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RESUMEN: La malaria sigue siendo una de las principales enfermedades
transmisibles del planeta, especialmente en areas tropicales y subtropicales.
Dentro de las diversas especies causantes de esta enfermedad, en los tltimos
afios ha ganado relevancia el estudio de P. vivax debido a sus caracteristicas
propias, que la hacen especialmente dificil de erradicar.

En el presente estudio, nos proponemos analizar e identificar las protei-
nas de la fase hematica de P. vivax mediante cromatografia liquida asociada
a espectrometria de masas en tindem (LC-MS-MS).

Los resultados del estudio nos permitieron identificar 743 proteinas, de
las que 522 no habian sido previamente descritas en la especie P. vivax.
Ademds, la comparacién del perfil de expresion de estas proteinas con
el perfil transcripcional de P. vivax nos permitié corroborar lo
descrito en estudios anteriores: el cambio adaptativo en el perfil
transcripcional de la cepa de referencia Sal-1de. P. vivax.
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ABSTRACT: Malaria is one of the main infectious diseases in the world,
particularly in tropical and subtropical areas. Among the species that can
cause this disease, in recent years P. vivax has been growing due to its own
attributes, which make it highly difficult to eradicate.

This study was focused on analyzing and identifying the proteome
of P. vivax during the blood stage through a mass spectrometry analysis
(LC-MS-MS).

Results allowed us to identify 743 proteins, of which 522 never had
been described before. Furthermore, the comparison of the expression of
these proteins with P. vivax transcriptional profile allowed us to corro-
borate the adaptive change in the P. vivax VCG-1 strain transcriptome,
previously described.

Key words: P. vivax; Proteome; Mass spectrometry; Proteins.

INTRODUCCION

La malaria continta siendo a dia de hoy una de las enfermedades transmisibles
mds importantes del planeta. Segin la Organizacién Mundial de la Salud, en el afio
2012 se registraron aproximadamente 135-287 millones de casos de esta enferme-
dad, causando entre 473.000 y 789.000 muertes (WHO 2013). De las 5 especies
causantes de malaria en humanos (Plasmodium falciparum, Plasmodinm vivax,
Plasmodinm ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi), P. falciparum
ha sido sefialada como la mds importante durante mds de 30 afios, consideran-
dose las infecciones por el resto de especies como benignas. No obstante, en los
ultimos afios se ha comenzado a reconocer la importancia de P. vivax debido a
la alta carga de morbilidad que genera y al grave deterioro de la calidad de vida
de los individuos que sufren la enfermedad (Mendis et al. 2001). Ademds, el
mayor rango de distribucién geogrifica de P. vivax hace que amenace a un 40%
de la poblacién mundial (Price et al. 2007). Esta mayor distribucién se justifica
en que las condiciones de temperatura y altitud que necesita el pardsito para
reproducirse dentro del mosquito son menos exigentes que para otras especies.
Otra de las caracteristicas diferenciales de P vivax es que requiere de la presencia
de una molécula especifica en la superficie de los globulos rojos conocido como
el antigeno Duffy (también conocido como DARC (Duffy Antigen Receptor for
Chemokines)) para poder invadirlos (Arevalo Herrera et al. 2010); por ende, a
pesar de ser Africa el continente con mds casos registrados de malaria, P.
vivax no mantiene esta tendencia, ya que la presencia de este antigeno es una
caracteristica poco comun entre la poblacién del Centro y Oeste de dicho
continente mientras que se encuentra ampliamente distribuida en zonas
tropicales de Sudamérica y del Sudeste asiatico (Howes et al. 2011).
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Otra de las razones por las que el estudio de esta especie ha ganado relevan-
cia en los tltimos tiempos es debido a que se ha demostrado que es mis dificil
de controlar y erradicar que P. falciparum (Gething et al. 2012). En este
hecho influyen dos caracteristicas propias del pardsito: la aparicién temprana de
gametocitos (fase vital que es tomado por el mosquito para continuar el ciclo de
vida) antes de que se diagnostique la infeccion y aparezcan los sintomas clinicos
(WHO 2013); y la formacién de hipnozoitos, los cuales son formas latentes
que se localizan en el higado y que pueden activarse en un momento deter-
minado, produciendo recaidas de la enfermedad (Baird 2013).

A pesar del creciente interés en P. vivax, su estudio al momento de iniciar
este trabajo era muy limitado por la dificultad que tiene su cultivo in vitro,
debido a que el creci-miento de este pardsito en células sanguineas se produce de
manera preferente en reticulocitos, glébulos rojos inmaduros de dificil
obtencién debido a su escasez en la sangre humana (Moreno-Pérez er al. 2013).

En el momento actual, tanto el genoma como el transcriptoma de P. vivax han
sido ya publicados, pero estos estudios no son completamente representativos
de la complejidad bioldgica de esta especie, ya que no tienen en cuenta diferentes
factores de regulacion postranscripcionales. Por ello, parece necesario el estudio
cualitativo del proteoma con el fin de conocer de manera exacta cémo evoluciona
el pardsito a lo largo de su ciclo vital.

En el marco del estudio proteémico de P. vivax, se han hecho varias aproxi-
maciones usando diversas técnicas: separacion por electroforesis 2D seguida de
cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas en tindem (LC/MS/
MS) (Roobsong et al. 2011); electroforesis 2D y posterior espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF (Ray ez al. 2012); y espectrometria de masas directa ESI-Q
TOF (Acharya et al. 2011). La técnica espectrométrica utilizada en este estudio, la
espectrometria de masas con disociacién i6nica inducida por colisiéon (MS-CID),
es una de las més utilizadas en la actualidad para el anélisis de moléculas i6nicas
y destaca por su alta sensibilidad en la deteccion de péptidos.

OBJETIVO GENERAL

Identificar las proteinas de la fase hemaitica de Plasmodium vivax con el fin
de conocer parcialmente la biologia del parasito durante la infeccion en los reti-
culocitos.

MATERIALES Y METODOS

Para el ensayo, se procesaron muestras del parasito de la cepa VCG1 de P vivax
enriquecidas en las principales formas de desarrollo dentro de la célula (anillos,
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trofozoitos y esquizontes) en el laboratorio de Biologia Molecular de la Funda-
cién Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC). Las muestras fueron lisadas
con un buffer de saponina 0.02 mM que contenia K,HPO, 7 mM, NaH,PO, 1
mM, NaHCO, 11 mM, KCI 58 mM, NaCl 56 mM, MgCl, 1 mM y glucosa 14
mM, pH 7.5. Luego, las proteinas se precipitaron mediante el método metanol/
cloroformo, se digirieron con Lys-C y tripsina y se purificaron por cromatografia
en fase reversa usando columnas StageTips C,,.

El anilisis por espectrometria de masas se llevé a cabo en la Unidad de
proteémica del Centro de Investigacién del Céncer (CIC) de la Universidad de
Salamanca. Los péptidos fueron analizados en NanoUPLC-ESI-MS/MS usando
un cromatdgrafo liquido de nanoflujo (nanoAcquity UPLC system, Waters Corp.,
Milford, MA) acoplado en linea con un espectrémetro de masas hibrido LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo-Fisher, San Jose, CA). Cada muestra se analizé cuatro
veces, por lo que el nimero total de resultados obtenidos fue de 12.

Elalgoritmo Sequest HT se utiliz6 para buscar los espectros MS/MS adquiridos,
usando el software Discoverer de Thermo Scientific (v. 1.4.0.288), en un conjunto
de proteomas compuesto de secuencias de referencia del pardsito P. vivax (5.389
secuencias de aminodcidos), de la familia de monos del nuevo mundo (42.013
moléculas) y de contaminantes comunes (ej. queratinas humanas, tripsina, Lys-C
and BSA), descargados de la base de datos Uniprot en abril de 2014.

Las proteinas identificadas fueron comparadas con aquellas publicadas en
estudios de proteoma previos y con el andlisis del transcriptoma reportado en la
base de datos Plasmo DB (dltimo acceso 28 de mayo de 2014) (Aurrecoechea er
al. 2009). La anotacién funcional de moléculas involu- cré el uso de la base de
datos para la anotacién, visualizacién y descubrimiento integrado DAVID 6.7
2003-2014 (de sus siglas en inglés Functional annotation involved using the
Database for Annotation, Visualization, and Integrated Disco-very) (Huang et
al. 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de proteinas

La comparacion de los espectros MS/MS frente a la base de datos de proteomas
construida mostré un total de 1304 proteinas que cumplieron el criterio de inclusién
del algoritmo Sequest HT con alto nivel de confianza (valor p=0.01 estimado por
Percolator), de las cuales 743 fueron identificadas como proteinas perte-
necientes a P. vivax, 551 de primates del género Aotux y otras 10 se descri-
bieron como proteinas contaminantes (Figura 1).
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Ficura 1: Distribucién de las proteinas identificadas en el ensayo en funcién de su origen.

Al realizar la comparacién de las 743 proteinas de P. vivax identificadas frente
a las 415 moléculas descritas en estudios anteriores, 522 resultaron no haber
sido descritas con anterioridad, mientras que 195 de las proteinas descritas en la
bibliografia no fueron identificadas en el ensayo, lo cual probablemente se debe
a que la complejidad de la muestra enriquecida en esquizontes en dichos estudios
fue reducida, optimizando asi la deteccién de péptidos pertenecientes a proteinas
de baja abundancia.

De las 743 proteinas encontradas pertenecientes a P. vivax, 178 (23.96%) eran
consideradas como hipotéticas (hypothetical proteins), las cuales son descritas en

base a la similaridad con secuencias de las proteinas de P. falciparum descritas
en PlasmoDB.

Comparacion con el perfil transcripcional de P. vivax

Los resultados del anélisis de evidencias de transcripcién de los genes corres-
pondientes a las proteinas aqui identificadas se resumen en la Tabla 1. De parti-
cular interés, se encontraron 8 proteinas de las que no habia constancia de su
expresion i vivo, las cuales se describen en la Tabla 2. La presencia de proteinas
aqui encontradas que no tienen ningun dato reportado de transcripcidn, soporta
la nocién de que hay un cambio en el perfil transcripcional de la cepa VCG1 de
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P. vivax, lo que coincide con los estudios previos realizados por los grupos de
Bozdech (Bozdech et al. 2008) y Westenberger (Westenberg et al. 2010), quienes
han identificado diferencias en el perfil de transcripcién genético en pardsitos de
P. vivax aislados de pacientes provenientes de Tailandia y Pert.

TasLa 1: Nimero total de proteinas que muestran su maxima expresion en cada
periodo de tiempo.

TIEMPO ESTIMADO DE MAXIMA EXPRESION NUMERO TOTAL DE PROTEINAS
9 horas 104
13 horas 54
17 horas 79
20 horas 90
23 horas 66
29 horas 110
35 horas 111
40 horas 62
43 horas 59
Sin expresién reportada 8

TaBLA 2: Proteinas sin evidencia de expresién.

CODIGO DE IDENTIFICACION DESCRIPCION DE LA PROTEINA
PVX_086055 Hypothetical protein, conserved
PVX_091992 Hypothetical protein
PVX_096292 HAM!1 domain containing protein
PVX_097577 Tryptophan-rich antigen (Pv-fam-a)
PVX_113574 Hypothetical protein, conserved
PVX_116635 Dihydrofolate synthase/folylpolyglutamate synthase, putative
PVX_118162 Hypothetical protein
PVX_123597 Arginyl-tRNA synthetase, putative
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Anotacion de ontologia génica (OG)

Con el fin de clasificar las proteinas identificadas en la cepa VCG1 de
P. vivax en categorias relacionadas con sus correspondientes procesos bioldgi-
cos se realizé un andlisis de anotacién de genes en términos de ontologia génica
usando el software DAVID. En este anilisis se categorizaron solo 328 de las 743
proteinas, lo que posiblemente se debe a que la mayoria de las proteinas de P, vivax
no tienen similitud con aquellas para las cuales su funcién ha sido descrita en
las distintas bases de datos. El enriquecimiento de términos mostré una clara
correlacién entre los procesos biolégicos conformados por un mayor nimero
de proteinas identificadas y las necesidades del parisito. Por ejemplo, durante el
periodo de division y maduracién se destacan los procesos de sintesis y madura-
cién de proteinas (173 proteinas identificadas), sintesis de otras macromoléculas
(133), movimiento de orginulos y macromoléculas en el interior de la célula
(64) y procesos catabdlicos para la obtencidn de energia (39). Resulta bastante
significativo el bajo ndmero de proteinas implicadas en procesos de sintesis de
nucleétidos y nucledsidos (29) y aminodacidos (26), condicién que podria estar
debida al cardcter propio de P. vivax, ya que la utilizacion de aminoédcidos y
nucledtidos provenientes de la degradacion de moléculas de la célula hospedadora
harfa innecesaria su sintesis, aunque también puede deberse a que estas protei-
nas, expresadas en pequefia cantidad, hayan quedado eclipsadas a la hora de la
determinacién por otras proteinas mas abundantes, o incluso por las proteinas
contaminantes.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio, con la descripcién de 743 proteinas de las que
522 nunca antes habian sido descritas, puede aportar un avance significativo en
el anélisis de los procesos bioldgicos de la fase hemdtica de P. vivax, ademds de
servir como muestra del poco interés que ha suscitado el estudio de esta especie
en los dltimos afios.

La alta proporcién de proteinas provenientes de primates identificadas en las
primeras fases del estudio (42.25%) resalta la necesidad de conseguir un adecuado
sistema de purificacion del extracto de P. vivax, ya que la identificacién de proteinas
contaminantes presentes en gran cantidad en la muestra debido a la necesidad de
utilizar sangre de estos animales para su cultivo in vivo, puede eclipsar la identi-
ficacién de proteinas poco expresadas en el pardsito.
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