamH| estd subrayado y el coddén de inicio se indica con negritas);
oligonucledtidos reversos, PfTCTP Rev 5’-GGAATTCTTAATATITITCTTCAAA-3’ y
HSTCTP Rev 5’-GGAATTICTTAACATITTTCCATITC-3’ (el sitio de restriccion ECoRI
esta subrayado y el codén de inicio se indica con negritas). Se utilizaron las
siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min,
seguido por 25 ciclos de 94 °C por 20 seq, 60 °C por 30 seg y 72 °C por 1 min;
finalmente, un ciclo de extension a 72 °C por 5 min. Los productos
amplificados fueron digeridos con las enzimas BamHI| y EcoRI (New England
Biolabs) y clonados en el vector pProEX HTb empleando la DNA ligasa T4 de
NEB (400 U/uL). Para ello, se empled la solucion amortiguadora de ligaciéon
(Tris-HCI 50 mM, MgClz> 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, BSA 25 ug/mL, pH 7.5),
una proporcion 1:4 de vector con relacion al inserto y 200 U de ligasa T4 en un

volumen final de 10 uL. La reaccion se incubd a 12 °C durante 16 h.

El producto de la ligacion se utilizd para transformar células competentes de

E. coli DH50 como se describié anteriormente.
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Las clonas con la construccion fueron cultivadas en 3 mL de medio TB con
100 pg/mL de ampicilina durante 12 h a 37 °C en agitacidn constante
(160 rpm). El cultivo se transfirid6 a microtubos de 1.5 mL y se realizé la

extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina.

Se procedi6 a determinar la presencia del inserto en el DNA plasmidico de las
clonas candidatas mediante |la caracterizacion con las enzimas de restriccion

EcoRl y Notl (New England Biolabs) y mediante amplificacion por PCR.

Los plasmidos seleccionados fueron sometidos a reacciones de
secuenciacion y los electroferogramas fueron editados. Las secuencias se
compararon por medio de un alineamiento multiple con el programa
MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html) con las secuencias
de la base de datos del banco de genes disponibles en el NCBI. Se verificod
gue las secuencias se encontraran en fase para proceder con la expresion

de las proteinas.

5.2.7 Induccion de proteinas recombinantes de TCTP

A partir de un cultivo en placa por estria de las cepas con las construcciones
en el vector pProEH HTb, se utilizé una colonia para inocular 2 mL de medio LB
(triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) suplementado con
100 ug/mL de ampicilina. Se incubd a 37 °C por 18 h en agitacion (140 rom).
Se emplearon 100 pyL de este cultivo para inocular 10 mL de medio LB
suplementado con 100 ug/mL de ampicilina y se incubd a 37 °C en agitacion

constante hasta que la OD a 600 nm alcanzé un valor de 0.7.

Se tomO 1 mL de este cultivo y se centrifugdé a 13,000 rpm por 2 min. Se
desecho el sobrenadante y el paguete celular se resuspendid en 100 uL de
PBS 1x (10x: NaCl 1.3 M, KCI 2.7 mM, NazHPO4 4.3 mM, KH,PO4 1.4 mM, pH 7.0).
Esto constituyd la muestra no inducida.
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Al cultivo restante, se le agrego IPTG a una concentracion final de 1 mM y se
continudé con la incubacién del mismo durante 18 h a 37 °C y 140 rpm. Las
células se centrifugaron y resuspendieron como se describié anteriormente.
Un volumen correspondiente a 0.2 del valor de OD del cultivo se colocé en
un microtubo y se mezclé con un volumen igual de solucion de muestra SDS
2x (Tris-HCI 125 mM, pH 6.8; SDS 4 % w/v; glicerol 20 % v/v; azul de bromofenol
0.01 % w/v). Las muestras se incubaron a 95°C por 5 min y se analizaron en gel

de poliacrilamida al 15 % (SDS-PAGE).

Como control positivo de induccion se empled una clona de TCTP de
Cucurbita maxima (CmTCTP) en pProEX HTb donada por el Dr. Jesus Hinojosa
Moya del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV. Las

proteinas recombinantes fueron identificadas por Western Blot.

5.2.7.1 Obtencion de fraccion soluble, insoluble y aislamiento de cuerpos de

inclusion

Para la obtencion de las diferentes fracciones en los cultivos inducidos, una
vez que se tiene el boton celular, se empled solucion de lisis (Tris-HCI 50mM,
pH 8.5 a 4 °C; B_mercaptoetanol 5 mM; PMSF 1mM; lisozima 0.2 mg/mL; NacCl
400 mM) en una relacion 1:20 con respecto al volumen inicial del cultivo y se
incubo 40 min a 4 °C. Posteriormente, la muestra se sometid a sonicacion (3
pulsos de 20 seg a 40 grados de amplitud). La muestra se centrifugd a 13,000
rom a 4 °C por 45 min para la separacion de la fraccion soluble (que
corresponde al sobrenadante) y la fraccion insoluble (que corresponde al

botdn) y de esta ultima, se realizé el aislamiento de los cuerpos de inclusion.

Para el aislamiento de los cuerpos de inclusion se resuspendid el boton
resultante en 200 uL de la soluciéon de lavado 1 (Tritdn X100 0.5 %, Tris-HCI 50
mM pH 8.0, NaCl 100mM).
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Se homogenizé la solucidn con los restos celulares y se centrifugd a

13,000 rpm a 4 °C por 10 min. Se repitieron los lavados 3 veces.

Posteriormente, se utilizd la solucion de lavado 2 (Tris-HCI 50mM pH 8.0, NaCl
100 mM) para eliminar el resto de tritbn presente en los restos celulares. El
lavado se realizd6 dos veces mas centrifugando a 13,000 rpm a 4 °C por
10 min. Ulteriormente, se conservaron |los restos celulares con la solucion de
resolubilizacién de cuerpos de inclusion (NaHCO3z 10 mM, Urea 2 M) a 4 °C y
bajo condiciones de agitacion. Después de 24 h se centrifugd a 13,000 rpm a
4 °C por 10 min, se tomo el sobrenadante y se resuspendié en 30 uL de una
solucion de fosfato de sodio 20 mM (pH 8.0), NaCl 0.5 My Urea 1 mM.

Las fraccidon soluble, insoluble y los cuerpos de inclusion fueron
desnaturalizados a 95 °C durante 5 min en la solucibn de muestra SDS 2x,

analizados mediante SDS-PAGE al 15 % y visualizados por Western Blot.

5.2.7.2 Estandarizacion de las condiciones de induccién

Para las cepas con las construcciones en el vector pProEH HTb, se probaron
distintas condiciones de operacion para la obtenciobn de una mayor
cantidad de proteina soluble. Asi, se probaron 3 diferentes medios de cultivo
gue corresponden a LB, “terrific broth” o TB (extracto de levadura 24 g/L,
triptona 12 g/L, glicerol 4 mL/L, KH2PO4 0.17 M, K2HPO4 0.72 M.) y 2TY (peptona
de caseina 16 g/L, extracto de levadura 10 g/L, NaCl 5 g/L, pH 7.0). Las cepas
de E. coli probadas fueron DH5aq, BL21, Rosseta y Rosseta2. Se probo el efecto
de diferentes concentraciones de inductor que correspondieron a 1 mM, 0.5
mM y 0.06 mM de IPTG. El tiempo de induccidn se probd a 1h, 2h, 3h, 4h y 18h
y una temperatura de induccién de 37 °C y 28 °C. Finalmente, se probaron 2
diferentes velocidades de agitacion que correspondieron a 140 rpm vy
180 rpm.
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5.2.7.3 Identificacion de proteinas recombinantes por Western Blot

Las proteinas recombinantes fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 15 %
con marcador de peso molecular pretefido (Prestained Standard Broad
Range, Bio-Rad); una vez normalizadas, se transferirdn a membranas PVDF
(difluoruro de polivinideno). Terminada la transferencia, las membranas
fueron tratadas con solucién de bloqueo (PBS 1x; leche descremada 5 %,
tween 20 0.1 %) y solucion de lavado (PBS 1x, tween 20 0.1 %). Se empled
como primer anticuerpo un policlonal de conejo anti-lgG His-probe (H15)
diluido 1:7500 para las construcciones en el vector pProEX HTb. Después de
realizar los lavados correspondientes, el segundo anticuerpo fue anti-lgG de
conejo (obtenido en cabra) conjugado a fosfatasa alcalina diluido 1:4000. El
sustrato que se utilizé para el desarrollo de color es NBT/BCIP (azul de nitro
tetrazoilo/5-bromo, 4-cloro, 3- indolil fosfato), atendiendo a las indicaciones

del fabricante.

5.1.8 Purificacion de proteinas recombinantes de TCTP

Una vez demostrada la induccion de las proteinas recombinantes en el
vector pProEX HTb, se utilizaron las mejores condiciones encontradas para la
produccion de las proteinas recombinantes. El proceso se escald a un

volumen final de 3L de cultivo inducido.

Se probaron distintas condiciones para la lisis de los cultivos que
correspondieron a 2 concentraciones diferentes de lisozima 1mg/mL y
0.2 mg/mL; dos diferentes tiempos de incubacion de 20 min y 40 min,
respectivamente; dos condiciones diferentes para la lisis celular que
correspondieron a el uso de sonicacion (como se describié anteriormente) o
choque térmico, que consistid en incubacion de la muestra a -20 °C por

10 min y posterior incubacion a 25 °C por 10 min (repetido dos veces).
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Finalmente, se probaron dos sistemas de soluciones reguladoras basadas en
Tris-HCI o fosfatos segun la compatibilidad con la columna. El sistema de
purificacion empleado fue columna de afinidad HisTrap FF (Amersham)
utiizando condiciones no desnaturalizantes siguiendo las indicaciones del

proveedor.

Basicamente, las columnas fueron equilibradas inicialmente con solucién de
equilibrio (fosfato de sodio 20 mM, pH 8.0; NaCl 0.5 M; imidazol 10 mM; PMSF
1 mM) y los extractos proteicos fueron cargados dos veces en las columnas.
Las proteinas unidas a la columna fueron tratadas con 5 volumenes de
solucion de lavado (fosfato de sodio 20 mM, pH 8.0; NaCl 0.5 M; imidazol
20 mM; PMSF 1 mM ) y se realizd un gradiente de concentracion lineal de
imidazol de 20 a 500 mM para la elucidn de las proteinas. Las fracciones
eluidas fueron desnaturalizadas a 95 °C durante 5 min en la solucidon de
muestra SDS 2x, analizadas mediante SDS-PAGE al 15 % y visualizadas por
Western Blot. Las fracciones con las proteinas recombinantes fueron
almacenadas a corto plazo a 4 2C. La endotoxina fue removida empleando
columnas de PMB-agarosa (Sigma-Aldrich) siguiendo el método indicado por

el fabricante.

5.2.9 Marcaje de las proteinas recombinantes

Se realizd el marcaje de las proteinas recombinantes para su uso en los
ensayos de proliferacion celular con el fluorocromo Oregon Green 488 de
Molecular Probes (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del proveedor.
Basicamente, se realiza una diluciéon de la proteina para obtener un volumen
de 0.5 mL a concentracion final de 1 mg/mL en bicarbonato de sodio 0.1 M y
se adiciona al vial con el fluorocromo reactivo y se incuba la reaccion a

22 °C por 1h.
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Posteriormente, se realiza una purificacion en columna para retirar el exceso
del colorante y se eluye la proteina en la solucion de fosfatos 20 mM. Las

muestras fueron almacenadas a 4 °C en oscuridad hasta su uso.

Adicionalmente, para los ensayos de localizacion en linfocitos B, PTCTP fue
marcada con el fluorocromo Alexa Fluor 594 de Molecular Probes (Invitrogen)

siguiendo las indicaciones del proveedor como se describié anteriormente.

53 ETAPA: Andlisis funcional in vitro de TCTP recombinante
5.3.1 Aislamiento de linfocitos B de bazo de ratéon
5.3.1.1 Material biolégico

Todos los procedimientos realizados con animales fueron realizados bajo los
lineamientos de la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales del
Laboratorio (UPEAL). El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del
CINVESTAV, que corresponde al protocolo namero 063-12
(http://cicual.cinvestav.mx). Se emplearon hembras de la cepa de raton

BALB/c de 7 a 8 semanas.

5.3.1.2 Obtencion de esplenocitos totales

Se emplearon hembras de ratén BALB/c de 7 a 8 semanas y se sacrificaron
para la extraccion del bazo. Posteriormente, se disgregd dicho érgano con
solucion salina al 0.9 % utilizando un colador celular. Las células obtenidas se

centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min a 4 aC.
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Para la obtencion de esplenocitos totales se realizo |a lisis celular con 2 mL de
una solucion de ruptura de membrana de eritrocitos (SIGMA) que contiene
cloruro de amonio 8.3 g/L en buffer Tris-HCI| 0.01 M. Se incubd por 2 min y se
realiz6 el lavado de los esplenocitos totales por dilucion con 40 mL de
solucion salina al 0.9 % y centrifugacion de la muestra a 1,500 rpm a 4 °C por
3 min. Se resuspendieron las células en medio RPMI 1640 y se realizdé el conteo

de células con el Contador Celular Automatico Countess (Invitrogen).

53.1.3 Aislamiento de linfocitos B

Se realizd la seleccion negativa de linfocitos B empleando el sistema MACS
del Kit de Aislamiento de Células B (Milteny Biotec) de columnas magnéticas
y una mezcla de anticuerpos monoclonales. Basicamente, se prepara la
suspension celular eliminando el medio por centrifugacion a 1,200 rpm a 4 °C
por 10 min. Se resuspendid el botdn celular en 40 pL de solucién
amortiguadora (PBS 1x, pH 7.2; albumina de suero bovino 0.5%; EDTA 2mM)

por cada 107 células totales.

Se afladieron 10 plL del cocktail de anticuerpos unidos a biotina (vs CD43 (Ly-
48), CD4 (L3T4) y Ter-119) por cada 107 células y se incubd por 15 min a 4 °C.
Posteriormente, se adicionaron 20 yL de micro perlas anti-biotina por cada
107 células, se mezcld e incubd por 15 min a 4 °C. Se adicionaron 1.5 mL de
solucion amortiguadora y se centrifugdé a 1,200 rpm por 10 min a 4 2C. Se
resuspendid el boton celular en 0.5 mL de buffer y se procedid a la
separacion magnética. Las fracciones que eluyen de la columna
corresponden a los linfocitos B. Posteriormente, se centrifugaron a 1,200 rpm
por 10 min a 4 °C para eliminar la solucion amortiguadora y se resuspendieron

en medio RPMI 1640.
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5.3.1.4 Estimulacién de linfocitos B con un mitégeno

A partir del cultivo primario de linfocitos B aislados por seleccion negativa, se
colocaron 2.6 x 10% células B/mL en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10% (Invitrogen). Se incubaron con diferentes
concentraciones de LPS que correspondieron a 0 (control negativo), 0.25, 0.5,
0.75, 1, 1.25, 1.5y 2 ug/mL y se mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO; durante
240 h. Se midi6 la densidad celular viable (cél/mL) con el Contador Celular

Automatico Countess (Invitrogen).

5.3.2 Ensayos de proliferacion celular

A partir del cultivo primario de linfocitos B aislados por seleccion negativa, se
colocaron 2 x 106 células B/mL en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10 % en micro placas de 6 pozos. Se incubaron con 10 ug/mL
de proteina recombinante HsSTCTP o PfTCTP marcadas con el fluorocromo
Oregon Green 488 (verde) y se mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO: durante
120 h. EL LPS a una concenfracion final de 1 ug/mL fue usado como control
negativo, mientras que células B sin tratamiento y las incubadas con solucion
de fosfatos 20 mM fueron usados como controles negativos. Se realizaron dos
experimentos independientes por duplicado. Después de cada tiempo de
incubacion se midid la densidad celular viable (cél/mL) con el Contador

Celular Automatico Countess (Invitrogen).

La incorporacion de proteina marcada de HSTCTP o PfTCTP en los linfocitos B
fue analizada por citometria de flujo (FACS). Un total de 20,000 eventos/pozo
fueron adquiridos en un equipo FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose,

CA) empleando el programa Cell Quest Pro.
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La distribucion del ciclo celular de los linfocitos B positivos a la fluorescencia
fue dividida en 4 areas diferentes que corresponden a las células en
apoptosis y en las fases G1, S y G2M del ciclo con base en el contenido de
DNA. Las células en cada area fueron contadas y se expresd el porcentaje

correspondiente del total de linfocitos B marcados.

5.3.3 Localizaciéon de TCTP recombinante en linfocitos B

A partir del cultivo primario de linfocitos B aislados por seleccion negativa, se
colocaron 2 x 10° células B/mL en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10% en micro placas de 96 pozos. Se incubaron con 1 ug/mL
de LPS por 24 h a 37 °C y 5 % de CO.. Posteriormente, las células fueron
lavadas con PBS 1x e incubadas por 30 min a 4 °C con fosfato de sodio
20 mM (pH 7.5) como control negativo, o 50 ng/mL de proteina
recombinante HSTCTP marcada con el fluorocromo Oregon Green 488
(verde) y/o 50 ng/mL de PfTCTP marcada con el fluorocromo Alexa Fluor 594
(rojo). Tras dicho tiempo de incubacion, las células fueron fijadas empleando
una solucion de paraformaldehido 4% en PBS por 20 min a 4 °C. Las
preparaciones fueron observadas en un microscopio confocal multifotonico
modelo SP5 (Leica) con un aumento de 60x. Las imagenes fueron procesadas
y analizadas utilizando el programa de LAS AF (Leica). Para cada tratamiento

se analizaron al menos 100 células.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del
género Plasmodium que se transmite por la picadura de hembras infectadas
de mosquitos Anopheles. En la actualidad constituye un problema de salud
publica mundial que afecta el bienestar y desarrollo econémico de las

comunidades con mayor indice de marginalidad (Tusting et al., 2013).

P. falciparum es el parasito productor del 80% de las infecciones y 90% de las
muertes por la enfermedad (Tuteja, 2007). Se sabe que una de las proteinas
de este parasito, TCTP, es secretada al torrente sanguineo del huésped ante
una infeccion, lo que puede afectar la respuesta inmune (MacDonald et al.,
2001). Ademas, TCTP de P. falciparum esta implicada en el proceso
patologico del huésped y el desarrollo de resistencia del protozoario contra la
artemisinina, farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de la
malaria (Bommer y Theile, 2004). Sin embargo, se desconocen |os
mecanismos moleculares por medio de los cuales participa esta proteina en

la mediacion de la respuesta inmune del huésped.

Por lo anterior, en el presente trabajo se planted el analisis funcional de la
proteina TCTP recombinante de P. falciparum. Se comenzd con el analisis
estructural de PfTCTP y HSTCTP, ya que este organismo es el huésped de
interés para el proyecto y esta Ultima se encuentra mejor estudiada y

caracterizada en comparacion con PfTCTP.
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6.1 ETAPA: Andlisis estructural in silico de PfCTP y HSTCTP

6.1.1 Analisis de la estructura primaria

La secuencia primaria de PfTCTp y HSTCTP (Figura 6) revela que ambas
corresponden a la familia de TCTP y presentan dominio parecido a la
proteina Mss4, como ya ha sido reportado (Thaw et al., 2001). Sin embargo,
HSTCTP presenta las 2 firmas caracteristicas que corresponden a TCTP 1
(posicidon 48 a 58) y TCTP 2 (posicidon 129 a 151), en comparacion con PfTCTP
en la que unicamente se puede reconocer in silico la firma TCTP 2 en la

posicion 128 a 150.

Es importante destacar que con los programas utilizados no se predicen sitios
gue tiendan a formar puentes de hidrégeno, posibles sitios de glicosilacion o
sitios activos en las proteinas; lo anterior corresponde con la ausencia de
evidencias experimentales que describan dichas regiones en HSTCTP y PfTCTP

buscadas en la bibliografia disponible.

Asimismo, se realizé la comparacion de la secuencia primaria de HsSTCTP y
PfTCTP por medio del programa ClustalW2 (Cuadro 2). De acuerdo con el
alineamiento obtenido, las secuencias analizadas contienen 59 aminoacidos
idénticos que representan el 34.3%, 45 residuos (26.2%) con sustitucion
conservativa, 16 sustituciones semi-conservativas (9.3%) y 52 posiciones con

aminoacidos diferentes que corresponden al 30.2%.

Si bien TCTP es una proteina conservada, con los resultados anteriores se
observa que PfTCTP presenta diferencias importantes a nivel de estructura
primaria, como es la ausencia de la firma TCTP1 caracteristica de dicha
familia. EIl dominio TCTP1 se encuentra adyacente a la superficie de unién
propuesta para interaccionar con GTPasas (Thaw et al., 2001), lo que podria
afectar la funcion de la proteina.
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A) HSTCTP

I' Familia | Proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP)

[« 2» Domain
D Dominios Mssd
[ )» SSF51316
B Sitios Proteina tumoral controlada traduccionalmente, sitios conservados
—_—— » PSO1002 (TCTP_t
—— ® PSO1003 (TCTR.D)
B) PFTCTP
Ii Familia Proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP)
[ 2* Domain
[ pominios | wess
- )k SEFS1316
B Sitios Proteina tumoral controlada traduccionalmente, sitios conservados
— » PS01003 (TCTPLY)

Figura 6. Analisis de la estructura primaria de HSTCTP y PfTCTP. Se utilizd el programa en linea
InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro) para el analisis in silico de la secuencia primaria de
HsTCTP, No. Acceso NP_003286; y PfTCTP, No. Acceso XP_ 001351667. Se esquematiza la
secuencia o el fragmento de la misma que corresponde a la familia, los dominios y los sitios

conservados para cada proteina. Mss4, supresor de Sec4 en mamiferos.

6.1.2 Analisis de la estructura secundaria y terciaria

De acuerdo con el alineamiento de la estructura secundaria de PfTCTP y
HsTCTP (Cuadro 3), se compararon 144 aminoacidos y 12 elementos de
estructura secundaria para HsTCTP; mientras que para PfTCTP se alinearon 159

aminoacidos y 13 elementos de estructura secundaria.
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HSTCTP MITYRDLISHDEMFSD1YKIR---EITADGLCLEVEGKMVSRTEGN IDDSL IGGNASAEGP 57

PFTCTP MKVFKDVFTNDEVCSDSYVQQDPFEVPEFRE IAFEVKSNKRIKGNEDYG IADN——SEDAV 58
*:::*::::** **x X - - - ** *-***_: .

HsTCTP EGEGTESTVITGVDIVMNHHLQETSFTKEAYKKY IKDYMKS IKGKLEEQRPERVKPFMTG 117

PFTCTP EGMG--ADVEHV IDIVDSFQLTSTAFSKKEYSAY IKNYMQKVAKYLEEKKPDRVEIFKTK 116
** * - * :*** --:* -*:*:*: *- ***:**:-: ***::*:**: * *

HsSTCTP AAEQIKHILANFKNYQFF IGENMNPDGMVALLDYREDGVTPYMIFFKDGLEMEKC 172

PFTCTP AQPFIKHILTNFDDFEFYMGESLDMEAGI 1YSYYKGEEITPRFVY ISDGLFEEKY 171

***** ** ---*--** - - *- - -** - === K%k **x

Cuadro 2. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de HsTCTP y PfTCTP. El alineamiento
se realizd6 con el programa en linea ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/)
utiizando la matriz Gonnet, la penalizacion por la apertura, separacion y extension de los
gaps se mantuvo con los valores asignados por default. Se marca (sombreado) los residuos
conservados de la triada que corresponde a la superficie de Mss4 que se une a la proteina
Rab (Sec4), segun Thaw et al., 2001. (*): aminoacidos idénticos, (:): sustitucibn conservativa

de aminoacidos, (.): sustitucién semi-conservativa, ( ): aminoacidos diferentes.

Las secuencias presentan un porcentaje de identidad de estructura
secundaria del 89.6% y un valor de CRMS (desviacion cuadratica media de
distancias de los carbonos alfa de los residuos alineados) de la superposicion
optima de 1.48 A. Como se observa, a nivel de estructura secundaria PfTCTP

presenta diferencias respecto a HsTCTP.

En general, PITCTP cuenta con mayor cantidad de elementos que forman
ldminas B; sin embargo, en la region de los aminodcidos 20-30 en lugar de
presentar una Idmina B, como es el caso de HsTCTP, en PfTCTP se presenta la
formacion de una hélice tipo 310 (Cuadro 2). Esto corresponde con las
observaciones realizadas por Hinojosa-Moya et al., 2008 en donde se
compara TCTP de Plasmodium knowlesi con TCTP de S. pombe describiendo
la distorsion que causa la presencia de la hélice a en la regién 22-30 a nivel

de estructura terciaria en la molécula.
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: El E2 E3 -——-- E4 - H1 E5
HsTCTP: EEEEETTT EEEETTSEEEEE----- GGGTEEEEE B - BHHHHHTT EEE

-1 :EFMITYRDLISHDEMFSDIYKIREl-——-- ADGLCLEVEGKMVS-RGVDIVMNHHLQETS: 82
* * **x **x * *x *kx * *

3 :FRMKVFKDVFTNDEVCSDSYVQQDPFEVPEFRE IAFEVKSNKRIKHVIDIVDSFQLTSTA: 85
PFTCTP:EEEEEEEETTT EEEETTS B GGG GGGGGTEEEEE EE  EEHHHHHTT EEE
“E1l E2 E3 E4  E5H1 E6

. H2 H3 E6
HSTCTP:  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH GGGHHHHHHHHHHHHHHHHHTGGG EEEE TT T
83  :FTKEAYKKY IKDYMKS I KGKLEEQRPERVKPFMTGAAEQIKHILANFKNYQFF IGENMNP: 142

* * * **kk X% *Kkx * X% * * * B = = = = * *x

86  :FSKKEYSAY IKNYMQKVAKYLEEKKPDRVE I FKTKAQPF IKHILTNFDDFEFYMGESLDM: 145
PFTCTP:  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH GGGHHHHHHHHHHHHHHHHHTGGG EEEE TT T
D H2 H3 E7

: E7 E8 EQ9
HsTCTP:TS EEEEE TTSSSEEEEEEGGGEEEEE
143 :DGMVALLDYREDGVTPYMIFFKDGLEMEKC: 172
*

*x E = **x

146 :EAGIIYSYYKGEEITPRFVYISDGLFEEKY: 175
PFTCTP:TS EEEE TT SS EEEEEGGGEEEEEE
: E8 E9 E10

Cuadro 3. Alineamiento de la estructura secundaria de HsTCTP y PfTCTP. El alineamiento se
realiz6 con el programa en linea Matras (http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/). Se
indica el tipo de estructuras que presenta cada molécula. H: hélice alfa; B: residuo en puente
beta aislado; E: hebra extendida, participa en escalera beta; G: hélice 310; T: vuelta o giro
con enlace de hidrégeno; S: giro, Unica designacion no basada en enlaces de hidrégeno; (-
): gap: (): residuos que no se encuentran en cualquiera de las conformaciones anteriores; (*):

aminoacidos idénticos.

Al realizar la comparacion de estructura terciaria de HSTCTP y PfTCTP (Figura
7) se observa que, en esta Ultima, la regidn que se ha hipotetizado como sitio

de unidn o interaccion con proteinas G se encuentra mas compactada.

Es interesante resaltar que se realizé la prediccion y el alineamiento de la
estructura secundaria de diversas especies de especies de Plasmodium y en
ninguna se presenta la Idmina B caracteristica en dicha regidon (posicion =22-

30) de la mayoria de TCTPs de otros organismos (Anexo 1).
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Esto podria sugerir una estrategia evolutiva con que cuenta el parasito para

modificar la respuesta inmune del huésped.

Figura 7. Alineamiento de la estructura terciaria de HSTCTP (PDB 1yz1) y PfTCTP (PDB 3p3Kk). El
alineamiento se realiz6 con el programa en linea Matras (http://strcomp.protein.osaka-
u.ac.jp/matras/) y las imagenes se obtuvieron con el visor Jmol 13.0
(http://jmol.sourceforge.net/). A: Esquema de HsSTCTP; B: Esquema de PfICTP;

C: superposicion de ambas proteinas.

De acuerdo con estudios previos en el grupo de trabajo, la variacion
estructural entre PfTCTP y HSTCTP del resto de los organismos causa un cambio
conformacional en la molécula que podria estar ligado al sitio de union o

interaccion con proteinas G (Hinojosa-Moya et al., 2008).
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Si bien existe polémica de dicha interaccion y posible actividad de TCTP
como GEF, hay evidencia suficiente que sugiere que esta region es
importante para la funciéon de TCTP aunque no sea por la actividad de

intercambio de GTP de proteinas G.

6.1.3 Prediccidén de interacciones proteina-proteina

La prediccion in silico de las moléculas que pueden interactuar difieren entre
HsSTCTP (Figura 8) y PfTCTP (Figura 9) a pesar de tratarse de la misma proteina,

aungue proceden de organismos diferentes.

Para HSTCTP se identifica que interactia con la cinasa tipo polo 1 (PLK1), la
cual es una serin/treonin cinasa que realiza diversas funciones durante la fase
M del ciclo celular incluyendo la regulacion de la maduracion del
centrosoma, eliminacion de cohesinas de los extremos de los cromosomas,
inactivacion de los inhibidores APC/C y regulacion de la salida de la mitosis
(Yarm, 2002). Dicha interaccion fue descrita por Yarm en 2002 empleando el
sistema de doble hibrido. Otra proteina identificada que interactua con
HsSTCTP es STEAP3, la cual es una ferroreductasa endosomal que se encuentra
implicada en la secrecion exosomica de TCTP (Amzallag et al., 2004). Otras
proteinas blanco descritas ampliamente en diferentes trabajos es la proteina
tumoral p53 (revisado en Chen et al., 2013) y la proteina de leucemia de
células mieloides o MCL1 (Zhang et al., 2002; Liu et al., 2005), para las cuales

ya hay evidencia experimental de su interaccion con HsTCTP.

Es importante destacar que se identifica in silico una posible interaccion de
HsTCTP con la proteina G denominada Rheb, aunque con un valor de score
de 0.551.
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© PLK1 Cinasa tipo polo 1 603 aa o o 0.992
© STEAP3  Miembro 3 de la familia STEAP 498 aa o o 0.982
QO TP53 Proteina tumoral p53 393 aa . . 0.971
QO ATP1A1 ATPasa, Na*/K* transportador, polipéptido oo 1 1023 aa . 0.937
® MCL1 Proteina de leucemia de células mieloides 1 350 aa J o 0.936

Figura 8. Prediccidon de las interacciones proteina-proteina de HsTCTP. Esquema de las
posibles proteinas que presentan interaccién con HsTCTP obtenido mediante el servidor en
lilnea STRING 9.1 (http://stringdb.org/newstring_cgi/show_input_page.pl?Userld=_x7UmzSKYV).
La tabla enlista las siglas, el nombre de la proteina, el tamafio (en nimero de amino acidos),
el codigo de colores segun las evidencias de dichas interacciones que corresponden a
proximidad, fusion génica, ocurrencia, experimentos, base de datos, bibliografia y/o

homologia; asi como el score evaluado para cada interaccion.

Sin embargo, para PfTCTP se identifican como posibles moléculas que
interactian proteinas ribosomales y una ATPasa transportadora de calcio
(Figura 9). Esto nos indica que a nivel de estructura y posibles interacciones
gue se predicen con base en ésta, HSTCTP y PfTCTP pueden presentar

diferentes blancos y/o diferente efecto sobre dichas moléculas.
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© PF11_0313 Fosfoproteina ribosomal PO 316 aa o J 0.892
© PFA_0310c ATPasa transportadora de calcio 1228 aa ° J 0.886
QO PF14_0627 Proteina ribosomal S3 221 aa J 0.875
Q PFF0885w  Proteina ribosomal 60S L27a 148 aa . . 0.873
® PF11_0043 Proteina acidica ribosomal 60S p1 118 aa o 0.859

Figura 9. Prediccion de las interacciones proteina-proteina de PfTCTP. Esquema de las
posibles proteinas que presentan interaccion con PfTCTP obtenido mediante el servidor en
linea STRING 9.1 (http://stringdb.org/newstring_cgi/show_input_page.pl?Userld=_x7UmzSKYV).
La tabla enlista las siglas, el nombre de la proteina, el tamafio (en niUmero de amino acidos),
el cédigo de colores segun las evidencias de dichas interacciones que corresponden a
proximidad, fusibn génica, ocurrencia, experimentos, base de datos, bibliografia y/o

homologia; asi como el score evaluado para cada interaccion.

Con base en la premisa tedrica de las diferencias estructurales de PfTCTP con
respecto a HSTCTP y sus posibles moléculas con las cuales interactua, se
plante6 la hipétesis de que TCTP de P. falciparum podria actuar como
mutante dominante negativa ya que induce la liberacion de histamina, pero
al no interaccionar con proteinas G, seria incapaz de llevar a cabo la
activacion de células B bloqueando la respuesta inmune del huésped

durante la infeccién (Hinojosa-Mota et al., 2008).
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Para determinar si PfTCTP presenta efecto semejante a HsTCTP, se clonaron y
expresaron ambas proteinas y se probaron en un cultivo primario de linfocitos

B como se describe posteriormente.

6.2 ETAPA: Expresion y purificacion de TCTP recombinantes

6.2.1 Extraccion de RNA total de sangre periférica humana y sintesis de

cDNA

Se obtuvo el RNA total a partir de sangre periférica humana y se comprobd la

integridad del RNA extraido (Figura 10).

Figura 10. RNA total de sangre periférica humana. Gel de agarosa desnaturalizante
al 1.2%. Las flechas indican las bandas correspondientes a los rRNA 28S y 18S. RNA 1,

2 y 3: muestras independientes de RNA total de sangre periférica humana.

6.2.2 Amplificacion del gen de PfTCTP y HSTCTP

Se llevé a cabo la estandarizacion de las condiciones de reaccion para la

deteccion de HSTCTP y PfTCTP con los oligonucledétidos especificos disefiados.
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Para el caso de HsTCTP se proboO el efecto de distintas temperaturas de
alineamiento (Figura 11) sobre la amplificacion de la region codificante y se

establecio 55°C como la temperatura Optima para la reaccion.

2000 pb
1000 pb

500 pb <€— 520pb

300 pb

Figura 11. Efecto de la temperatura de alineamiento en la amplificacién del gen de HsTCTP.
Producto de amplificacion del fragmento de 520 pb que corresponde a la region codificante
del gen de HsTCTP en gel de agarosa al 1%. Se indica la temperatura de alineamiento que
corresponde a 55°C, 60°C y 65°C, respectivamente. MPM: marcador de peso molecular
(escalera de 1 Kb Plus, New England Biolabs); Ctl (-): control negativo de la reaccion de

amplificacion.

Para el caso de PfTCTP se probaron distintas temperaturas de extension
(Figura 12) por tratarse de secuencias ricas en A+T, de acuerdo con lo
reportado por Su et al.,, 1996. Una reaccion tipica de PCR incluye una
temperatura de extension de 72°C después de la desnaturalizacion de la
doble cadena de DNA y el alineamiento de los oligonucledtidos. A esta
temperatura, la polimerasa termoestable replica el DNA a una velocidad
optima que depende de la solucion amortiguadora y de la naturaleza del
DNA molde (Innis y Gelfand, 1990). Sin embargo, se ha encontrado que
diversas secuencias de DNA de P. falciparum pueden ser dificiles o imposibles
de amplificar bajo condiciones estandar de PCR por tratarse de secuencias
ricas en A-T (Su et al., 1996).
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Se demostré que una disminucion de la temperatura de extension permite la
amplificacion de estas secuencias refractarias de DNA (Su et al., 1996). Por lo
anterior, se realiz6 un gradiente en la temperatura de extensidon de 60-70°C
para la amplificacion de PfTCTP (Figura 12). Se establecio la temperatura de

extension de 60°C como la 6ptima para la reaccion.

2000 pb

1000 pb
500 pb <€— 515pb

200 pb

Figura 12. Efecto de la temperatura de extension en la amplificacion del gen de PfTCTP.
Producto de amplificacién del fragmento de 515 pb que corresponde a la regiéon codificante
del gen de PfTCTP en gel de agarosa al 1%. Se indica la temperatura de extension que
corresponde a 60°C, 65°C y 70°C, respectivamente. MPM: marcador de peso molecular

(escalera de 1 Kb Plus); Ctl (-): control negativo de la reaccién de amplificacion.

6.2.3 Clonacion del gen de HsTCTP y PfTCTP

Los fragmentos amplificados correspondientes a la regidon codificante del gen
de TCTP se purificaron y clonaron en el vector pDrive, con |lo cual se

transformaron células competentes de E. coli Top10F’.
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Posteriormente, se realizd la extraccidon del DNA plasmidico y la verificacion
de la presencia del inserto por medio de reacciones de digestion con la
endonucleasa EcoRI que liberd un fragmento de =530 pb como se esperaba
(Figura 13a) y por PCR (Figura 13b).

Los plasmidos recombinantes fueron sometidos a reacciones de
secuenciacion y se verificd que las secuencias obtenidas para 2 de los
plasmidos de HsTCTP corresponden completamente con la reportada en la

base de datos, numero de acceso NM_003295 (Cuadro 4).
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Figura 13. Verificacion de la presencia de inserto (ORF) de HsTCTP y PfTCTP en pDrive. A:
Liberaciéon del inserto (=530 pb) por reacciones de restriccidn con la endonucleasa EcoRI.
Muestras de colonias independientes de TCTP humana (HsTCTP 1-3) y TCTP de P. falciparum
(PfTCTP 1-3). B: Producto de amplificacion del fragmento (=520 pb). Geles de agarosa al 1%.
MPM: marcador de peso molecular (escalera de 1 Kb Plus); Ctl (-): control negativo de cada

reaccion, respectivamente.

Los plasmidos de PfTCTP presentaron algunos cambios con respecto a la

secuencia de referencia, niumero de acceso XM_001351631 (Cuadro 5).
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* 20 * 40 * ald
H=T1 : AT GATIATCTACCGGGACCICATCAGCCACGAT GRAGATGTTCTCCGACATCTACRARGATC
H=sTS : AT GATIATCTACCGGGACCICATCAGCCACGAT GRAGATGTTCTCCGACATCTACRARGATC
HsTCTF : ATGATTATCTACCGGGACCICATCAGCCACGATGAGATGTICICCGACATCTACALGATC

* g0 * 100 * 120
HsT1 : CEGGAGATCGCGGRACGGGITGT GCCTIGRAGGTRGAGGGGAAGAT GETCAGTAGGRACAGAL
H=sTS : CEGGAGATCGCGGACGGGITIGT GCCIGGRAGGTGGAGGGGALAGAT GLRTCAGTAGGRACAGAL

HsTCTF : CGGGAGATCGCGGACGGGITGIGCCIGRAGETIGGAGGGGRAAGATGGTCAGTAGGACAGRAR

* 140 * 1a0 * 180
H=T1 ! GETAACATTGATGACTCGCICATTIGGT GGAAATGCCTICCGLTGAAGGCCCCGAGGGEGAR
HsTS : GETAACATTGATGACTCGCTICATIGGT GEAAATGCCTCCGCTGRAGGCCCCGAGEGCGAL

HsTICTF : GGEIAACATTGATGACTCGCICATIGGIGGRARATGCCTCCGCTGRAAGGCCCCGAGGGCGRAR

* 200 * 220 ® 240
H=T1 ! GETACCGRAALGCACARGIALT CACTGGIGICGATATIGT CATGRACCATCACCTGCAGGRL
HsTS : GETACCGAAAGCACAGTALTCACTGGT GTCGATATTGT CATGRRACCATCACCTGCAGGAL

HsTCTF : GGETACCGRARARGCACAGTARTCACTGGIGTCGATATIGTCATGAACCATCACCTIGCAGGRAR

* 280 * 280 ® 300
H=T1 ¢ ACAAGITICACARARGAAGCCTACAAGRAAGTACATCAALGATTACATGARATCAATCALD
H=sTS : ACAAGTITICACAALAGARGCCTACAAGRAGTACATCAAAGATTACAT GAAATCAATCARA

HsTCTE : ARCAAGTTTCRCAALAGAAGCCTACAAGAAGTACATCAAAGATTACATGARATCAATCARR

* 320 * 340 ® 380
H=T1 : GEGAALCTTGALGRRCAGLRGACCAGALAGAGTARARCCTTITTAT GACAGGGEECTGCAGAL
H=T:S ! GEGAALCTIGAAGARCAGLGACCAGALAGAGTARARCCTITTATGACAGGGGCTGCAGRL

HsTCTE : GGGAAACTTGRAGRACAGRAGACCAGALAGAGTAALACCTTITATGACAGGGGCTIGCAGRR

* 380 * 400 * 420
H=T1 : CARATCRAAGCACATCCITGCTAATTICAAAAACTACCAGTTCTTTATTIGGT GRARRCATG
H=TS : CARATCRAAGCACATCCITIGCTAATTICAA AL ACTACCAGTIICTITATIGGT GRARRRCATG

HsTCTF : CRAATCAAGCACATCCITGCTAATTTCAARARACTACCAGTICITTATIGGT GRAALCATG

* 440 * 480 * 480
H=sT1 I BATCCAGATGGCATGGITGCICTATIGGACTACCAI GAGGATGETGTGACCCCATATATG
H=sTS r AATCCAGATGGCATGGITIGCTCTATIGGACTACCGI GAGGATGETGTGACCCCATATATG

HsTCTF : ARARTCCAGATGGCAIGGITGCICTATIGGACTACCGIGAGGATGETGTGACCCCATATATG

* 500 *
H=T1 ! ATTTTCTITAAGGATGGTITAGARATGGAAMARATGOTTAR @ 519
H=sTS : ATTTTCTTITAAGGATGGITTAGRARATGGALALALATGSTTAL @ 519

HsTCTF : ATTITICITTRAAGGAIGGITITAGRAZATGGARARATGITAL : 5189

Cuadro 4. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleétidos de clonas del ORF de
HsTCTP. ElI alineamiento se realizG con el programa en linea MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Las secuencias de los plasmidos analizados no
presentaron ningln cambio con respecto a la secuencia de referencia. HsTl y 5: clonas
independientes del gen TCTP en pDrive. HSTCTP: secuencia reportada en la base de datos,

No. referencia NM_003295.
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* 20 * 40 * a0
BfTZ2 D AT GAALGTATTTARAGACGTTTTTACARATGAT GRAGTATGTICCGATTICTTATGTTCAR
BfT3 I AT GAALGTATTTAALAGACGT T TTTACA LA TGAT GRAGTATGTICCGATICTTATGTTCAR
PFfTCTF : ATGAALGTATTTAAAGACGITTITACARATGATGRAAGTATGTICCGATICTITATGTITCAR

* 80 * 100 * 120
BfTZ2 : CARGATCCATTTGAAGTACCAGRATTTAGRAGRAATAGCTTITGAAGTARARTCALLTARR
BfTZ : CARGATCCATTTGAAGTACCAGAATTTAGAGRAATAGCTTIITGAAGTAARATCALLATARR

BFfTCTFE : CARGATCCATTTGRAAGTACCAGRATTTAGRAGRAATAGCTTITGAAGTARARTCALATARR

® 140 * 1a0 ® 1380
BfTZ2 I AGRAT AL AGGEA A A TG A GATTATGGT AT IGCT GAT AATAGCGRAAGATGCT GTAGAAGET
BfT3 I AGRAT AL AGGGRAA A TG GATTATGGT AT TGCTGATCATAGCGAAGATGCTGTAGARAGET

FfTCTF : AGRAT AL AGGGAAATGAAGATTATGGTATIGCIGATAATAGCGRAAGATGCTGTAGALGET

* 200 * 220 * 240
BfTZ2 r AT GGGAGCAGAT GTIGAACATGTTATTGATATTGTITGATTCCTTTCAARTTGACCTCCACT
BfT 3z I AT GGGEAGCAGAT AT IGAACA TG T TATI GATATTIGITGATICCITITCAATTGACCT CCACT

BFfTCTF : ATGGGAGCAGATGTIGAACATGITATIGATATTGITGATICCITTCAATTGACCTCCACT

E 2a0 * 280 * 300
BfTZ2 : GCTITTAGT AAGARALGAATATAGTGCTTATATTALA AR TTATATGCARRAGGTTGCCARR
BfTZ : GCIITTAGT AR R A A LG A TATAGTIGCTTATATTALAAATTATATGCARAAGGTTIGCCARA

BFfTCTFE : GCTTITTAGT AR R AR AGAATATAGTGCTTATATTALA AR TTATATGCARRAGGTTGCCARR

® 320 * 340 ® 380
BfTZ  TATTTAGAAGAGARLA AL CCAGATCGT GTTGRAAATTITTTAAALCTALAGCCCALCCATTT
BfT3 : TATTTAGAAGRGARALARCCAGATCATGTTGAAATITITAAALCTAARGCCCARCCATIT

BFfTCTF : TATTTAGAAGAGARARLAACCAGATCGTGTTGRAAATTTTTRAAALCTALAGCCCALCCATTT

* 380 * 400 * 420
BfTZ2 D ATTAALCACATTTTRAACA A CTTTGACGATTTTGRAATTTTATAT GGGAGARTCACTTGAT
BfT3 D AT T AR LCACATTTTRACA L CTTTGACGATTTTGRAATTTTATAT GGGAGARTCACTTGAT

FfTCTF : ATTARAALCACATTTTRAACARACTITGACGATTTTGRAATTTTATATGGGAGAATCACTTGAT

® 440 * 480 * 4380
BfTZ2 r AT GGALGCAGETATIATTTATTCTI AT TATARAGGAGRAGRARLATARCACCACGTTTITGIT
BfT 3z I AT GGALGCAGETATIATTITATICTI AT TATARAGGAGRAGRARAATARCACCACGTITTITGIT

BfTCTE : ATGGALGCAGGTATTATTTATTCTIATTATARAGGAGRARAGARLTAACACCACGTTTTGIT

® 500 *
BfTZ2 : TATATATCIGATGGACITITIGAAGALALLATATTAL @ 516
BfT3 : TATATATCTGATGGACTTTITTGAAGAALLATATTAR : 516

FfTCTF : TATATATCIGATGGACITITIGAAGALALLATATTAL : 516

Cuadro 5. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleétidos de clonas del ORF de
PfTCTP. El alineamiento se realizd6 con el programa en linea MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Se marca (sombreado) cuando alguna de las
secuencias presenta algun cambio respecto a la secuencia de referencia. PfT2 y 3: clonas
independientes del gen TCTP en pDrive. PfTCTP: secuencia reportada en la base de datos no.

referencia XM_001351631.
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La secuencia de la clona denominada PfT2 presentdé un cambio en la
posicion 252 de una A por una G. A nivel de aminoacidos, esta modificacion
representaria la presencia de arginina en la posicion 88 en lugar de una lisina
(K88 — R88), Ambos son aminoacidos con residuos cargados positivamente. Asi
mismo, la secuencia de la clona denominada PfT3 presenté un cambio en la
posicion 157 de una A por una G. A nivel de aminoacidos, esta modificacion
no representaria un cambio de aminoacido ya que ambos codones
corresponden a valina en la posicibn 56 (Cuadro 5). Por este motivo, se
continué trabajando con esta clona para posteriores procedimientos

experimentales.

6.2.4 Subclonacion de PfTCTP y HSTCTP en el vector de expresion

Las construcciones de PfTCTP y HSTCTP en pDrive se utilizaron para subclonar
estos genes en el vector de expresion para sistemas procariéticos pProEX HTb.
Ambas construcciones se emplearon para transformar células competentes
de E. coli DH50. Posteriormente, se realizd la extraccion del DNA plasmidico y
la verificacidon del inserto por medio de reacciones de digestion con la
endonucleasa EcoRIl y Notl (Figura 14a), ambas enzimas cortan el vector
flanqgueando al inserto en la posicion 352 y 387, respectivamente; asi como la
verificacion por medio de PCR utilizando oligonucleotidos especificos (Figura

14b).

Los plasmidos recombinantes fueron sometidos a reacciones de
secuenciacion encontrando que las clonas correspondian a la secuencia de

referencia para ambos organismos.
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Figura 14. Verificacion de la presencia de inserto (ORF) de HsTCTP y PfTCTP en pProEXHTb.
A: Andlisis de la liberacibn de inserto (=530 pb) por reaccién de restriccion con la
endonucleasa EcoRIl y Notl. Muestras de colonias independientes de TCTP humana (HsTCTP 1-
4) y TCTP de P. falciparum (PfTCTP 1-4). B: Producto de amplificacion del gen (=520 pb). Geles
de agarosa al 1%. MPM: marcador de peso molecular (escalera de 1 Kb Plus); Ctl (+): control

positivo de reaccion; Ctl (-): control negativo de reaccion.

6.2.5 Ensayo de induccion e identificacion de las proteinas recombinantes

Con las construcciones obtenidas se llevdé a cabo un ensayo de induccién
con 1 mM de IPTG para la producciéon de las proteinas recombinantes. La
induccion se llevé a cabo en medio LB durante 18h a 37 °C y se analizé la
fraccidn total proteica para cada cultivo. Las proteinas se resolvieron en SDS-
PAGE al 15 % y se identificaron los productos recombinantes mediante
Western Blot utilizando anticuerpos especificos contra la bandera de histidina

(Figura 15).
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Figura 15. Identificacion de las proteinas recombinantes mediante Western Blot. Deteccion
de las proteinas HSTCTP y PfTCTP mediante anticuerpos anti-His. Las muestras corresponden a
extracciones de proteina total de cultivos de E. coli DH5c. no inducidos (NI) y cultivos
inducidos en medio LB durante 18 h a 37°C y 140 rpm para HsTCTP y PfTCTP. MPM: marcador
de peso molecular de proteinas pretefiido (Broad Range, New England Biolabs). Ctl (+):
control positivo del ensayo correspondiente a TCTP de C. maxima en pProEX HTb, donado

por el Dr. Jesus Hinojosa Moya.

6.2.5.1 Estandarizacion de las condiciones de induccién

Para las construcciones de HSTCTP y PfTCTP en el vector de expresidon para
sistemas procarioticos pProEX HTb, se probaron distintas condiciones para la

induccion de las proteinas y la obtencion de las mismas en forma soluble.

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos del Western Blot del extracto
proteico de un cultivo en LB inducido con 0.5 mM de IPTG. Las proteinas
recombinantes se detectaron tanto en la fraccion soluble como en la

insoluble, encontrandose mayormente en los cuerpos de inclusion.
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Figura 16. Identificacién de las proteinas recombinantes mediante Western Blot. Deteccién
de las proteinas A: HsTCTP y B: PfTCTP mediante anticuerpos anti-His. Las muestras
corresponden a extracciones de proteina total de cultivos de E. coli DH5a en medio LB no
inducidos (NI) y cultivos inducidos con 0.5 mM IPTG durante 18 h a 37°C y 140 rpm, asi como
las extracciones correspondientes a la fraccion soluble (FS), la fraccion insoluble (FI) y los
cuerpos de inclusion (C. inclusion). MPM: marcador de peso molecular de proteinas

pretefiido (Broad Range, New England Biolabs).

Con la finalidad de favorecer la produccion de las proteinas recombinantes
de forma soluble se probaron distintas condiciones de inducciéon como fue el
medio de cultivo, la cepa de E. coli, la concentracion del inductor, asi como
la temperatura y tiempo de induccion. Asi, se obtuvo que empleando la
cepa E. coli Rosseta2 en el medio 2TY, induciendo con 60 uM de IPTG por 4
horas a 28°C en agitacion (180rpm), se obtiene la mayor cantidad de

proteina recombinante de forma soluble (Figura 17).
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Figura 17. Identificacidn de las proteinas recombinantes mediante Western Blot. Deteccién
de las proteinas A: HsTCTP y B: PfTCTP mediante anticuerpos anti-His. Las muestras
corresponden a extracciones de proteina total de cultivos de E. coli Rosseta2 en medio 2TY
no inducidos (NI) y cultivos inducidos con 60 uM IPTG durante 1 a 4h a 28 °C y 180 rpm,
correspondientes a la fraccion soluble (FS) y a la fraccion insoluble (FI). MPM: marcador de

peso molecular de proteinas pretefiido (Broad Range, New England Biolabs).

6.2.6 Purificacion de las proteinas recombinantes

Se realizaron distintas pruebas para la determinacion de las mejores
condiciones de lisis de los cultivos (variando la concentracion de lisozima,
tiempo de incubacion, proceso de sonicacion y/o choque térmico) y la
composicion del buffer de extraccion de la proteina buscando Ila
compatibilidad con las soluciones reguladoras empleadas para la posterior

purificacion en las columnas de afinidad.

Una vez establecidas las condiciones de induccion se comenzd con la
purificacion de las proteinas recombinantes empleando cromatografia de
afinidad por medio de columnas con niquel HisTrap FF de la marca
Amersham, cuyas caracteristicas principales es que estan pre empacadas
con sefarosa, precargadas con niquel y presentan mayor capacidad de

retenciéon puesto que contiene mas ligandos por mL de superficie.
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Primeramente, se realizé un gradiente lineal para identificar la concentracion

de imidazol para la elucion de las proteinas recombinantes (Cuadro 6).

Equilibrio Lavado Eluciéon
Fostato de sodio pH 8.0 20 mM 20mM 20mM
NacCl 500mM 500mM 500mM
Imidazol 10mM 20mM 20-500mM
PMSF ImM ImM ImM

Cuadro 6. Composicion de las soluciones de equilibrio, lavado y elucibn empleadas para la

purificacion de las proteinas recombinantes con afinidad a niquel.

La purificacion se realizé6 bajo condiciones no desnaturalizantes ya que se
trabajé con la fraccion soluble de los cultivos inducidos como se indico

anteriormente.

Ulterior a esto, se identificé la concentracion de imidazol a la cual eluyen las
proteinas recombinantes, que corresponden a 100 y 200mM de imidazol
tanto para HsTCTP (Figura 18a) como para PfTCTP (Figura 18b). Como se

observa, PfTCTP comienza a eluir desde 50mM de imidazol.

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas se realizO a mayor
escala la purificacion de las proteinas recombinantes empleando las
soluciones estandarizadas para el uso de la columna (Cuadro 7) en

condiciones no desnaturalizantes ya que soélo se empled la fraccion soluble.

La purificacion se realiz6 bajo condiciones no desnaturalizantes ya que se
trabajoé con la fraccion soluble de los cultivos inducidos como se indico

anteriormente (Figura 19).
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Figura 18. Identificacion de las proteinas recombinantes purificadas por cromatografia de
afinidad por medio de ensayos Western Blot empleando anticuerpos anti-His. Deteccion de
las proteinas recombinantes correspondientes al eluato de las fracciones de 50 a 400 mM de
imidazol. A: HsTCTP; B: PfTCTP. MPM: marcador de peso molecular de proteinas pretefido

(Broad Range, New England Biolabs).

Equilibrio Lavado Eluciéon
Fostato de sodio pH 8.0 20 mM 20mMm 20mM
NacCl 500mM 500mM 500mM
Imidazol 20mM 80mM 200mM
PMSF ImM ImM ImM
Lisozima 0.2mg/mL - -
Glicerol 10% 10% 10%

Cuadro 7. Composicion de las soluciones de equilibrio, lavado y eluciéon empleadas

para la purificacion de las proteinas recombinantes con afinidad a niquel.
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6.2.7 Marcaje de las proteinas recombinantes

Se realiz6 el marcaje de las proteinas recombinantes con los fluorocromos
Oregon Green 488 (verde) y Alexa Fluor 584 (rojo). La Figura 20 muestra las

bandas correspondientes a las proteinas marcadas vistas con luz UV.

Estas proteinas marcadas fueron empleadas para los ensayos de proliferacion
celular con linfocitos B y localizacion celular en los mismos, como se describe

posteriormente.
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Figura 20. Perfil electroforético de las proteinas recombinantes marcadas con fluorocromo.
Gel desnaturalizante de acrilamida al 15%. Proteina recombinante Hs TCTP y PfTCTP
marcadas con el fluorocromo Oregon Green 488 y Alexa Fluor 584, respectivamente. Para la

imagen que se muestra se empled el transiluminador con luz UV.

6.3  Andlisis funcional in vitro de TCTP recombinante

TCTP es una molécula altamente conservada de organismos eucariotas.
TCTP esta implicada en diversas funciones y actividades celulares en
diferentes organismos; asimismo presenta diferentes tipos de regulacion
(Bommer, 2012). Sin embargo, se desconoce la funcion de las formas
secretadas de esta proteina y si en eucariotas multicelulares ésta es
secretada de una manera tejido-especifica, como es probable en el caso de

vertebrados.

PfTCTP, asi como varias otras formas de TCTP pertenecientes a parasitos
transmitidos por sangre, es secretada en el torrente sanguineo del huésped
vertebrado; por ello, es razonable suponer que puede tener un papel en la
patogenicidad y la virulencia (Gnanasekar et al., 2002). Sin embargo, alun no
se ha identificado un papel directo en tales procesos. Recientemente, se ha
descrito la capacidad de PfTCTP para provocar la liberacion de histamina y
el aumento de la reactividad de los basoéfilos en pacientes con malaria, lo
gue sugiere que TCTP puede estar implicada en el proceso de inflamacion

(MacDonald et al., 2001; Pelleau et al., 2012).
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Esto podria contribuir a la supervivencia del patdégeno y/o su propagacion en

el huésped.

Para determinar si PfTCTP presenta la capacidad de actuar como factor de
crecimiento de células B como lo hace HsTCTP, se realizaron ensayos de
proliferacion celular en cultivos primarios de linfocitos B como se describe a

continuacion.

6.3.1 Aislamiento de linfocitos B de bazo de ratéon

Los ensayos de proliferacion celular se realizaron en un cultivo primario de
células B como el sistema empleado por Kang et al., 2001. Para ello, se realizd
la estandarizacion del método de obtencién de linfocitos B de bazo de

murinos.

6.3.1.1 Obtencion de esplenocitos totales

Después de la obtencion de esplenocitos totales se realiz6 el conteo de

células (por duplicado) para un ensayo tipico con 2 ratones hembras:

0 Concentracion total de células: 2.1 x 108 cél/mL
o0 Concentracion de células viables: 1.8 x 108 cél/mL
o Viabilidad: 86%

6.3.1.2 Aislamiento de linfocitos B

Se realizo la seleccion negativa de linfocitos B para evitar la activacion de los

mismos y poder llevar a cabo los posteriores ensayos de proliferacion.
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Posteriormente, se realizo el conteo de células B (por duplicado), obteniendo:

0 Concentracion total de células: 7.4 x 107 cél/mL
o0 Concentracion de células viables: 6.9 x 107 cél/mL
o Viabilidad: 93%

6.3.1.3 Estimulacion de linfocitos B con un mitégeno

Para contar con un control positivo de induccién de proliferacion de linfocitos
B, se emplearon distintas concentraciones del mitdgeno liposolisacarido o LPS
(0-2ug/mL) para ver el efecto de éste sobre linfocitos B (Figura 21). La
activacion de los linfocitos B por los LPS de E. coli y otras enterobacterias,
induce a las células B a proliferar y a la sintetizar inmunoglobulinas (Parekh et
al., 2003); en este caso el LPS funciona como ligando de ciertas moléculas
como los receptores TLR (del inglés, toll like receptors) presentes en las

superficies de las células (Rojas-Espinoza, 2006).

El LPS fue utilizado como control positivo de proliferacion de células B en los
ensayos posteriores a una concentracion de 1 ug/mL. Esto concuerda con los
datos de estudios similares reportados en literatura donde se emplean
concentraciones de 0.5 yg/mL y mayores para su uso como mitdgeno para

células B.
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Figura 21. Efecto de la concentracion de LPS sobre linfocitos B. Estimulacién de células B con

distintas concentraciones de LPS (0-2 pg/mL).

6.3.2 Ensayos de proliferacion celular

Se evalud el efecto en la proliferacion celular de la presencia de TCTP
recombinantes sobre un cultivo primario de linfocitos B de ratdn (Figura 22). El
control negativo que corresponde a las células B sin estimulo, asi como las
células B incubadas con la solucion de fosfatos 20mM, no presentan
proliferacion como se esperaba. El LPS se utilizé a 1 uyg/mL dado que a esta
concentracion se encontré que tiene un efecto en la proliferacion de células
B bajo las condiciones empleadas, por ello se empleé como control positivo.
Para el caso de las proteinas recombinantes marcadas con el fluorocromo,
se observa que ambas presentan un efecto de induccién de la proliferacion

de linfocitos B (Figura 22).
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Sin embargo, hay una diferencia significativa en la densidad celular viable de
las 72 h a las 120 h entre HsTCTP y PfTCTP. Al final de la cinética (120 h), hubo
una diferencia significativa de la densidad celular viable que presentd el
cultivo incubado con HsTCTP (4.3x108 cél/mL +4.5%) a comparaciéon de
densidad alcanzada cuando se incubaron con PfTCTP (2.4x108 cél/mL +4.2%)

bajo las condiciones empleadas [t(1.47)=8.49, p=0.03166].

5.0E+06 -

——Células B

-#-Buffer de fosfatos 20mM

4.0E+06 | —A-LPS 1 ug/mL

=¢HsTCTP 10ug/mL
PfTCTP 10ug/mL
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1.0E+06

Densidad celular viable (cél/mL)
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Figura 22. Efecto de la presencia de TCTP recombinante sobre la densidad celular viable de
linfocitos B. Cultivo primario de linfocitos B obtenidos por seleccion negativa (2x106 cél/mL)
incubado en medio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB y 10 pug/mL de proteina
recombinante HSTCTP o PfTCTP marcada con el fluorocromo Oregon Green 488 (verde) por
24-120 h a 37 °C y 5% CO:a. EI LPS (1 ug/mL) fue empleado como control positivo. Las células B
sin tratamiento y las tratadas con la solucion de fosfatos 20mM fueron empleadas como
control negativo. La densidad celular viable fue medida con el Contador Celular Automatico
Countess. Los resultados son promedios representativos de uno de dos experimentos
independientes realizados por duplicado. Se muestra la barra que representa la desviaciéon

estandar. * p < 0.05 vs células B fratadas con 10 ug/mL de PfTCTP.
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Esto puede deberse a que, como PfTCTP presenta diferencias estructurales a
comparacion de HsSTCTP, si bien esta funcion de actuar como factor de

proliferacion de células B no se pierde completamente, si se ve atenuada.

Para verificar el efecto que tiene esta incubacion de proteinas
recombinantes en el ciclo celular del cultivo primario de linfocitos, se realizé el
seguimiento de cada punto de la cinética mediante analisis por citometria

de flujo (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la presencia de TCTP recombinante sobre el porcentaje de distribuciéon
de las etapas del ciclo celular en linfocitos B. Cultivo primario de linfocitos B obtenidos por
seleccion negativa (2x108 cél/mL) incubado en medio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB
y 10 ug/mL de proteina recombinante HsTCTP o PfTCTP marcada con el fluorocromo Oregon
Green 488 (verde) por 24-120 h a 37 °C y 5% COo. El porcentaje de distribucién del ciclo
celular de los cultivos incubados con las proteinas HsTCTP y PfTCTP marcadas fue analizado
por citometria de flujo (FACS). Se presentan los promedios (%) de un experimento

representativo de dos realizados independientemente por duplicado. Ap: apoptosis.
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El analisis del porcentaje de células en las diversas fases del ciclo celular se
realiz6 en la poblacibn marcada mediante las proteinas recombinantes
unidas al fluorocromo. Asi, se observa que el porcentaje de células en las
diferentes fases del ciclo celular es diferente para cada una de ellas (Figura
23). Para la incubacién con PfTCTP el porcentaje que se obtiene de células
en apoptosis es mayor en todos los casos a comparacion de HsSTCTP. En
general, las células B tratadas con HsTCTP muestran un mayor porcentaje de

las mismas en la fase G1 para los intervalos de tiempo empleados.

Ademas, el porcentaje de incorporacion de la proteina marcada en las

células también difiere (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la presencia de TCTP recombinante sobre la incorporacion en linfocitos
B. Cultivo primario de linfocitos B obtenidos por seleccidon negativa (2x108 cél/mL) incubado
en medio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB y 10 ug/mL de proteina recombinante
HSTCTP o PfTCTP marcada con el fluorocromo Oregon Green 488 (verde) por 24-120 h a 37 °C
y 5% CO:a. El porcentaje de incorporacion de las proteinas HSTCTP y PfTCTP marcadas fue
analizado por citometria de flujo (FACS). Se presentan los promedios (%) de un experimento
representativo de dos realizados independientemente por duplicado. Se muestran las barras
correspondientes a las desviaciones estandar. *, p < 0.05 vs células B tratadas con 10 pg/mL

de PfTCTP; **, p < 0.001 vs células B tratadas con 10 ug/mL de PfTCTP.
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La incorporacion de la proteina PfTCTP se realiza mas rapidamente a
comparacion de HsTCTP. Al tiempo de 24 h, la incorporacion de PfTCTP fue
alrededor del 30% mayor a comparacion de HsTCTP. De hecho, existe
diferencia significativa en la incorporacion de PfTCTP y HSTCTP a 72 h 'y 96 h
con p<0.05 y p<0.001, respectivamente. El porcentaje de incorporacion de
HSTCTP presenta un discreto incremento de las 72 h alas 120 h (de 38.1% + 3.0
to 54.9% + 0.3 del total de proteina marcada), en comparacion con PfTCTP
gue al final de la cinética presentd una incorporacion del 96.4% + 0.9 del total

de la proteina marcada (Figura 24).

Con los ensayos de incorporacion de proteina marcada y los que
corresponden a la microscopia confocal (Figura 25), se pone en evidencia
qgue las proteinas recombinantes de HsSTCTP y PfTCTP son capaces de ser
introducidas al interior de los linfocitos B, aunque se sugiere que hay una
diferente velocidad de incorporacion de ambas proteinas recombinantes en

el cultivo primario de células B.

Hasta ahora, no se ha reportado como se lleva a cabo la incorporacion de
esta proteina en basofilos o linfocitos B, es decir, no se encuentran reportes
del posible receptor para esta proteina; sin embargo, se sabe que TCTP
contiene un dominio de transduccion de proteina (PTD) que permite su
internalizacion (Kim et al., 2011). Este dominio esta localizado en el extremo
amino de la misma (probablemente entre los aminoacidos 1 a 10). En la
comparacion de estructura de PfTCTP y HSTCTP (Cuadro 2) se observa que en
este dominio hay 2 aminoacidos idénticos, 7 posiciones con sustitucion
conservativa y un aminoacido que difiere. Esta alteracion podria resultar en
una mayor incorporacion de PfTCTP en los linfocitos B o en el menor efecto

de proliferacion que ésta presenta.
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6.3.3 Localizacion de TCTP recombinantes en linfocitos B de ratéon

En las imagenes representativas obtenidas mediante microscopia confocal
del la localizacibn de TCTP recombinantes en linfocitos B (Figura 23), se
observa que tanto HSTCTP como PfTCTP son incorporadas a las células B,
dado que los cortes a distintas profundidades realizadas mediante el

microscopio confocal asi lo indican.

Figura 25. Localizaciobn de TCTP recombinante en linfocitos B. Andlisis por microscopia
confocal de linfocitos B (2 x 105 células/mL) aislados negativamente e incubados con 50
ng/mL de HsTCTP marcada con fluorocromo Oregon Green 488 (verde) y PfTCTP marcada
con Alexa Fluor 584 (rojo). Se muestra una imagen representativa. A. Campo claro, B. Tincién

con DAPI, C. Verde, D. Rojo, E. Sobrelapamiento

Por otro lado, PfTCTP y HSTCTP no se concentran en forma evidente en el
nucleo celular puesto que al realizar la tincion de DAPI para evidenciar esta

estructura celular, las seflales no convergen.
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La sefal de fluorescencia de PfTCTP y HsTCTP difiere cuando se incuban
simultaneamente. En general, PfTCTP muestra un patron de distribucion mas
difuso en el citoplasma a comparacién de HsTCTP. Las imagenes obtenidas
fueron analizadas son el programa de LAS AF (Leica) y se encontré una
correlacion de sobrelapamiento que va de 0.5 a 0.6 en los ensayos de

incubacion simultanea de las proteinas.

Asi, con los datos obtenidos en este proyecto se sugiere que, dado el distinto
patron de acumulacion de las proteinas recombinantes, la mayor velocidad
y mejor incorporacion de PfTCTP a comparacion de HsTCTP, asi como el
menor efecto de la proteina del parasito sobre la proliferacion de linfocitos B,
lo anterior podria tener un efecto in vivo afectando el sistema inmune del

huésped ante una infeccion con P. falciparum. Se detalla a continuacion.

Durante la infeccién con P. falciparum, la TCTP del parasito se encuentra en
la sangre de pacientes con malaria a una concentracion de 7ug/mL
(MacDonald et al., 2001), por lo que ésta puede actuar como mediador de
la respuesta inmunitaria induciendo la liberacion de histamina. Sin embargo,
segun los resultados obtenidos en este proyecto, PITCTP presenta un menor
efecto de proliferacion de linfocitos B murinos comparado con HsTCTP.
Asimismo, el cultivo de células B mostré in vitro una mayor y mas rapida
incorporacion de PfTCTP en comparacion con HsTCTP en las condiciones
empleadas. Considerando que la similitud entre TCTP humana y la de ratdn es
cerca del 96%, es probable que esta ultima muestre un efecto similar, por lo
gue los resultados obtenidos en este trabajo son biolégicamente relevantes.
Sin embargo, se requieren mas estudios in vitro e in vivo para verificar que
PfTCTP esté implicada en la alteracidon de la respuesta inmune ante una

infeccion via efecto sobre los linfocitos B.

Se ha sugerido que PfTCTP podria actuar como mutante dominante negativa
de HsTCTP (Hinojosa-Moya et al., 2008); nuestros resultados apoyan la hipotesis

gue PfTCTP podria interferir con la funcion de HsTCTP sobre los linfocitos B.
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Sin embargo, se requieren mas estudios para elucidar se PfTCTP podria
bloquear los posibles receptores para HSTCTP o si PfTCTP citosdlica podria
alterar la actividad de HsSTCTP por interferir con las proteinas con las que ésta

interactuda.

En el presente estudio se describieron algunas diferencias del efecto de las
proteinas recombinantes de HSTCTP y PfTCTP sobre cultivos primarios de
linfocitos B. Considerando que durante una infeccion (malaria) disminuyen las
células B (Asito et al., 2011; Scholzen et al., 2013) es posible que PfTCTP esté

relacionada con este proceso.

Adicionalmente, con posteriores y diversos estudios, PfTCTP podria ser util en el
control de algunos de los efectos de la malaria sobre el sistema inmune del

huésped.
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CONCLUSIONES

. HSTCTP presenta las 2 firmas caracteristicas (TCTP 1 y TCTP 2) en

comparacion con PfTCTP en la que Uunicamente se presenta TCTP 2.

. A nivel de estructura secundaria PfTCTP presenta un porcentaje de
identidad del 89% respecto a HsTCTP; sin embargo, en la regidn de los
aminoacidos 20-30 en lugar de presentar una Idmina B, como es el
caso de HsTCTP, en PfTCTP se presenta la formacion de una hélice tipo
310. La estructura tridimensional de PfTCTP se encuentra mas
compactada en la regidon que se ha hipotetizado como sitio de unién o

interaccion con proteinas G.

. El efecto de la presencia de PfTCTP recombinante sobre un cultivo
primario de linfocitos B de raton difiere a comparacion de HsTCTP. A
pesar de que ambas presentan un efecto de induccion de la
proliferacion de linfocitos B, se encontré una diferencia significativa de
la densidad celular viable que presento el cultivo incubado con HsTCTP
(4.3x106 cél/mL) a comparacion de densidad alcanzada cuando se

incubo6 con PITCTP (2.4x106 cél/mL) bajo las condiciones empleadas.

. El porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular es
diferente para el cultivo de linfocitos B incubado con PfTCTP en

comparacion con HsTCTP.

. La incorporacion de la proteina PfTCTP se realiza mas rApidamente y de

forma mas eficiente a comparacion de HsTCTP.
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6. Con los ensayos de incorporacion de proteina marcada y los que
corresponden a la microscopia confocal, se observé que las proteinas
recombinantes de HSTCTP y PfTCTP son capaces de ser introducidas al
interior de los linfocitos B, aunque se sugiere que la acumulacion de
HsTCTP y PfTCTP difiere ya que los puntos de mayor concentracion de

las proteinas no son los mismos.
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Anexos

Anexo 1. Prediccion y alinemamiento de la estructura secundaria de TCTP de

diferentes especies de plasmodium en comparacion con S. pombe.
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Introduction

The translationally controlled tumor protein (T'CTP) is a
ubiquitous protein in eukaryotes involved in several biologically
relevant processes such as cell growth and reprogramming, cell
cycle progression, malignant transformation, inhibition of apop-
tosis, cell shape and protection against stress conditions [1,2].
Recent evidence indicates that TC'TP is a central mitotic regulator
in plants and animals, which underlines the functional conserva-
tion of this protein family [3].

Cytokine-like functions have been established for TCTP.
Human TCTP (HsTCTP) displays an IgE-dependent histamine
releasing activity in basophil cells and thus may be an important
factor in triggering allergies [4]. TCTP induces the production of
IL-4 and IL-13 in basophils, causing chemotaxis and IL-8
secretion from eosinophils [5,6]. Additionally, this protein
enhances B cell proliferation and increases synthesis of mainly
IgM from murine splenic B cells [7]. TCTP also stimulates the
secretion of IL-8 and granulocyte/macrophage colony-stimulating
factor in primary cultures of human bronchial epithelial cells [8].
A homologue of TCTP with mast cell/basophil histamine-
releasing activity has been described in Plasmodium falciparum, the
causal agent of malaria. It can be found in serum of infected
individuals at concentrations as high as 7 pug/mlL, although its role
in disease is not clear and is not always detected in such instances
[9,10]. Additionally, it has been demonstrated that recombinant P.
Salewparum TCTP (PfTCTP) in vitro stimulates histamine release
from basophils and IL-8 secretion from eosinophils [9].

PLOS ONE | www.plosone.org

PfTCTP (Genbank Accession No. XP_001351667, PDB Ac-
cession No. 3P3K) shares 34% identity and 59% similarity with
HsTCTP (Genbank Accession No. NP_003286, PDB Accession
No. 1YZ1), although the structure of these proteins is quite
conserved. However, a closer inspection of their structures reveals
subtle differences between them. Indeed, PfTCTP three-dimen-
sional structure revealed the presence of an extra o-helix in the
segment encompassing amino acid residues 22-30, close to the
proposed GTPase binding pocket [11-13]. These differences
support the notion that PfTCTP displays an altered activity
relative to its host’s TCTP. Malarial TCTP could have a role in
blocking the normal immune response if it displays a null or
decreased B-cell activation, thus functioning as dominant negative
mutant [12].

In the present study, we report the effect of recombinant
PfTCTP on splenic B cell proliferation compared to HsTCTP.
Our results suggest that PFTCTP induces B cell proliferation to
lower levels than its human counterpart. Furthermore, B cells
show an enhanced affinity for PfTCTP, thus indicating that this
would effectively block the action of host TCTP. Thus, this protein
could be used to further understand the mechanisms through
which Plasmodium causes disease, as well as for the development of
new strategies to control malaria.

Materials and Methods

All animal procedures were conducted according to Institution-
al Laboratory Animal Care and Use Committee Guidelines. The
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protocol was analyzed and approved by the Bioethics Committee
of the Center for Research and Advanced Studies of the National
Polytechnical Institute (Protocol No. 063-12). http://picual.
cinvestav.mx (Integral Administration System for the Use and
Care of Laboratory Animals). Anesthesia was applied using
inhaled isoflurane, 100 ug/Kg. Animals were euthanized through
the use of a COy chamber, inhaled for 10 minutes and all efforts
were made to minimize suffering.

Cloning of Plasmodium falciparum TCTP (PfTCTP) and
human TCTP (HsTCTP)

P. falciparum blood stage parasites from the 3D7 strain were
cultured essentially as previously described [14]. Poly A+ RNA
was obtained from these parasites using Oligotex Direct mRNA
Mini Kit (QIAGEN) following the manufacturer’s instructions.
50 ng of poly A+ RNA was reverse transcribed to cDNA with
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) using random
primers. For HsTCTP, total RNA was extracted from human
peripheral blood using TRIzol (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. 100 ng of total RNA was reverse
transcribed to cDNA with SuperScript III Reverse Transcriptase
(Invitrogen) with random primers.

The coding regions of PfTCTP (GenBank Accession
No. XM_001351631) and HsTCTP (GenBank Accession
No. NM_003295) were obtained from the Plasmodium cDNA and
human ¢cDNA and by PCR using the following gene-specific
primers, respectively: forward primers, PfTCTP FOR 5'-
CGGGATCCATGAAAGTATTTAAAGAC-3" and HsTCTP
FOR 5'-CGGGATCCATGATTATCTACCGGGAC-3" (the
BamHI restriction site is underlined and the initiation codon is
in bold); reverse primers, PFTCTP REV 5'-GGAATTCTTAA-
TATTTTTCTTCAAA-3" and HSTCTP REV 5'-GGAATTCT-
TAACATTTTTCCATTTC-3" (the EcoRI restriction site is
underlined and the termination codon in bold). The amplified
products were digested with BamHI and EcoRI enzymes
(Fermentas) and cloned in frame in the pProEX HTb vector
(Invitrogen) in order to be expressed fused to a 6 histidine
sequence (His)g for affinity purification. The correct construction
was confirmed by DNA sequencing.

Protein expression and purification

E. coli strain DH50a containing PFTCTP or HsTCTP in pProEX
HTb was grown in 2TY medium (16 g/L tryptone, 10 g/L yeast
extract, 5 g/L NaCl) with 100 pg/L ampicillin at 37°C. Protein
expression was induced by the addition of 60 uM IPTG (Gold
Biotechnology) at 0.7 of optical density (OD) at 600 nm and the
culture was incubated for 18 h at 30°C. The cells were
centrifuged, lysed by thaw—freeze cycles and disrupted by 3 cycles
of sonication in 20 mM sodium phosphate (pH 7.5) based buffer.
The supernatants were filtered with a 0.45-um pore size filter, and
the (His)e-PfTCTP and (His)s-HsTCTP recombinant fusion
proteins were isolated using the HIS-Select Nickel Affinity
Column (Sigma-Aldrich) following the manufacturer’s instruc-
tions. Endotoxin was removed using a PMB-agarose column
(Sigma-Aldrich) according to the method recommended by the
manufacturer.

Labeling recombinant TCTP

PfTCTP and HsTCTP recombinant purified proteins were
labeled for the cell proliferation assay using an Oregon Green 488
protein labeling kit (Molecular Probes) according to the manufac-
turer’s instructions. After the labeling reaction of 1 mg of each
recombinant protein, the conjugates were purified using a
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purification column and the degree of labeling was determined
for each protein. Additionally, 1 mg of recombinant PfFTCTP was
also labeled with Alexa Fluor 594 protein labeling kit (Molecular
Probes) for the confocal microscopy analysis following the
manufacturer’s instructions.

Isolation of splenic B cells

Splenic B cells were isolated from 4 seven-week-old BALB/c
mice using the B Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec) by negative
selection according the method suggested by the manufacturer.
Red blood cells were removed by treatment with RBC lysis buffer
(Sigma). Non B-cells were indirectly magnetically labeled with a
cocktail of antibodies against CD43 (Ly-48), CD4 (L3T4) and Ter-
119. Isolation of B cells was achieved by depletion of magnetically
labeled cells. The purity of B cells (CD45R B220-positive
population) was =95%.

Splenic B cell proliferation assay

Isolated splenic B cells (2x10° cells/well) were plated on 6-well
flat-bottom microtiter plates in RPMI 1640 medium supplement-
ed with 10% fetal bovine serum (Gibco) and incubated with
10 pg/mL of fluorescently labeled PfTCTP or HsTCTP with
Oregon Green 488 for 24-120 h at 37°C in a humidified 5% CO,
incubator. LPS (Sigma) at a final concentration of 1 pg/mL was
used as positive control, while untreated and phosphate buffer-
treated B cells were used as negative controls. Two independent
experiments performed in duplicate were carried out. After each
incubation time, viable B cell density was measured with an
Automated Cell Counter (Invitrogen) and the incorporation of
fluorescently-labeled of PFTCTP and HsTCTP into splenic B cells
was analyzed by flow cytometry (FACS). A total of 20000 events/
well were acquired on a FACS Calibur (Becton Dickinson, San
Jose, CA) using Cell Quest Pro software. Cell cycle distributions of
fluorescent-positive cells were analyzed using Cell Quest Pro
software; the FACS fluorescence signal was divided into four
different areas corresponding to apoptosis, G1, S and G2/M
phases with respect to the DNA content, and the cells in each area
were counted and expressed as the percentage of total fluorescent-
positive population.

Localization of HSTCTP and PfTCTP in B cells

To determine the localization of the recombinant proteins,
isolated splenic B cells (2x10° cells/well) were plated on 96-well
flat bottom microtiter plates in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% fetal bovine serum (Gibco). Cells were incubated with
1 pg/mL of LPS (Sigma) for 24 h at 37°C and 5% COs. After
incubation, B cells were washed with PBS1x and incubated for
30 min on ice with 20 mM sodium phosphate (pH 7.5) buffer, as
negative control, or 50 ng/mL of recombinant protein HsTCTP
labeled with Oregon Green 488 (green) fluorochrome and/or
50 ng/mL of PfTCTP labeled with Alexa Fluor 594 (red) dye.
Subsequently, cells were fixed in 4% paraformaldehyde/PBS
solution for 20 min at 4°C. These were observed with a
multiphotonic confocal microscope model SP5 (Leica) at 60 X%
magnification. Images were processed and analyzed using the LAS
AT software (Leica). At least 100 cells were visualized for each
treatment.

Statistical analysis

For statistical analysis of data, p value was analyzed using the
paired Student’s ¢ test program (R Statistical Software 3.0.2; R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) [15].
Results were considered statistically significant when p<<0.05.
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Results

Effect of P. falciparum and human TCTP on splenic B cell
proliferation

The effect of PFTCTP or HSTCTP on B cells was determined
by incubation of Oregon Green 488-labeled recombinant proteins
on a primary culture of negatively-selected mouse splenic B cells
and measurement of viable cell density with an automated cell
counter. As shown in Figure 1, there is a statistical significant
difference between cell density of splenic B cells treated with
HsTCTP and PfTCTP from 72 h to 120 h. HSTCTP elicits the
highest level of B cell proliferation after a 120 h interval. Indeed,
PfTCTP, while capable of inducing proliferation, showed almost
45% lower B cell stimulatory effect than HsTCTP at 120 h. There
was a significant difference between the viable B cell density
elicited by HsTCTP (4.3x10%ells/mL *+4.5%) and PfTCTP
(2.4x10° cells/mL  +4.2%) recombinant proteins under the
conditions tested at 120 h [#1.47)=8.49, p=0.03166]. The viable
cell density of untreated splenic B cells or those incubated with
20 mM phosphate buffer underwent a steady decline throughout
the same period.

Incorporation of fluorescently-labeled of PfTCTP and
HsTCTP into splenic B cells

Mouse splenic B cells incubated with HSTCTP or PfTCTP
fluorescently-labeled protein, as previously described, were sub-
jected to flow cytometry to assess the incorporation of the
recombinant proteins into these cells and the proportion of labeled
cells in each cell cycle phase (Table 1). At 24 h, incorporation of
PfTCTP into splenic B cells was already 32% higher than
HsTCTP. Indeed, at 72 h and 96 h, the percentage of PfTCTP

incorporated into B cells was statistically significantly different

5.0 1
=4—Splenic B cells
=0-20mM Phosphate buffer
4.0 1 =/~1ug/mL LPS

=>=10ug/mL HsTCTP
-#-10ug/mL PfTCTP

3.0 1

2.0

1.0 1

Viable cell density (cells x 106/mL)
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compared with the incorporation percentage of HsTCTP with p<
0.05 and p<<0.01, respectively. On the other hand, from 72 h to
120 h a very small increase in the percentage of incorporation of
HsTCTP was observed (from 38.1% *£3.0 to 54.9% 0.3 of total
protein input). In contrast, incubated B cells with PFTCTP reached
96.4% =0.9 of incorporation of total recombinant protein input.
Regarding cell cycle progression, the percentage of fluorescently
labeled B cells in each cellular phase was different during the
120 h interval. B cells labeled with HsSTCTP showed a higher
proportion of cells in the G1 phase at almost all time intervals
assessed. In contrast, the percentage of labeled apoptotic B cells
containing PfTCTP recombinant protein was higher compared to
HsTCTP.

Localization of HSTCTP and PfTCTP in B cells

Splenic B cells were incubated with HsTCTP labeled with
Oregon Green and/or PfTCTP labeled with Alexa Fluor (red) and
analyzed through confocal and bright field microscopy.

The results shown in Figure 2 indicate that both proteins indeed
attached to B cells after 30 min incubation with either of the
labeled proteins. Interestingly, both are internalized into these cells
quite efficiently; however, the localization of both does not overlap
completely.

As can be observed in Figure 2B, fluorescent signal from
HsTCTP was different compared with PFTCTP fluorescent signal
when incubated simultanecously. PfTCTP showed a diffuse
distribution throughout the whole cytoplasm. The images obtained
were analyzed with LAS AT software (Leica) and found that the
overlap correlation for both proteins range from 0.5 to 0.6 when
recombinant proteins were incubated simultaneously.

0.0 T T T
0 24 48 72
Time (h)

96 120

Figure 1. Effect of recombinant TCTP on B cell proliferation. Splenic B cells (2 x10%cells/well) were plated with RPMI 1640 supplemented with
10% FBS and incubated with 10 ug/mL of recombinant HsTCTP or PfTCTP labeled with Oregon Green 488 (green) fluorochrome for 24-120 h at 37°C
and 5% CO,. LPS (1 ug/mL) was used as positive control. Untreated and 20 mM phosphate buffer-treated B cells were used as negative controls.
Viable B cell density was measured with a Countess Automated Cell Counter. Results are representative of two independent experiments and are
expressed as the mean =SD of duplicate cultures. *, p<0.05 vs 10 ug/mL labeled PfTCTP treated B cells.

doi:10.1371/journal.pone.0085514.g001
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Table 1. Effect of recombinant TCTP in the progression of cell
cycle from B cells.

Time (h) Ap G1 S G2M Incorporation

o HsTCTP 0.0+0.0
PfTCTP  0.0£0.0

81.7X3.5 85*1.1 97*+24 3.7*03
713%53 109%*33 17.8*21 1.7*0.1

24 HsTCTP 34724 535%+34 84%*12 34%02 225*25
PfTCTP 433%34 488*1.2 6.0+1.8 20*04 33.0*1.2
48 HsTCTP 10.8%£3.3 43.5*48 26.1*£1.5 19.6*0.1 33.9*1.0
PFTCTP 359+40 37.2%+37 207*+1.6 63*19 43.6-0.8
72 HsTCTP 14.1*£1.5 33.8*+15 29.8+13 223*13 38.1+3.0
PfTCTP  43.6+0.5 32.8+0.2 14.0+04 96*02 52.4+09
96 HsTCTP 26.0*+23 46.5+2.7 13.9+0.6 13.5*1.1 39.0+0.7
PfTCTP 41.4%34 346*0.3 20.1+3.7 3.8+0.1 72.4*2.1*
120 HsTCTP 50.8+4.3 37.1+33 83*0.8 3.8*02 54.9+03
PfTCTP 613%6.9 19322 17.024.0 24*0.7 96.4=0.9**

Splenic B cells (2x10°cells/well) were plated with RPMI 1640 supplemented
with 10% FBS and incubated with 10 ug/mL of recombinant HsTCTP or PfTCTP
labeled with Oregon Green 488 (green) fluorochrome for 24-120 h at 37°C and
5% CO,. The percentage of cell cycle distribution and incorporation of
fluorescently-labeled of PfTCTP and HsTCTP into splenic B cells was analyzed by
flow cytometry (FACS). Results (%) are expressed as mean = SD of duplicate
determinations. One of two similar experiments is shown. Incorporation,
percentage of incorporation of fluorescently-labeled protein into B cells.

* p<0.05 vs 10 pg/mL labeled HSTCTP treated B cells

** p<<0.01 vs 10 pg/mL labeled HsTCTP treated B cells
doi:10.1371/journal.pone.0085514.t001

Discussion

TCTP is a central conserved regulator of growth in eukaryotes,
with diverse functions in different organisms. However, the
function of secreted forms of this protein is unclear and
whether in multicellular eukaryotes this protein is secreted in a
tissue- or cell-type-specific manner, as is likely the case in
vertebrates.

PfTCTP, as well as several other forms of TCTP belonging to
blood-borne parasites, are secreted to the bloodstream of its
vertebrate hosts and it is reasonable to assume that it may have a
role in pathogenicity and virulence [16]. However, a direct role in
such processes has not been found yet. Recently, the capacity of
PfTCTP to elicit histamine release and enhanced reactivity of
basophils in malaria patients has been described, suggesting that it
may be involved in inflammation [9,10]. This could contribute to
pathogen survival and/or spread within its host.

It has been found that indeed Plasmodium TCTP and human
TCTP show structural variations, particularly in the domain
encompassing residues 22—-30 near the NHj terminus, which is a 8
strand in HSTCTP, while in Plasmodium knowlest TCTP is an o
helix [12]. Intriguingly, the predicted secondary structure of
TCTPs from other members of the Plasmodium genus suggests that
this variation is conspicuous in this species (data not shown), since
no P strand is predicted in this same sequence stretch, in contrast
to all other TC'TPs. According to a previous study in our group,
the structural variation between these proteins also causes a
more general structural distortion in the putative G-protein
binding pocket of PfTCTP [12]. It must be mentioned that some
studies have found a link between this potential structure and the
function of TCTP, while others have failed to find a G-protein
binding activity [17-20]. Nonetheless, there is sufficient evidence
to suggest that the aforementioned pocket is necessary for TCTP

PLOS ONE | www.plosone.org

Plasmodium TCTP Is More Efficiently Incorporated

function, although not necessarily via GTP replenishment of G-
proteins.

In order to determine whether PfTCTP displays similar
capabilities relative to HSTCTP that acts as B cell growth factor
[7], viable B cell density and incorporation of fluorescently-labeled
proteins were determined. Our results indicate that PfTCTP
showed a lower B cell stimulatory effect than HsTCTP. Flow
cytometry analyses revealed that both recombinant proteins are
incorporated into splenic B cells, but differed significantly on the
rate and percentage of incorporation. Mouse splenic B cells
incorporated PfTCTP recombinant protein in a higher rate and
reached 96% of protein input incorporation. According to our
confocal results, both recombinant proteins are internalized within
B cells, and can be accumulated in different cell compartments
since PFTCTP showed a diffuse distribution throughout the whole
cytoplasm.

Considering that Plasmodium TCTP may act like a dominant
negative mutant during infection [12], our results could have
interesting implications. PFTCTP is present in serum of infected
individuals at high concentrations and can induce histamine
release [9]; nevertheless, according to our results, it shows a lower
B cell stimulatory effect compared with HsTCTP. In addition to
this, splenic B cells showed a more efficient and faster incorpo-
ration of PFTCTP than HsTCTP. More detailed i vitro and i vivo
assays are required to verify whether PfTCTP is implicated in
preventing the onset of the immune response over an infection. It
must be considered that the homology between the human and
mouse TCTP is close to 96%, therefore it is probable that the
latter shows similar effects and therefore the results observed in
this work are biologically relevant.

TCTP lacks a signal peptide and requires a transmembrane
protein for its secretion. Furthermore, a specific sequence in this
protein is sufficient for its export [21]. It is not clear what fraction
of the intracellular pool of TCTP is secreted, and if so, which
factors trigger such release and the tissue-specificity of this process.
On the other hand, there is no information regarding the putative
receptor for secreted TC'TP in basophils or B cells. TC'TP contains
a protein transduction domain (PTD) which allows for its
internalization [22]. This domain is located in the NHy-terminus
of the protein (probably amino acids 1-10). Interestingly, this
domain is part of a B_strand, which in P. knowlesi and P. falciparum,
but not in HsTCTP or Schizosaccharomyces pombe, lies partially
behind the putative G-protein binding pocket [11,12]. This
structural alteration could result in both a more efficient
mternalization of PFTCTP and in its lower proliferative activity.
Our results suggest that PFTCTP could interfere with the action
of HsTCTP, although additional work is required to
elucidate whether PfTCTP could block the potential receptors
for HSTCTP or if cytosolic PFTCTP could interfere with the
action of HSTCTP through titration of its interaction partners. It
has been shown that TCTP requires dimerization in order to
function as an extracellular cytokine [23], and our PfTCTP
and HsTCTP preparations are most likely monomers.
However, TCTP can be found in sera of healthy and asthmatic
individuals as both monomers and dimers [23]. Furthermore
monomers of TC'TP are capable of activating B cell proliferation,
so their presence in sera have probable biological significance
[7].

In the present study we have found some differences on the
effect of human TCTP and PfTCTP recombinant proteins on
primary cultures of mouse splenic B cells. Considering that during
malaria memory B cells suffer a decrease [24,25], it is possible that
PfTCTP could be also involved in this process. Our data thus
also hint to a therapy targeting PfT'CTP that may be helpful
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Figure 2. Localization of incorporated TCTP in B cells. Confocal microscopy analysis of negatively isolated B cells (2 x10°cells/well) incubated
30 min with 50 ng/mL of recombinant HsTCTP labeled with Oregon Green 488 dye (green) and 50 ng/mL of recombinant PfTCTP labeled with Alexa
Fluor 594 dye (red). Representative images are shown. A. Bright field. B. DAPI staining C. Green fluorescence. D. Red fluorescence. E. Merge.

doi:10.1371/journal.pone.0085514.g002

to control some of the effects of malaria on the host immune
system. On the other hand, PfTCTP could be engineered to
further enhance its ability to bind splenic B cells and, at the same
time, to block proliferation. This could open new avenues to treat
cancer.
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