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Resumen 
La malaria es causada por los parásitos Plasmodium , transmitida por la picadura de un 

mosquito hembra. Existen cinco especies que pueden infectar al humano, entre las cuales 

Plasmodium falciparum es el responsable de casi todas las muertes por dicha 

enfermedad. El parásito cuenta con dos fases de reproducción: sexual en el mosquito y 

la asexual en el humano. 

En los eritrocitos el parásito toma los aminoácidos esenciales para su metabolismo a 

partir del grupo globina; el grupo hemo se oxida formando radicales libres, los cuales son 

tóxicos. P. falciparum tiene provisto una serie de sistemas antioxidantes que le permiten 

sobrevivir en estas condiciones. Algunos de estos sistemas dependen directamente del 

poder reductor del parásito proporcionado por la NADPH, para lo cual es necesario que 

el parásito aumente la actividad de vías como la pentosa fosfato y secuencialmente el 

metabolismo del NAD+. Dentro de la biosíntesis de esta molécula podemos resaltar una 

enzima clave, la Nicotinamida/Nicotinato monucleótido adenililtransferasa (NMNAT), 

punto de convergencia entre las vías de biosíntesis.  

En este trabajo se continuó con la caracterización del metabolismo del NAD+ en el 

parásito a través de la enzima PfNMNAT, mediante la optimización de la expresión y 

purificación de la proteína recombinante silvestre y mutantes, análisis de la expresión de 

la NMNAT estadios intraeritrocíticos del parásito, e igualmente se identificó la localización 

subcelular. Las evidencias obtenidas indicaron diferencias notables entre la proteína 

analizada en relación con las NMNATs ortólogas humanas; lo que sugiere que el proceso 

de biosíntesis del NAD+ en P. falciparum es un blanco farmacológico promisorio.  

Palabras clave: dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD+), Plasmodium falciparum, 

nicotinamida/nicotinato mononucleótido adenilil transferasa (NMNAT).  
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Abstract 
Malaria is caused by the parasites Plasmodium , transmitted by the bite of a female 

mosquito. There are five species that can infect humans, among which Plasmodium 

falciparum is responsible for almost all deaths from a disease. The parasite has two 

phases of reproduction: sexual in the mosquito and asexual in the human. 

In erythrocytes the parasite takes the amino acids essential for metabolism from the globin 

group; The heme group oxidizes to form free radicals, which are toxic. P. falciparum has 

a number of antioxidant systems that allow it to survive in these conditions. Some of these 

systems depend directly on the parasite power reducer provided by NADPH, for which it 

is necessary for the parasite to increase the activity of pathways such as pentose 

phosphate and sequentially the metabolism of NAD +. Within the biosynthesis of this 

molecule may highlight a key enzyme, Nicotinamide/Nicotinate monucleotide adenylyl 

transferase (NMNAT), point of convergence between biosynthetic pathways. 

In this work we continued with the characterization of the metabolism of NAD + in the 

parasite through the enzyme PfNMNAT, by optimizing the expression and purification of 

recombinant wild protein and mutants, analyzing the expression of NMNAT intraeritrocitic 

stages of the parasite, and the subcellular localization was also identified. The evidences 

obtained indicated remarkable differences between the protein analyzed in relation to 

NMNATs orthologous humans; What suggests that the process of biosynthesis of NAD + 

is P. falciparum is a promising pharmacological target. 

Keywords: adenine and nicotinamide dinucleotide (NAD+), Plasmodium falciparum, 

nicotinamide / nicotinate mononucleotide adenylyl transferase (NMNAT). 
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Introducción 
La malaria o paludismo es una enfermedad producida por parásitos del género 

Plasmodium y está distribuida a nivel mundial en zonas tropicales y subtropicales, en 

donde casi 3.300 millones de personas están expuestas a contraerla (Garavito, Arteaga, & 

Acebey, 2002; WHO, 2016). Una vez que una persona ha sido infectada, el único 

tratamiento posible es la administración de antimaláricos; infortunadamente, durante los 

últimos 50 años se ha reportado resistencia progresiva del parásito a la mayoría de los 

medicamentos, lo que ha convertido al paludismo en uno de los principales problemas de 

salud pública en el mundo (WHO, 2016).  

La identificación de posibles dianas farmacéuticas y el desarrollo de estrategias que 

permitan mantener el control del parásito, requiere investigaciones enfocadas en la 

caracterización molecular y bioquímica del mismo. En este sentido, el estudio del 

dinucleótido de adenina y Nicotinamida (NAD+) es llamativo y adecuado dadas las 

funciones esenciales que desempeña: metabolismo energético, defensa ante estrés 

oxidativo y regulación celular (Nikiforov, Kulikova, & Ziegler, 2015).  

La biosíntesis del NAD+ se puede realizar a partir de dos vías: de novo y la de reciclaje. 

Pese a que estas dos rutas necesitan de precursores e intermediarios químicos diferentes, 

ambas convergen en el paso catalizado por la enzima Nicotinamida/Nicotinato 

mononucleótido adenilil transferasa (NMNAT; EC: 2.7.7.1/18) (Dolle, Skoge, Vanlinden, & 

Ziegler, 2013). Por esta razón, la caracterización de la enzima NMNAT de P. falciparum 

(PfNMNAT) y la identificación de posibles diferencias estructurales con respecto sus 

ortólogas humanas (HsNMNAT 1-3), constituyen puntos esenciales para el desarrollo de 

nuevas estrategias para el control del parásito.  

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación permitieron identificar, 

clonar y expresar la proteína recombinante His-PfNMNAT en el sistema heterólogo  

Escherichia coli, estableciendo las primeras evidencias experimentales sobre el 
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metabolismo del NAD+ en el género Plasmodium (Marín, C. & Ramírez, 2009). Nuestro 

trabajo constituye una profundización del estudio de la proteína PfNMNAT.  

Inicialmente, se estandarizaron las condiciones de expresión y purificación de la proteína 

recombinante PfNMNAT, lo que permitió su caracterización enzimática. Dado que el 

estudio de la estructura primaria de la proteína del parásito reveló la existencia de 

secuencias específicas, la proteína recombinante obtenida en el primer paso de este 

estudio se utilizó como control para el estudio de estas secuencias, comparando efectos 

sobre la actividad catalítica. 

Anticuerpos previamente realizados en el laboratorio se emplearon para determinar la 

localización intracelular de la proteína NMNAT endógena en Plasmodium falciparum. 

Finalmente, la PfNMNAT se evaluó a nivel de mRNA y de proteína en los tres estadios 

intraeritrocíticos (anillo, trofozoíto y esquizonte). 

Los resultados del presente trabajo de investigación permitieron obtener información 

funcional y estructural importante sobre la enzima PfNMNAT, contribuyendo al 

conocimiento del metabolismo del NAD+ en Plasmodium falciparum.  



 

1. Marco teórico 

 El modelo de estudio: Plasmodium falciparum 

El parásito causante de la malaria es un parásito protozoario del género Plasmodium, el 

cual se transmite por la picadura de un mosquito hembra del género Anopheles. Existen 

cinco especies de Plasmodium que pueden causar malaria en los humanos: P. falciparum, 

P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi. Dentro de estas cinco especies, P. falciparum 

es la que causa mayores complicaciones y mortalidad en el mundo (Montoya, Tobón, Blair, 

Carmona, & Maestre, 2007). Según la OMS, alrededor de 3,4 millones de personas están 

expuestas a contraer malaria en el mundo; en el año 2015, cerca de 214 millones de 

personas fueron afectadas y de estas 438.000 fallecieron siendo cerca del 64% niños 

menores de 5 años (WHO, 2016). En Colombia, alrededor de 25 millones de personas 

están en riesgo de contraer malaria, principalmente por P. falciparum  y P. Vivax  

(Restrepo-Pineda, Arango, Maestre, Do Rosário, & Cravo, 2008) y para el año 2015, se 

reportaron 53.254 casos de malaria, de los cuales 18 personas fallecieron (INS, 2016).  

El ciclo de vida de P. falciparum (Figura 1.1) involucra una fase asexual y otra sexual, la 

primera que se lleva a cabo en el hospedero humano, y la segunda en el mosquito hembra 

Anopheles. La fase asexual inicia cuando un mosquito Anopheles hembra infectado pica a 

un humano e introduce esporozoítos, los cuales viajan por el torrente sanguíneo hasta 

llegar al hígado. Allí, los esporozoítos se diferencian a esquizontes hepáticos, los cuales 

liberan entre 10.000 y 40.000 merozoítos que se dirigen al torrente sanguíneo e invaden 

los eritrocitos (Sturm et al., 2016). En los glóbulos rojos, los parásitos pasan por tres 

estadios conocidos como: anillo, trofozoíto y esquizonte (Vickerman, 2005), hasta que la 

célula se rompe liberando merozoítos que invaden nuevos eritrocitos. Algunos parásitos 

se diferencian en gametos y la fase sexual del ciclo de vida inicia cuando los macro y 

microgametos (gametos femeninos y masculinos) ingeridos por el mosquito alcanzan el 

intestino y se fusionan formando un cigoto. El cigoto sufre una transformación a ooquineto, 
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el cual es una forma móvil que es capaz de penetrar en la pared del intestino del mosquito, 

donde se convierte en ooquiste. Dentro del ooquiste se da un proceso de multiplicación y 

diferenciación, el cual culmina con la ruptura del ooquiste y la liberación de miles de 

esporozoítos, los cuales viajan hacia las glándulas salivares, donde esperan hasta que el 

mosquito pique de nuevo a otro humano, repitiéndose el ciclo de vida (Good, 2005).  

Figura 1-1: Ciclo de vida de Plasmodium falciparum.  

Tomado de: (Boddey & Cowman, 2013). Se muestra la fase sexual en el mosquito y la fase asexual 

en el hospedero humano.  

 

 ¿Cómo se controla la enfermedad? 

Una vez infectado de malaria, la única opción es el tratamiento con antimaláricos, debido 

a que no existe una vacuna de uso clínico. A lo largo de la historia se han utilizado 

diferentes tratamientos, los más utilizados se describen a continuación, teniendo la 

mayoría como mecanismo de acción el aumento de radicales libre para la eliminación del 

parásito. 
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1.2.1 Quinina (QN) 
La QN es uno de los agentes antipalúdicos más antiguos y se extrajo por primera vez en 

el año 1600, de la corteza de un árbol del genero cinchona. La QN pertenece al grupo de 

los aril amino alcoholes y es un esquizonticida de acción rápida (Cossio et al., 2007). 

1.2.2 Cloroquina (CQ) 
La CQ, una 4-aminoquinolina, se sintetizó por primera vez en 1934 y fue por décadas el 

antimalárico más utilizado en todo el mundo (FF, WM, GR, & al, 1946). El éxito de este 

medicamento se basaba en su excelente eficacia clínica, su limitada toxicidad, su fácil 

administración y a que su proceso de síntesis era sencillo y económico (Wells & Poll, 2010). 

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas, su uso se vio dramáticamente disminuido 

debido a la aparición y propagación de la resistencia del parásito al medicamento 

(Winstanley, Ward, & Snow, 2002). Por eso, la CQ es el tratamiento de primera línea para 

tratar P. vivax en todo el mundo, pero ya prácticamente no se usa para tratar malaria 

causada por P. falciparum.  

1.2.3 Amodiaquina (AQ) 
La AQ es un medicamento antipalúdico derivado de la 4-aminoquinolina, con un 

mecanismo de acción similar al de la CQ (Onseca & Lair, 2006). La AQ sigue siendo un 

importante medicamento, ya que es eficaz contra muchas cepas CQR, por lo tanto, muchos 

proyectos de diseño de drogas ya se han centrado en reducir esta toxicidad (O’Neill, Bray, 

Hawley, Ward, & Park, 1998). 

1.2.4 Mefloquina (MQ) 
La MQ es una 4-metanol-quinolina con efecto sobre las etapas eritrocíticas de P. falciparum 

y P. vivax, incluso contra cepas CQR. Se recomienda su uso profiláctico para quienes 

viajan a zonas endémicas, sobre todo aquellas donde hay un alto riesgo de infección por 

P. falciparum CQR(Roche, 2008). 
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1.2.5 Combinaciones terapéuticas con derivados de artemisininas 
(CTDAs) 
La artemisinina es un sesquiterpeno trioxano lactona que se extrae de la planta  

Artemisia annua L. Los tratamientos con artemisininas como monoterapia, llevan a que el 

parásito se haga menos sensible al medicamento, pues lo debilitan, pero no lo matan. Por 

eso, los derivados de artemisininas se utilizan en combinación con otros antipalúdicos 

(CDTAs), alcanzando así una eficacia curativa cercana al 95%, y disminuyendo la 

probabilidad que el parásito se vuelva resistente. Los derivados de artemisininas inhiben 

el desarrollo de los estadios intraeritrocíticos, eliminan los gametocitos tempranos (Kombila 

et al. 1997), disminuyen la infectividad de los gametocitos (Pei-quan et al., 1994), pero no 

tienen efecto sobre los estadios hepáticos del parásito(Targett et al., 2001). En la 

actualidad, las CDTAs son efectivas para tratar infecciones causadas por P. falciparum 

multiresistente y son, junto con la QN, el único tratamiento disponible contra la malaria no 

complicada resistente a CQ (Hien et al., 1996; Nealon et al., 2002).  

 ¿Cómo afecta el estrés oxidativo al parásito? 

Para empezar, hay que entender el estrés oxidativo como la condición química, 

relacionada con la presencia de elevadas cantidades de radicales libres, los cuales 

presentan electrones libres desapareados, y que tiene la facilidad de formar enlaces con 

otros compuestos para lograr su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre le 

roba un electrón a una molécula estable, la molécula se convierte a su vez en un radical 

libre con un electrón desapareado, iniciando una reacción en cadena, que altera el estado 

redox de las células y ocasiona daños a nivel intracelular (Betteridge, 2000). 

Es necesario tener en cuenta que el parásito debe degradar la hemoglobina para adquirir 

los aminoácidos esenciales que requiere para el metabolismo. El proceso de digestión se 

realiza dentro de la vacuola digestiva (VD) del parásito. En este proceso se lleva a cabo la 

separación del grupo hemo y del grupo globina. El grupo hemo se oxida formando un 

compuesto llamado Ferriprotoporfirina IX (FPIX), el cual es altamente tóxico y necesita ser 

inactivado, para lo cual, el parásito polimeriza y forma un nuevo compuesto inerte llamado 

hemozoína (pigmento malárico), que se acumula en la vacuola digestiva en forma de 

cristales insolubles (Bustamante & Giralda, 1999; Garavito et al., 2002). De no ser así en 

el parasito hay una acumulación de radicales libres que conllevan a la muerte del parásito, 

debido al aumento del estrés oxidativo. 
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Por esta razón el parásito posee una variedad de sistemas antioxidantes, que dependen 

directamente del poder reductor del NADP(H) presente en la célula. Los primeros 

mecanismos de defensa de tipo enzimático, son las superóxido dismutasas (SODs), las 

cuales catalizan la dismutación de los aniones superóxido para evitar la oxidación de otras 

moléculas. En esta reacción están implicadas una buena gama de peroxidasas, que 

incluyen: la hemo-peroxidasa, las peroxidasas dependientes del glutatión (GSH-Px) 

(Müller, 2004) y las peroxidasas que dependen de la tioredoxina (Trx- Px) (Krnajski, 

Gilberger, Walter, Cowman, & Müller, 2002; Müller, 2004). Las GSH-Px y las Trx-Px 

consiguen su poder reductor principalmente a través de dos sistemas redox: el sistema 

redox del glutatión y el de la tioredoxina, que involucran una cascada de proteínas cuya 

función se basa en el traspaso de electrones de NADPH, a moléculas aceptoras como: las 

alkil- hidroxiperoxidasas y las nucléotido reductasas (Müller, 2004; E. F. Roth, 1987). 

 Glicolisis y la vía de las pentosas fosfato 

En estudios anteriores se estimó que la infección de los eritrocitos por P. falciparum, 

conlleva a un incremento de consumo de glucosa hasta 100 veces mayor que los eritrocitos 

no infectados, esto es necesario para el desarrollo y multiplicación del parásito (E. Roth, 

1990; F. Roth, Raventos-suarez, Nagel, & Annenberg, 1982). Adicionalmente al haber un 

incremento de esta molécula, también se ve un aumento en la actividad de muchas de las 

enzimas implicadas en la glucólisis de los eritrocitos infectados, esto se debe a   la 

codificación de genes por P. falciparum, esto fue demostrado por Roth y colaboradores, al 

evidenciar un aumento en la actividad de las enzimas glicolíticas: hexoquinasa 3 y 

fosfoglicerato quinasa 4. Complementariamente se ha evidenciado un aumento en la 

actividad de enzimas no glicolíticas tales como: la glutamato deshidrogenasa (no está 

presente en eritrocitos no infectados) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que presenta 

diferentes propiedades a diferencia con la de los eritrocitos que no se encuentran (Müller, 

2004; Olszewski et al., 2009). 

Mientras los estadios intraeritrocíticos, el parásito tiene un incremento de nucleótidos, en 

donde el paso de los ribonucleótidos a deoxirribonucléotidos es mediado por la enzima 

ribonucléotido reductasa dependiente NADPH. Es decir, que una célula que se crece y se 

divide con alta velocidad, necesita de buenas cantidades de NADPH a nivel celular, que 
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generalmente es adquirido por la oxidación de la glucosa-6-fosfato en la vía de las 

pentosas fosfato, en la cual también se produce ribosa- 5-fosfato, metabolito necesario 

para la producción de ácidos nucleicos (Zerez, Roth, Schulman, & Tanaka, 1990). 

Las reacciones que se llevan a cabo en la vía de las pentosas fosfato se efectúan en el 

citoplasma, y está conformada por dos fases: una oxidativa y otra no oxidativa. Inicialmente 

ocurre la oxidación empleando la glucosa-6- fosfato como sustrato. De tal forma, que la 

glucosa-6-fosfato sea oxidada a lactona por la actividad de la glucosa-6- 

fosfatodeshidrogenasa, esta reacción tiene como resultado la liberación de dos electrones 

que permiten el paso de una molécula de NAD oxidado (NADP+) a NAD reducido 

(NADPH). Luego ocurre un proceso de descarboxilación de la 6-fosfo-D-gluconato por 

medio de la enzima 6- fosfogluconatodeshidrogenasa, este proceso libera de nuevo dos 

electrones, que   a su vez reducen una segunda molécula de NADP+ (Bozdech & Ginsburg, 

2005). 

Debido a que los eritrocitos no contienen mitocondria ni núcleo, la vía de las pentosas 

fosfato es el único origen de NADPH, en resumen, toda la maquinaria de defensa 

antioxidante del parásito depende exclusivamente de NADP+ y de G6PD a nivel 

intracelular (Beutler, 2012; Cappellini & Fiorelli, 2008). 

 ¿Cómo se regulan los genes var? 

Plasmodium falciparum ha desarrollado un mecanismo de supervivencia, que hace que 

pueda esquivar el sistema inmune del humano. Este mecanismo tiene como base la 

expresión de antígenos variables de manera coordinada, estos reciben el nombre de 

PfEMP1 (Proteína de membrana del eritrocito de P. falciparum 1), y se expresan en el 

espacio superficial del eritrocito que se encuentra infectado. Estos antígenos son 

codificados por 60 genes var. Los eritrocitos que están infectados se adhieren al endotelio 

y a otras células del humano a través de una variedad de receptores, esto genera un 

secuestramiento masivo de células que puede dar lugar a que la microvasculatura se 

obstruya y así se evite su posterior degradación en el bazo (Flick & Chen, 2004). 

Complementariamente el parásito puede alterar la expresión de los genes var modificando 

las características funcionales y antigénicas de los eritrocitos que están infectados, la 

consecuencia de este proceso resulta en el esquivamiento del sistema inmune del 

hospedero y la apropiación que le permite instaurar su patología característica (Frank & 

Deitsch, 2006; Kyes, Kraemer, & Smith, 2007; Ralph, Scheidig-Benatar, & Scherf, 2005). 
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Estos genes antigénicos variables, se encuentran ubicados generalmente en los telómeros 

y subtelómeros de los cromosomas, son genes necesarios para el desarrollo y 

multiplicación del parásito y pueden estar regulados por dos proteínas deacetilasas de 

histonas conocidas como Pfsir2A y B (reguladora de la información siliente, homologa a 

sir2 de Saccharomyces cerevisiae) (Duraisingh et al., 2005; Tonkin et al., 2009). 

La proteína Pfsir2A hasta el momento ha sido la más estudiada, consta de 273 

aminoácidos, su localización es en el núcleo y se encuentra en el grupo III de las enzimas 

deacetilasas, las cuales tienen en común la deacetilación de residuos   de   lisina   de   

proteínas   blanco   y   son   dependientes   de   NAD+.   Un   rol complementario al de 

deacetilasa, es tener actividad ADP-ribosiltransferasa, es decir que transfiere moléculas 

de ADP-ribosa a histonas en Plasmodium falciparum y a sí misma. Ésta actividad de auto 

ADP-ribosilación es algo atípico en proteínas ortólogas, por lo que puede estar 

directamente relacionada con la activación enzimática y es necesaria para su papel como 

deacetilasa (Merrick & Duraisingh, 2007; Prusty et al., 2008). 

 ¿Porqué es importante el NAD+ en el parásito? 

Además de ser necesario en rutas metabólicas como la glucólisis, defensa ante el estrés 

oxidativo, defensa ante la presión inmune del hospedero y silenciamiento génico como 

mecanismo de evasión el NAD+ tiene otras particularidades e el parásito. En la década de 

los 90, Zerez y colaboradores estimaron un aumento del dinucleótido de Nicotinamida y 

adenina (NAD+) en eritrocitos infectados por P. falciparum, con respecto a eritrocitos 

normales, esto permite constatar el rol tan importante de los niveles del NAD+ en el 

crecimiento y división del parásito, y la esquivasión del sistema inmune del humano (Eren, 

2003; Merrick & Duraisingh, 2007; Zerez et al., 1990). Adicionalmente Llinas y 

colaboradores en su estudio bioinformático y luego experimental de las enzimas 

encargadas de la síntesis del NAD+ en P. falciparum, lograron identificar diversos 

inhibidores de esta síntesis a nivel in vitro, lo que permite el desarrollo de prometedores 

tratamientos antimaláricos (O’Hara et al., 2014; Plata, Hsiao, Olszewski, Llinás, & Vitkup, 

2010). Este acercamiento deja en evidencia lo necesario que se hace realizar estudios 

más profundos en las enzimas encargadas de la síntesis del NAD+. Para este fin, se 

presentan las principales características del NAD+. 
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1.6.1 El Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina (NAD+) y su 
metabolismo 
El Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina (NAD+) es un metabolito procedente de la 

Niacina o de la vitamina B3, considerado como una coenzima clave dada su habilidad de 

transportar dos equivalentes de electrones, asistiendo al flujo REDOX de la célula al formar 

el par molecular NAD+/NADH. Este par de moléculas participa como aceptor y donador de 

hidrogeniones (H+), en diversas reacciones de óxido-reducción en la célula (Figura 1-2). 

Consecuentemente la razón de este par molecular se hace vital para la fisiología celular, 

pues están implicadas en la síntesis de ATP y por ende con la energía de la célula (Ghosh, 

George, Roy, Ramachandran, & Kolthur-Seetharam, 2010). 

Figura 1-2: Funciones del dinucleótido de adeninda y nicotinamida 

El NAD+ tiene tres funciones dentro de la célula, las cuales son mediadas por diferentes enzimas 

que lo emplean como co-enzima (oxidoreductasas) o co-sutrato (Sirtuinas, ARTs, PARPs y 

glicohidrolasas). 

*Segundos mensajeros: ADP ribosa (ADPR), ADPR cíclica (ADPRc) y dinucleótido de adenina y 

ácido nicotínico fosfato (NAADP).  
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El NAD+, adicionalmente desempeña una función muy importante como sustrato. Al día 

de hoy se sabe que el NAD+ es un Co-sustrato que es usado principalmente por grupos 

de enzimas; ADP-ribosiltransferasas (PARPs), cADP-ribosa sintasas y deacetilasas 

(Ghosh et al., 2010). Estos grupos de enzimas están implicadas   desde la modificación de 

proteínas por acetilación de forma covalente o ADP-ribosilación hasta la movilización de 

calcio por medio de la síntesis de ciclo-ADP-ribosa (cADPR), usando al NAD+ para llevar 

a cabo la actividad. 

La síntesis del NAD+ se puede dar por medio de dos rutas; una ruta de síntesis de Novo y 

una ruta de reciclaje (Figura 1-3).  No obstante, desde una visión más general esta síntesis 

puede dividirse en dos fases: la primera donde se da la síntesis del   mononucleótido de 

ácido nicotínico (NaMN) mientras que la segunda tiene como fin, la síntesis de NAD+ por 

medio de Nicotinamida mononucleótido (NMN) o NaMN. En la primera fase de síntesis 

cabe resaltar el proceso para la formación del ácido quinolínico (QA), el cual es formado 

en animales y bacterias por medio del triptófano; y en plantas se puede dar por medio del 

ácido aspártico (Katoh, Uenohara, Akita, & Hashimoto, 2006).  El primer paso que se lleva 

a cabo en lo procariotas es la producción del iminoasparto, por medio de la enzima 

aspartato oxidasa; el producto obtenido de esta reacción es condensado con la 

dihidroxiacetona fosfato permitiendo así la formación del ácido quinolínico, la enzima que 

actúa allí es la ácido quinolínico sintetasa. Por último, la QA-fosforibolsiltransferasa cataliza 
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la producción de NaMN, este es un intermediario de la biosíntesis del NAD+ que se ha 

encontrado en todos los organismo estudiados. 

Figura 1-3: Biosíntesis del dinucleótido de adeninda y nicotinamida 

Adaptado de (Dolle et al., 2013). El NAD+ puede ser sintetizado a partir de 5 precursores: NAR, QA, 

NA, NR y Nam. Las enzimas NamPRT y NAPRT catalizan la conversión de Nam y NA en los 

mononucleótidos NMN y NAMN. La transformación del QA por acción de la enzima QAPRT, también 

conduce a la síntesis de NAMN. Estas 3 reacciones emplean el PRPP como fuente de fosforibosa. 

La enzima NRK genera NMN y NAMN mediante la fosforilación de NR y NAR. El único paso común 

de la vía de novo y la vía de reciclaje (síntesis de NAD o NAAD) es catalizado por la enzima NMNAT 

(recuadro verde). La enzima NADS convierte el NAAD en NAD+. El grupo amida en las estructuras 

relacionadas con la Nam se indica en azul. El grupo carboxilo en las estructuras relacionadas con 

el NA se indica en rojo. La síntesis de NAAD a partir de NA se conoce como ruta Preiss-Handler. 

La síntesis de NAD a partir de QA corresponde a la vía de novo.  

 

Una enzima muy importante en la segunda fase del proceso de síntesis del NAD+ es la 

Nicotinamida /Nicotinato mononucleótido adenililtransferasa (NMNAT /NaMNAT) punto 

donde convergen tanto la ruta de Síntesis   de Novo   como la ruta de reciclaje, con la 

formación del dinucleótido del ácido nicotínico (NaAD) o NAD+ respectivamente. Luego la 
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NAD sintetasa amida al NaAD para producir NAD+. Finalmente, el NAD+ puede ser 

fosforilado a NADP por la enzima NAD-quinasa. 

Pese a que en casi todos los organismos se ha visto que tienen presentes estas dos rutas, 

en Plasmodium falciparum solamente se han podido identificar enzimas candidatas para 

lo que parece ser una ruta de salvamento, al igual que sucede en el eritrocito (Bogan & 

Brenner, 2008), sin embargo, el parásito cuenta con una enzima adicional, la 

nicotinamidasa que catalizaría el paso de nicotinamida a acido nicotínico. Mediante análisis 

experimentales lograron identificar que la síntesis del NAD+ en el parásito es dependiente 

de la concentración de niacina en el medio exógeno (O’Hara et al., 2014). Esto sugiere 

entonces que el parásito es un auxótrofo del NAD+ (Ginsburg & Abdel-Haleem, 2016). Esto 

además ha sido encontrado en otras especies como Leishmania ifantum y múltiples 

especies de levaduras patógenas, lo que indica que es una condición adaptiva común (E. 

Gazanion et al., 2011; Elodie Gazanion et al., 2012). En varias especies de levaduras se 

han caracterizado transportadores de NAD+ o de sus sustratos, que se aumentan en 

condiciones de deficiencia de esta molécula (Belenky, Moga, & Brenner, 2008; Ma et al., 

2009). 

Aunque desde hace tiempo se conoce del proceso de la síntesis del NAD+, la mayoría de 

los estudios se han centrado en caracterizar el proceso de organismos procariotas. Al día 

de hoy se caracterizaron las isoenzimas humanas de la NAD-sintetasa, NAD-quinasa 

(Schweiger et al., 2001)y la NMNAT (Garavaglia et al., 2002). Al realizar la comparación 

de estas enzimas con sus equivalentes procariotas se establecieron diferencias como: 

distintas especificidades de sustrato, capacidades de oligomerización, sensibilidades a 

cofactores catiónicos divalentes y secuencias específicas (Berger, Lau, Dahlmann, & 

Ziegler, 2005). 

1.6.2 La Nicotinamida/Nicotinato mononucleótido adenilil 
transferasa (NMNAT) 
La NMNAT (EC: 2.7.7.1 o 2.7.7.18), ha sido identificada en organismos tan distintos como 

arqueas, bacterias y eucariotas (Schweiger et al., 2001; Stancek, Schnell, & Rydén-Aulin, 

2005) (Tabla 1-1). En humanos se han identificado tres isoenzimas, denominadas NMNAT 

1, 2 y 3; y se han identificado en el núcleo, aparato de Golgi y mitocondrias, 

respectivamente (Berger et al., 2005; Lau et al., 2010). Cada una de ellas tiene secuencias 
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específicas que le permiten la localización intracelular para cada organelo. Ortólogos de la 

NMNAT-1 han sido caracterizados en microorganismos, demostrando la importancia de 

sus roles en diversas enfermedades. En cuanto a la NMNAT de P. falciparum se identificó 

recientemente (Marín, C. & Ramírez, 2009), y se ha caracterizado en cuanto a parámetros 

enzimáticos y estudio de estructuras cuaternarias mediante la construcción de plot de 

fergusson (Mejía & Ramírez-Hernández, 2011), por otro lado, se identificaron posibles 

inhibidores de la enzima, promisorios como agentes antimaláricos (O’Hara et al., 2014). 

Tabla 1-1. Propiedades bioquímicas de algunas NMNATs 

Tabla adaptada de: (Lau, 2009),  con datos provenientes de las bases de datos Brenda, PDB y 

UniProt.  

*Valores teóricos calculados con la herramienta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).  

 

1.6.2.1 Unión a sustratos y estructura 
Estudios cristalográficos de rayos X han elucidado la estructura de la NMNAT de los tres 

dominios de la vida: arqueobacterias (D’Angelo et al., 2000; Pfoh, Pai, & Saridakis, 2015), 

bacterias (Kumar Singh et al., 2002; X. Zhang et al., 2003) y humanos (Garavaglia et al., 

2002; Werner, Ziegler, Lerner, Schweiger, & Heinemann, 2002; X. Zhang et al., 2003; Zhou 

et al., 2002). Estos estudios permitieron encontrar estructuras conservadas de las 

NMNATs, que tienen por característica la presencia de un dominio α/β conformado por 

hojas β paralelas rodeadas por hélices α y giros aleatorios, denominado plegamiento 

Rossmann. Este plegamiento contiene los elementos estructurales relacionados con la 

unión a los sustratos y la catálisis (Figura 1-4).  

Figura 1-4: Arquitectura estructural de las NMNAT’s 

El plegamiento Rossmann es la característica principal de las NMNATs. Verde: hojas β paralelas. 

Rojo: hélices α. Gris: giros aleatorios. Entre paréntesis se indican los códigos del Banco de Datos 

de Proteínas (PDB). Todas las imágenes se generaron con el programa UCSF Chimera.  
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En cuanto a la unión a los sustratos se han identificado dos motivos altamente conservados 

para la unión con el ATP, ubicados hacia los extremos amino ([H/T]xxH) y carboxilo 

terminal (SxxxxR) de las NMNATs. Las interacciones del primer motivo son electrostáticas, 

participando las histidinas y del segundo motivo la serina y la arginina para formar puentes 

de hidrogeno y salinos, del sustrato entonces participa en cada una de las interacciones 

los grupos fosfatos del ATP. En el caso del segundo sustrato que puede ser el NMN o 

NaNM, se han podido relacionar algunos aminoácidos como el triptófano que mediante 

apilamiento e anillos aromáticos estaría interactuando con los anillos de piridina, y un 

residuo ya sea de lisina o arginina estabiliza el grupo fosfato de los sustratos mediante 

interacciones electrostáticas (Zhai et al., 2006). 

1.6.2.2 Dominios exclusivos de las NMNATs 
Se ha reportado la existencia de dominios exclusivos en otras NMNATs (D’Angelo et al., 

2000) por ejemplo, las isoenzimas humanas presentan dominios específicos (ISTIDs, 

Isoform SpecificTargeting and Interaction Domains) y se ha demostrado que cuando se 

remueve alguno de estos dominios, altera su localización intracelular. Para la HsNMNAT1, 

su ISTID contiene la señal de localización nuclear (NLS) GRKRKW, mientras que el ISTID 

de la HsNMNAT2 tiene dos cisteínas (Cis164 y Cis165) relacionadas con el anclaje de 

dicha proteína a la membrana del aparato de Golgi mediante palmitoilación. La HsNMNAT3 
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también contiene un dominio exclusivo, sin embargo, aún no se han establecido las 

funciones en las que participa (Lau et al., 2010).  

Adicionalmente, el ISTID de la HsNMNAT1 contiene un residuo de serina blanco de 

fosforilación (Ser136) por proteínas quinasa C. Se ha evidenciado que la HsNMNAT1 

puede interactúar y regular la actividad catalítica de la enzima PARP1 auto-modificada, la 

cual está involucrada en procesos nucleares dependientes de NAD+. Dicha interacción es 

alterada negativamente por la fosforilación del residuo Ser136. Esta evidencia representa 

un tipo de regulación post- traduccional, al menos para la HsNMNAT1 (Berger, Lau, & 

Ziegler, 2007).  

Por otro lado, las NMNATs de procariotas también presentan regiones específicas, lo cual 

las hace atractivas como posibles blancos de agentes terapéuticos (Khan, Forouhar, Tao, 

& Tong, 2007).



 

 

2. Justificación 

De las especies de Plasmodium que pueden afectar el ser humano, P. falciparum ocupa 

el primer lugar en el mundo en mortalidad. Debido que hasta el día de hoy no existe una 

vacuna de uso clínico, y debido al reciente aumento de cepas de parásitos resistentes a 

los medicamentos ha aumentado, todas las miradas están puestas en encontrar proteínas 

que sirvan como blancos terapéuticos para el control de la enfermedad (WHO, 2016). 

Durante su ciclo de vida asexual el parásito infecta a los eritrocitos incrementando el estrés 

oxidativo, tras la degradación de la hemoglobina. Por esta razón el parásito posee una 

variedad de sistemas antioxidantes, que dependen directamente del poder reductor del 

NADPH presente en la célula.  Adicionalmente al infectar el eritrocito, P. falciparum 

aumenta la actividad del ciclo de las pentosas fosfato, la síntesis del NAD+ y la expresión 

de enzimas glicolíticas, con el fin de adaptarse al ambiente intracelular (Eren, 2003; Müller, 

2004). Por lo anterior, la función NAD(P)+ es imprescindible, debido a que cumple un papel 

fundamental en algunos procesos bioquímicos y biológicos indispensables para el parásito 

(Zerez et al., 1990), considerando lo anterior la identificación y caracterización de las 

enzimas involucradas en su biosíntesis resulta interesante. Una de las enzimas más 

importantes en esta ruta, es la Nicotinamida/Nicotinato mononucleótido adenililtransferasa 

(NMNAT; EC:2.7.7.1), debido a que en ella convergen las dos rutas biosintéticas del NAD+: 

la de novo y la de salvamento (Lau, 2009). Aunque la actividad catalítica de la NMNAT se 

conoce desde algunos años, la identificación y caracterización de estas enzimas se ha 

logrado en diversos organismos, solo en los últimos veinte años. 

La NMNAT de Plasmodium falciparum (PfNMNAT) se identificó hace tan solo diez años, 

por lo cual se ha caracterizado parcialmente mediante sobreexpresión de transgen 

(localización celular) e identificación de parámetros enzimáticos (Marín, C. & Ramírez, 

2009; O’Hara et al., 2014).En este trabajo se planteó caracterizar la PfNMNAT por medio 
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del estudio in vivo e in vitro de esta proteína. En el acercamiento in vivo se verificaron la 

expresión a nivel de proteína y mRNA a través del ciclo celular asexual del parásito y se 

estudió la localización endógena de la proteína. Por otro lado, en el estudio in vitro, se 

realizó la optimización de la expresión y purificación de la proteína recombinante, y el 

estudio estructural analizando la relevancia de secuencias específicas del parásito 

mediante la construcción de proteínas mutantes. Esto permitió profundizar en la 

compresión   del metabolismo del NAD+ en el parásito y entender su participación en 

procesos biológicos indispensables para su supervivencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. Objetivos 

 Objetivo general 

Estudiar el metabolismo del NAD+ en Plasmodium falciparum mediante la proteína 

Nicotinamida/Nicotinato mononucleótido adenililtransferasa (PfNMNAT), a nivel in vitro e 

in vivo. 

 Objetivos específicos 

• Optimizar la expresión y purificación de la proteína PfNMNAT, usando diversos 

vectores de expresión. 

• Estudiar la relevancia funcional de secuencias específicas de la PfNMNAT, en aras 

de caracterizar la proteína, mediante el desarrollo de mutantes. 

• Determinar la localización de la PfNMNAT en el parásito empleando 

inmunofluorescencia. 

• Identificar los niveles de expresión transcripcional y proteico en los estadios del 

ciclo de vida asexual del parásito. 





 

4. Pregunta de investigación 

Explorar y conocer el metabolismo básico de los parásitos que tienen una alta tasa de 

incidencia a nivel mundial, permite diseñar nuevas herramientas que ayuden al control y a 

la erradicación de la enfermedad. En el 2009 se logró identificar la Nicotinamida/Nicotinato 

mononucleótido adenililtransferasa en Plasmodium falciparum (PfNMNAT), enzima 

esencial en el metabolismo energético del parásito. Su caracterización se había logrado 

parcialmente, y con el objeto de continuar con el estudio del metabolismo del NAD(P)+ en 

Plasmodium y su posible uso como blanco farmacológico se han planteado los siguientes 

interrogantes: 

• ¿Cuál etiqueta permite obtener la proteína recombinante de forma soluble y activa 

catalíticamente? 

• ¿Existen diferencias estructurales y funcionales de la proteína del parásito con 

relación a sus ortólogas humanas? 

• ¿La expresión de la PfNMNAT es variable en los diferentes estadios del ciclo de 

vida asexual del parásito a nivel transcripcional y proteíco? 

• ¿Cuál es la localización de la proteína endógena del parásito? 

 

 

 

 





 

5. Materiales y métodos 

En este trabajo se tuvieron en cuenta dos metodologías: a nivel in vitro se estandarizó la 

expresión y purificación de la proteína recombinante PfNMNAT, para ser utilizada como 

control de actividad en el análsis de secuencias específicas. Por otro lado con la proteína 

endógena se confirmó la localización subcelular de la proteína endógena en el parásito, y 

se evaluaron sus niveles de expresión a nivel transcripcional y proteico. Para tal fin se 

llevaron a cabo diferentes metodologías que se verán enmarcadas inicialmenete como 

metodologías generales, y luego la descripción detallada de cada una de estas.  

 Optimización de la expresión y purificación de la proteína 
PfNMNAT, usando diversos vectores de expresión 

Para optimizar la expresión y la purificación de la PfNMNAT en este trabajo se probaron  

vectores de expresíon que permitieran aumento en la solubilidad de la proteína 

recombinante, se realizaron dos estrategias: predicciones bioinformáticas con el fin de 

tener una aproximación de los vectores que posiblemente podían aumentar 

mayoritariamente la solubilidad de la proteína recombinante  y por otro lado una parte 

experimental para corroborar lo obtenido mediante las predicciones bioinformáticas, y que 

permitieran obtener la proteína PfNMNAT soluble y activa. 
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5.1.1 Estimación in silico de la solubilidad 
Se implementaron programas informáticos que estiman la solubilidad de la proteína 

PfNMNAT unida a varias etiquetas moleculares aportadas por los vectores de expresión 

utilizados. Los vectores evaluados fueron: Champion™ pET SUMO (ThermoFisher), pCold 

TF DNA (Takara) y pMAL-c5X (New England Biolabs). Los programas utilizados para 

estimar la solubilidad fueron: SolPro (Magnan, Randall, & Baldi, 2009), ProSo II 

(Smialowski, Doose, Torkler, Kaufmann, & Frishman, 2012) y ESPRESSO (Hirose et al., 

2011). 

5.1.2 Amplificación de la región codificante de la PfNMNAT 
Para la amplificación de la región codificante PfNMNAT  se usaron varias parejas de 

iniciadores que permitieron la clonación en los respectivos vectores de expresión. Las 

condiciones para la amplificación que se utilizaron fueron: 1U de la enzima Taq Polimerasa 

(Applied Biosystems), MgCl2 (2,5mM), buffer de la ADN polimerasa (1X), dNTP’s (10mM), 

H2O DEPC , iniciadores (Tabla 5-1) y  aproximadamente 50 ng de ADN plantilla, todo a un 

volumen final de 15 µL. Se empleó el siguiente perfil térmico: un ciclo de desnaturalización 

inicial a 94ºC durante 10 min., seguido por 30 ciclos de 94 ºC por 45 seg, 50 ºC por 1 min, 

72 ºC por 45 seg, y una extensión final a 72 ºC por 10 min (termociclador Biorad).  
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Tabla 5-1. Iniciadores utilizados para la amplificación de la región codificante PfNMNAT 

Vector Iniciador directo 5’ – 3’ Iniciador reverso 5’ – 3’ 
pET SUMO ATGCATAAGAATATATGT 

CTAATTAAAATCATATAAGTT pCOLD TF GGATCCATGCATAAGAATATATGT pMAL c5X 
 

5.1.2.1 Clonación de la región codificante PfNMNAT 
Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1%. Estos se cortaron 

desde el gel y se purificaron con mini columnas (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System, PROMEGA). Para realizar la clonación se usaron dos estrategias dependiendo 

del vector de expresión: ligación directa con el producto de PCR o subclonación utilizando 

el vector pGEM–T Easy (PROMEGA). La ligación se realizó teniendo en cuenta una 

relación 1:1 inserto purificado y vector (aproximadamente 50 ng). Los parámetros de 

ligación (tiempo, temperatura, etc.) fueron los recomendados por el fabricante. 

5.1.2.2 Transformación en cepas de E. coli 
Se transformaron cepas de E. coli de mantenimiento ONE SHOT MATCH1-T1 y de 

expresión BL21(DE3) químicamente competentes, mediante choque térmico (42 °C 

durante 45 s, 5 min en hielo). Inmediatamente, las bacterias transformadas se incubaron 

durante una hora a 37 ºC en medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 

10mM, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2 y 20mM glucosa), y se sembraron en cajas de Petri con 

LB-agar con el antibiótico de selección respectivo para cada vector (Ampicilina o 

Kanamicina). 

5.1.2.3 Purificación del ADN recombinante 
Se implementó el método de lisis alcalina (Sambrook & Rusell, 2001). Se partió de un 

cultivo de 10 mL, inoculando en medio LB líquido suplementado con el antibiótico de 

selección. El producto obtenido de la extracción se sometió a electroforesis horizontal en 

gel de agarosa al 1%, en buffer TBE 0,5X.  

5.1.2.4 Expresión de las proteínas recombinantes 
Se tomó una colonia de cada uno de los plásmidos recombinantes, se inocularon 

individualmente en medio LB suplementado con el antibiótico de selección y se dejaron 

creciendo toda la noche a 37 ºC. Se realizó una dilución del cultivo 1:100 y se continuó el 

crecimiento hasta alcanzar una DO de aproximadamente 0,6 medida 
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espectofométicamente a 600 nm. Se estandarizó la  inducción de la expresión de las 

proteínas IPTG (Isopropyl β-D- 1_thiogalactopyranoside), incubando a 15 – 25 °C con 

agitación constante. Finalizada la inducción se colectaron las bacterias por centrifugación 

a 6000 rpm por 15 min a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se determinó el peso húmedo 

de células. 

5.1.2.5 Lisis celular 
Los pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis (5 mL/g). Se adicionó lisozima a 

una concentración final de 1 mg/mL y cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma P8340; 

1 mM AEBSF, 14 µM E64, 15 µM Pepstatin A, 40 µM Bestatin, 20 µM Leupeptin, 0,8 µM 

Aprotinin). El conjunto se incubo en hielo durante 30 min con agitación mecánica. Pasado 

este tiempo se sometió la muestra a 5 min de sonicación sobre hielo (50 % de amplitud, 

15 s de pulso y 15 s de reposo), la muestra fue centrifugada a 12000 rpm por 20 min a 4 

°C, separándose el sobrenadante (fracción soluble) y el pellet (fracción insoluble o cuerpos 

de inclusión). 

5.1.2.6 Detección de las proteínas recombinantes por electroforesis SDS-
PAGE y western blot 
Los lisados de los clones inducidos se analizaron por electroforesis vertical SDS-PAGE. 

Para esto se tomó una alícuota de las fracciones insoluble y soluble obtenidas en la lisis y 

se resuspendieron en buffer de carga desnaturalizante. Las muestras se calentaron a 92 

°C durante 7 minutos. Se utilizó un gel concentrador de 3,9% y un gel separador de 12%, 

y se mantuvo una diferencia de potencial de 108 V. La visualización de las bandas se logró 

mediante la tinción del gel con azul de Coomassie R-250. 

Para los ensayos de inmunodetección (western blot) las proteínas separadas por SDS-

PAGE fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa (ThermoFisher), usando el método 

de electrotransferencia húmeda (Towbin, Staehelin, & Gordon, 1979), en buffer de 

transferencia (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 10 % V/V, pH 8,3) aplicando 

200 mA por 2 horas. La membrana se activó H2O destilada durante 30 s y al igual que el 

gel a transferir se equilibró en el buffer antes de realizar la electrotransferencia. A su 

término, se tiñó la membrana con Rojo Ponceau. Para detectar la proteína recombinante 

se realizó el siguiente procedimiento: 1) Bloqueo de la membrana por 2 horas en buffer 

TBST-L (leche 5%, Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% V/V). 2) 
Incubación de toda la noche con el anticuerpo primario (Anti etiqueta) en TBST (1:10000), 
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3 lavados de 10 min con TBST-L. 3) Incubación durante 1 hora con el anticuerpo 

secundario anti-IgG biotinilado de ratón en TBST (1:10000), 3 lavados de 10 min con 

TBST-L. 4) Incubación durante 30 minutos con estreptavidina-fosfatasa alcalina en TBST 

(1:5000), 3 lavados de 10 min con TBST. 5) Revelado de las proteínas con los sustratos 

cromogénicos BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Nitro-

Blue Tetrazolium Choride) en el buffer de reacción (Tris-HCl 100 mM pH 9,0, NaCl 150 

mM, MgCl2 1 mM). La membrana se documentó después del revelado. La proteína 

obtenida a partir del mejor sistema de expresión fue purificada posteriormente. 

5.1.2.7 Purificación de la proteína recombinante por afinidad a resina de 
amilosa 
La proteína MBP-PfNMNAT (MBP, maltose-binding protein) se purificó a partir de la 

fracción soluble mediante afinidad a resina de amilosa (New England Biolabs). Para eso 

se cuantificó densitométricamente mediante SDS-PAGE, comparando la intensidad de la 

banda con diferentes concentraciones conocidas de BSA. La resina se equilibró con buffer 

de lisis y se mezcló con la fracción soluble diluida (1:6). La unión se llevó a cabo durante 

1 hora a 4 °C con agitación constante. La mezcla se transfirió a una mini columna, 

empacándose la resina y obteniéndose las proteínas no unidas. La resina se lavó con 12 

volúmenes de buffer de lisis. La proteína MBP-PfNMNAT se eluyó con buffer de elución 

(buffer de lisis+maltosa 20 mM); se recolectaron 25 fracciones de aprox. 60 µL y se 

almacenaron a -80 °C. La purificación se analizó por SDS-PAGE. La proteína en la fracción 

soluble y en los eluidos se cuantificó mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). 

5.1.2.8 Ensayo enzimático directo 
La síntesis de NAD+, catalizada por la proteína MBP-PfNMNAT se determinó con ensayos 

enzimáticos directos, los cuales se analizaron mediante cromatografía líquida de alto 

rendimiento en fase reversa (RP-HPLC). El ensayo enzimático contempla la siguiente 

ecuación:  
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Se realizó un ensayo in vitro para determinar la actividad de la proteína recombinante 

purificada. Las mezclas de reacción (1 mM mononucleótido de nicotinamida (NMN) y ATP 

1.3 mM en buffer HEPES 100 mM + Mg2+ 10 mM, pH 7.5) se incubaron a 37 °C durante 30 

minutos, al término de lo cual se detuvo la reacción con HClO4 1.2 M a 4 °C. La proteína 

se precipitó mediante centrifugación a 12000 rpm durante 3 minutos a 4 °C. Se neutralizó 

el sobrenadante con K2CO3 1 M en hielo. Se tomaron 120 µl de sobrenadante y se diluyeron 

hasta 240 µL con H2O mQ. El resultado de la reacción in vitro se evaluó mediante HPLC 

en fase reversa. Se utilizó una columna Phenomenex Luna C18 (250mm x 4,60 mm; 5 µm). 

Se utilizaron como fases móviles buffer fosfato de potasio 0.12 M pH 6.0 y metanol. La 

separación se llevó a cabo en gradiente con un flujo constante de 1.5 ml/min, con un tiempo 

de 20 min por corrida. Los analitos, cuyos tiempos de retención se determinaron a partir 

de patrones, se detectaron espectrofotométricamente a 254 nm mediante un detector de 

arreglo de diodos. 

 Estudio de la relevancia funcional de secuencias específicas 
de la PfNMNAT, en aras de caracterizar la proteína, mediante 
el desarrollo de mutantes 

Una vez que se tenía la proteína PfNMNAT de forma soluble y activa, se procedió con el 

siguiente paso. Caracterización funcional y estructural de la PfNMNAT, mediante el 

desarrollo de mutantes de esta proteína que permitieron evaluar el efecto de modificar sus 

dominios exclusivos por medio de su actividad enzimática. Para llevar a cabo este objetivo 

fue necesario el diseño bioinformático y la producción de mutantes de la proteína, que se 

describirán a continuación. 
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5.2.1 Diseño de mutantes de la PfNMNAT 
Se analizaron diversas proteínas mutantes de la PfNMNAT, para esto se realizaron 

alineamientos múltiples de las secuencias de aminoácidos de la PfNMNAT con sus 

ortólogas humanas (HsNMNAT 1-3), por medio del servidor en línea Clustall W (Thompson, 

Higgins, & Gibson, 1994), de allí se identificaron las regiones específicas de la proteína de 

Plasmodium falciparum que se podían alterar. Finalmente se hizo una predicción de la 

estructura terciaria mediante el servidor I-Tasser de la proteína silvestre como de las 

mutadas (Y. Zhang, 2008) y se identificaron valores de solubilidad, teniendo como control 

la proteína MBP-PfNMNAT mediante el servidor ProSo II (Smialowski et al., 2012). 

5.2.2 Producción de mutantes de la PfNMNAT 
Para poder establecer diferencias de la proteína PfNMNAT mutada en comparación con la 

silvestre, se estudiaron 2 versiones mutadas. Para esto el plásmido recombinante 

construido en la primera fase, se utilizó como plantilla para la producción de los mutantes 

(pMal c5X - PfNMNAT), tras los diseños que permitió ver las diferencias más llamativas en 

cuanto a cambios estructurales y solubilidad. La mutagénesis se realizó mediante el 

empleo del kit “Phusion Site Direct Mutagénesis” (Thermo ScientificTM) cuyo fundamento 

permite en forma dirigida empleando PCR, crear deleciones o sustituciones dado el caso 

(Böhlke et al., 2000). Las condiciones de amplificación fueron: 1U de la enzima Phusion 

Hot Start II DNA polymerase, Phusion HF Buffer (1X), dNTP’s (10 mM), H2O DEPC, 0,5 

µM de iniciadores (Tabla 5-2) y aproximadamente 10 pg de ADN plantilla, todo a un 
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volumen final de 25 µL. Se empleó el siguiente perfil térmico: un ciclo de desnaturalización 

inicial a 98 ºC durante 30 seg., seguido por 25 ciclos de 98 ºC por 10 seg, 67 ºC por 30 

seg, 72 ºC por 35 seg, y una extensión final a 72 ºC por 10 min (termociclador Biorad). 

Tabla 5-2. Iniciadores utilizados para realizar las mutaciones de la proteína PfNMNAT 

Nombre del iniciador Secuencia 5’ – 3’ 
N163D_Directo CCCAAATTATCTTTTATCGATTTTATTTCATCAAGTG 
N163D_Reverso CACTTGATGAAATAAAATCGATAAAAGATAATTTGGG 
N163Y_Directo CCCAAATTATCTTTTATCTATTTTATTTCATCAAGTG 
N163Y_Reverso CACTTGATGAAATAAAATAGATAAAAGATAATTTGGG 

 

5.2.2.1 Expresión y purificación de las proteínas recombinantes PfNMNAT 
silvestre y mutantes 
Para expresar las proteínas recombinantes PfNMNAT silvestre y mutadas, se realizó 

mediante la inducción de células E. coli BL21 (DE3), transformadas con los vectores de 

expresión correspondientes, a la proteína silvestre y proteínas mutadas. Se partió de 

inóculos de las bacterias de expresión en medio líquido Luria-Bertani (LB), suplementados 

con ampicilina a una concentración final de 100 µg/ml para cada vector y se incubó a 37°C 

con agitación constante hasta que alcanzó la densidad óptica adecuada, una vez 

alcanzada dicha densidad óptica, se inició la expresión de la proteína recombinante al 

adicionar el inductor adecuado (Mejía & Ramírez-Hernández, 2011). Las células fueron 

colectadas por centrifugación y lisadas mediante sonicación; la fracción soluble, fue el 

material de partida para purificar. La expresión y purificación de las proteínas 

recombinantes fue monitoreada por SDS-PAGE y Western blot (Dong, Lv, & Lai, 2012), y 

las alteraciones en solubilidad de la proteína mutada expresada fueron evaluadas por 

medio de densitometría, utilizando como control la proteína silvestre. 

5.2.2.2 Evaluación de los mutantes obtenidos 
Se realizó un ensayo de actividad enzimática de las proteínas recombinantes mutantes y 

silvestre purificadas, para verificar la síntesis de NAD+ mediante ensayos enzimáticos 

directos, los cuales se analizaron mediante cromatografía líquida de alto rendimiento en 

fase reversa (RP-HPLC), empleando los parámetros experimentales previamente 

estandarizados en la primera fase, para la proteína MBP-PfNMNAT silvestre y mediante 

ensayos acoplados, midiendo la reducción de NAD+ a 340nm. El estudio comparativo entre 
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la actividad de la enzima respecto a sus mutantes permitió contribuir a entender la 

relevancia de las secuencias específicas del parásito (Zhou et al., 2002). 

5.2.2.3 Determinación de las constantes cinéticas (Km y Vmax) de las 
proteínas recombinantes MBP-PfNMNAT y N163D/MBP-PfNMNAT 
Establecidas las condiciones óptimas de actividad enzimática, se determinaron las 

constantes cinéticas de las proteínas recombinantes MBP-PNMNAT, manteniendo 

concentraciones saturantes de uno de los sustratos y variando la concentración del otro. 

Las concentraciones exactas para cada sustrato se indican en los resultados 

correspondientes. Se empleó el ensayo enzimático acoplado para determinar las 

constantes por los sustratos NMN y ATP. La velocidad inicial de reacción, expresada como 

μmol de NAD+ producidos/min x mg proteína, se determinó a partir de la región lineal de 

actividad enzimática. Los datos obtenidos se utilizaron para realizar curvas de regresión 

no lineal (Michaelis-Menten) y lineal (Hanes-Woolf), empleando los programas Prism6.  

5.2.2.4 Ensayo enzimático acoplado 
La actividad catalítica de la proteína MBP-PfNMNAT (síntesis de NAD+) se verificó 

mediante ensayos enzimáticos acoplados con la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), 

monitoreando el incremento en la absorbancia a 340 nm, debido a la reducción del NAD+ 

a NADH, como ha sido descrito previamente (Balducci et al., 1995). 

El sistema enzimático acoplado puede describirse mediante las siguientes ecuaciones 

químicas:  

 

Se realizó una mezcla de reacción que contenía 40 mM etanol, 25 mM HEPES/KOH pH 

7.4, 10 mM MgCl2, 1.25 mM ATP (Sigma), 1.25 mM NMN (Sigma) y 2 mU ADH (Sigma). 

Esta mezcla se alicuotó en placas de 96 pozos, se incubó a 37°C durante 5 min y se inició 

la reacción al adicionar 2.5 μg de las muestras a evaluar. Los ensayos se realizaron en un 
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volumen de 100 μl a 37°C con agitación constante en el lector de microplacas GENios 

(TECAN), registrando los valores de absorbancia a 340 nm durante 15 min.  

 Determinación de la localización de la PfNMNAT endógena 

Con el objeto de estudiar la proteína NMNAT endógena del parásito, se realizaron ensayos 

de Inmunodetección e inmunolocalización empleando extractos celulares y parásitos 

fijados en láminas. La primera estrategia permitió el reconocimiento de la proteína 

endógena del parásito mediante extractos proteícos solubles empleando western blot, y 

los anticuerpos previamente realizados contra la proteína His-PfNMNAT.  La segunda 

estrategia consistió en la detección in situ de la proteína PfNMNAT sobre los parásitos, 

empleando los anticuerpos previamente desarrollados contra la proteína His-PfNMNAT y 

microscopía de fluorescencia. Para realizar estos experimentos fue necesario el cultivo del 

parásito en el laboratorio. 

 

5.3.1 Cultivo de Plasmodium falciparum 
Plasmodium falciparum de la cepa FCR-3 se cultivaron in vitro (Trager & Jensen, 1976). El 

cultivo se mantuvo con sangre humana tipo A factor Rhesus positivo a un hematocrito del 

5% en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con: buffer HEPES 25 mM, 

NaHCO3 32 mM y suero humano A+ inactivado al 15%. Los parásitos fueron incubados a 

37 ºC en atmosfera de CO2 5%, O2 5% y N2 90%, con cambios de medio cada 24 h hasta 

obtener parasitemias cercanas al 20 – 40%. Los parásitos fueron sincronizados con sorbitol 

5% a 37ºC por 10 min, con lo cual se lisan las formas maduras del parásito y se mantienen 
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las formas de anillos (Lambros & Vanderberg, 1979). Cultivos sincrónicos en el estadio de 

anillos, se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar el estadio de trofozoítos y esquizontes. 

Los parásitos en los diferentes estadios asexuales se obtuvieron por medio centrifugación 

a 2500 rpm por 5 min y se lisaron los eritrocitos con saponina a una concentración final de 

0,01% en buffer PBS a 4ºC durante 15 minutos. Los parásitos fueron recuperados por 

centrifugación a 14000 rpm por 15 minutos, se lavaron con PBS 1X hasta eliminar 

completamente los residuos de las membranas del eritrocito y hemoglobina. 

5.3.2 Obtención de extractos proteicos citoplasmáticos 
Una vez que se tenían parásitos en los tres estadios de desarrollo intraeritrocítico, 

aproximadamente de 2 a 4 millones de parásitos fueron resuspendidos en 100 µL de buffer 

TMG, inhibidor de proteasas (Sigma P8340; 1mM AEBSF, 14µM E64, 15µM Pepstatin A, 

40 µM Bestatin, 20 µM Leupeptin, 0,8 µM Aprotinin), lisados por incubación con el 

detergente no ionico NP-40 al 0,2% a 4ºC por 30 minutos y 30 segundos de sonicación 

con una amplitud de 50%, 15 segundos de pulsos y 15 segundos de reposo. Los restos 

celulares fueron removidos por centrifugación a 14000 rpm por 30 minutos a 4ºC y el 

sobrenadante se alicuotó y almacenó a -80ºC hasta su uso. 

5.3.3 Inmunodetección de la PfNMNAT 
Para la detección de la PfNMNAT en extractos proteicos asincrónicos se estandarizaron 

las condiciones adecuadas para el ensayo de western blot. Entre estas se encuentra: título 

óptimo de anticuerpo, cantidad de extracto proteico necesario para la detección de la 

proteína en estudio y sistema de detección. A continuación, se describen las condiciones 

que obtuvieron los mejores resultados: 80 – 100 µg de extracto proteico fueron separados 

por SDS-PAGE en geles del 12% y transferidos a membranas de PVDF (Thermo) por 2h 

a 200 mA en buffer de electrotransferencia. Las membranas fueron bloqueadas 12 h en 

TBST-L e incubadas por otras 12 horas con los sueros previamente obtenidos a una 

dilución de 1:1000 en TBST-L (Mejía & Ramírez-Hernández, 2011). Se realizaron tres 

lavados con TBST-L por 10 minutos cada uno, se incubó por 2h con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón y anti-IgY de gallina acoplados a biotina (1:2000) y 

nuevamente se hicieron 3 lavados con TBST-L. La reacción de inmunodetección fue 
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revelada con sustratos cromogénicos para fosfatasa alcalina acoplada a estreptavidina 

como se describió anteriormente. 

5.3.4 Inmunoprecipitación de PfNMNAT 
Se prepararon extractos proteicos citoplasmáticos como se describió anteriormente 

utilizando 1 mM Na3VO4. El extracto se aclaró por 1h a 4 ºC con agitación constante, 

empleando 100 μl de resina tiofílica (Pierce), previamente equilibrada en buffer TMG. El 

extracto aclarado se incubó O/N con 50 μL del anticuerpo IgY His-PfNMNAT purificado a 

partir de sangre de gallina a 4 ºC con agitación constante. Se adicionaron 100 μL de resina 

tiofílica, previamente equilibrada en buffer TMG y se incubó por 2 h a 4 ºC con agitación 

constante. El inmunoprecipitado se obtuvo al centrifugar las muestras a 4500 xg por 3 min 

a 4 ºC. El precipitado obtenido se lavó 3 veces con 500 μl de buffer TMG, 10 min cada uno. 

El precipitado final se resuspendió en 80 μL de buffer de carga para SDS-PAGE 1X y se 

incubó en agua a ebullición por 6 min. Las muestras obtenidas se analizaron mediante 

SDS-PAGE y tinción con plata. Paralelamente, se realizó Western blot con los anticuerpos 

anti His-PfNMNAT, y los anticuerpos para reconocer fosforilaciones en residuos de T, Y y 

S. 

5.3.5 Determinación de la localización subcelular mediante 
inmunofluorescencia de PfNMNAT en Plasmodium falciparum 
Para determinar la localización subcelular de la proteína endógena mediante 

inmunofluorescencia se siguió el protocolo reportado por Tonkin y colaboradores (Tonkin 

et al., 2004), como control negativo se usó el suero preinmune de las gallinas inmunizadas. 

Se partió de un cultivo asincrónico y se centrifugó a 1000 g x 10 min a 4°C y se lavó con 

PBS 1X para eliminar impurezas, se tomaron 100 µL de glóbulos rojos empacados 

infectados y se fijaron con paraformaldehido al 4% y 0,0075% de glutaraldehido en PBS 

1X durante 30 min con agitación mecánica constante. Las células fijadas se lavaron con 

PBS 1X y se permeabilizaron con 0,1% de Tritón X-100 en PBS 1X durante 10 min, de 

nuevo se lavaron las células con PBS 1X y se tratan con 0,1mg/ml de NaBH4/PBS durante 

10 min, para reducir los grupos aldehído libres. De nuevo se lavaron con PBS 1X y se 

bloqueó con BSA al 3% en PBS 1X durante 1 hora. Se incubaron las células con el 

anticuerpo primario anti IgY His-PfNMNAT en una dilución 1:250 en BSA/PBS 1X al 3% 

por 2 horas. Las células se lavaron tres veces con PBS 1X durante 10 min cada uno para 
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eliminar el exceso del anticuerpo primario. Como anticuerpo secundario se empleó anti 

IgY-FITC, en dilución con BSA/PBS al 3% y se incubó por 1 h. Se realizó tinción nuclear 

usando 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1µg/ml) en dilución con BSA/PBS al 3% por 5 

minutos. De nuevo se lavó tres veces con PBS 1X por 10 min cada uno y se realizaron 

extendidos en láminas portaobjetos usando 5 µl de la muestra. El montaje de las láminas 

se realizó con 10 µL fluoromount, se observaron y se registraron en el microscopio de 

fluorescencia (Nikon C1 plus), con un objetivo de 100X. 

 Identificación de los niveles de expresión transcripcional y 
proteico en los estadios del ciclo de vida asexual del parásito 

Para establecer los niveles de expresión de mRNA y de proteína en los diferentes estadios 

de la fase asexual del parásito, fue necesario la sincronización del cultivo en cada uno de 

ellos: anillo, trofozoíto y esquizonte. Se extrajo RNA de cada uno de los estadios, y se usó 

métodos de biología molecular como PCR acoplada a transcriptasa reversa para la síntesis 

de cDNA. Para los niveles proteicos se realizaron extractos citoplasmáticos de cada uno 

de los estadios como se mencionó anteriormente y se reconocieron con los anticuerpos 

previamente realizados en el laboratorio. 

5.4.1 Extracción de ARN 
Cultivo de Plasmodium falciparum sincronizado en los diferentes estadios de la fase 

asexual fueron recolectados y reservados para la extracción de ARN por el método de trizol 

cloroformo. Se utilizó el cultivo con parasitemia cercana al 40%. Para la extracción de ARN, 

se utilizó 10 volúmenes de Trizol con respecto al volumen de sangre empacada, se 

resuspendieron completamente y se almacenaron a -70ºC hasta su uso. La extracción 

inició descongelando las muestras a 37ºC y se adicionó 0,2 volúmenes de cloroformo por 

volumen de trizol, se agitó por aproximadamente 3min y se centrifugó a 4ºC por 30 min a 

9000xg. Se removió la capa acuosa superior en un tubo nuevo y se le adicionó 0,5 

volúmenes de 2-propanol por volumen de trizol y se mezcló por inversión. Se dividió el 

volumen en 9 tubos de 1,5 µL y se precipitó a -20ºc por 24 horas. Finalmente se centrifugó 

la muestra a 12000 g por 30 minutos a 4ºC y se removió el sobrenadante tanto como fue 

posible, se lavó con 500 µL de etanol al 75% en H2O DEPC. Enfriado en hielo y se secó la 

muestra con el tubo invertido a temperatura ambiente por 5 minutos. Se resuspendió el 

RNA en 100 µL de H2O DEPC y se almacenaron alícuotas de 20 µL hasta su uso a 70ºC. 
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La cantidad y calidad del ARN se verificaron por medidas de espectrofotometría utilizando 

el equipo NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).  

5.4.2 PCR acoplada a transcriptasa reversa  
Se emplearon 2 µg de ARN puro (A260/A280 mayor a 2.0), desde el cual se eliminaron 

trazas de ADN genómico, realizando tratamiento con 2 U de DNasa I (RQ1, Promega) a 

temperatura ambiente durante 20 min. Se empleó el sistema de transcripción reversa 

ImProm-II (A3800, Promega) y oligo DT (0,5 µg/reacción). Las estructuras secundarias del 

ARN se desnaturalizaron incubando las muestras a 70ºC durante 5 min previo a la síntesis 

de ADNc. Se emplearon las siguientes condiciones: anillaje (ARN y Oligo DT) a 25oC 

durante 5 min. Retro-transcripción a 42ºC durante 60 min. Desnaturalización de la retro-

transcriptasa a 70ºC durante 15 min. Las muestras se almacenaron a -20ºC. 

Posteriormente, se realizó la reacción de PCR usando el ADNc sintetizado, siguiendo las 

condiciones de PCR previamente estandarizadas para los ensayos anteriores. Se usaron 

los iniciadores que amplifican la región codificante completa de la PfNMNAT, además de 

un iniciador reverso que hibrida en una región media (Tabla 5-3). Los resultados se 

visualizaron en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X, y se tiñeron con bromuro de 

etidio. 

Tabla 5-3. Iniciadores para verificar la expresión de PfNMNAT a nivel de RNA  

Amplicón Iniciador directo (5’ – 3’) Iniciador reverso (5’ – 3’) 
615 pb ATGCATAAGAATATATGT CTAATTAAAATCATATAAGTT 
320 pb AAGACCAAAGTAAAAGGTGTA 

5.4.3 Extractos proteícos 
Los extractos proteícos se obtuvieron utilizando la metodología del literal 5.3.2.  

5.4.4 Inmunodetección  
Se utilizó la misma metodología utilizada en el literal 5.3.3., usando el anticuerpo Anti IgY, 

ya que presentó los mejores resultados.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A continuación, se mostrarán las evidencias experimentales y bioinformáticas obtenidas para el 

cumplimiento de los objetivos propuestos. 

 Optimización de la expresión y purificación de la proteína PfNMNAT, 
usando diversos vectores de expresión. 

En un trabajo anterior se construyó el plásmido recombinante pET100-PfNMNAT, que permite la 

expresión de la proteína PfNMNAT unida a una etiqueta de hexa-histidinas (PfNMNAT:25,5 kDa+ 

His:3 kDa = 28,5kDa), al momento de analizar la expresión en la fracción soluble e insoluble a partir 

del sistema heterólogo E. coli BL21 (DE3), la proteína se acumula en la fracción insoluble como 

cuerpos de inclusión (Marín, 2010). Con el propósito de aumentar la solubilidad de la proteína 

recombinante His-PfNMNAT, en un siguiente trabajo se evaluaron dos estrategias para aumentar 

la solubilidad: (1) cepas de expresión (BL21- CodonPlus(DE3)-RIL, BL21(DE3) pLysS y Rosetta 

(DE3) pLysS) y (2) co-expresión con chaperonas moleculares (plásmido pG-KJE8 - Takara BIO 

INC). Los mejores resultados obtenidos en este trabajo en cuanto a solubilidad fueron obtenidos 

utilizando el sistema de expresión CodonPlus, sin embargo, pese a que se solubilizó la proteína de 

interés, mayoritariamente se mantenía en la fracción insoluble (Mejía & Ramírez-Hernández, 2011), 

siendo un problema para continuar con su caracterización. 

Diversos autores han informado del reto de obtener proteínas recombinantes solubles de 

Plasmodium falciparum en el sistema heterólogo E. coli; por ejemplo, en un trabajo realizado en el 

2006, trataron de expresar 1000 proteínas, encontrando que solo el 33,7% se expresa y tan solo el 

6,3% se encuentra en la fracción soluble (Mehlin et al., 2006). Debido a que ya se habían probado 

diferentes condiciones de expresión, la opción a seguir para obtener la proteína recombinante de 

Plasmodium en la fracción soluble es el cambio de vectores (Birkholtz et al., 2008), que por un lado 

implica adición de etiquetas que pueden ayudar a solubilizar y/o cambio de promotores fuertes por 

débiles para disminuir la tasa de transcripción/traducción de la proteína interés, evitando 

precipitación y agregación como cuerpos de inclusión. Para escoger los vectores inicialmente se 

analizó la composición de aminoácidos de la proteína en mención, y se verificó la presencia de 4 

residuos de cisteína. Esta evidencia permite suponer que la PfNMNAT establece un puente 

disulfuro, principalmente entre la cisteína 40 y 42 que se encuentran próximas en el modelo 3D de 
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la proteína. Se analizaron diferentes vectores de expresión, que adicionan la etiqueta en el extremo 

N- terminal (ya que la adición en el C-terminal puede estar alterando la actividad catalítica de la 

proteína) y los resultados más prometedores en cuanto aumento de solubilidad fueron los vectores: 

pET SUMO, pCOLD TF y pMAL c5X. 

6.1.1 Estimación in silico de la solubilidad 
El estudio bioinformático indicó una mayor solubilidad de la proteína PfNMNAT expresada desde el 

vector pMAL-c5X. Los resultados para la PfNMNAT expresada desde los otros vectores no fueron 

concluyentes, encontrándose divergencias entre uno u otro programa empleado, esto se puede 

deber a la matriz de comparación de proteínas utilizado para alimentar cada programa. Como 

control se usó la secuencia primaria de la proteína sin ninguna etiqueta, donde se puede observar 

que la expresión de esta proteína recombinante en el sistema heterólogo E. coli, conllevaría a la 

agregación como cuerpos de inclusión (teniendo en cuenta que es una secuencia foránea en la 

bacteria, y por ende no se puede resolver su plegamiento), esto deja en evidencia la importancia de 

adicionar las etiquetas para obtener la versión recombinante de forma soluble para poder realizar 

su estudio (Tabla 6-1). Ya que aproximadamente todos los programas predicen solubilidad del 50%, 

se procedió a evaluar el desempeño de estos vectores y etiquetas en la solubilidad 

experimentalmente. En la figura 6-1 se puede observar los modelos tridimensionales para cada una 

de las proteínas recombinantes, debido a que la estructura de algunas de las etiquetas fueron 

utilizadas como plantillas para aliemnatar el servidor, el plegamiento de la etiqueta se observa mejor 

resuelto en comparción con la proteína de interés.  Sin embargo, esto solo se utilizó para tener una 

predicción de cómo se podría estar plegando la proteína cuando es unida a cada una de las 

etiquetas aportadas por los vectores evaluados.  

Tabla 6-1. Predicción in silico de la solubilidad de las proteínas recombinantes PfNMNAT usando 
programas bioinformáticos en línea 

Plásmido recombinante SolPro ProSo II ESPRESSO 

pCOLD-PfNMNAT 53,5% 66,7% 48,3,7% 

pMAL C5X-PfNMNAT 60,6% 70,3% 50,0% 

pET SUMO-PfNMNAT 20,3% 43,3% 46,1% 

PfNMNAT 17,7% 53,7% 44,5% 
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Figura 6-1: Modelos estructurales de la PfNMNAT unida a las diferentes etiquetas 

A. His/TF-PfNMNAT (C-score:-2,00), B. MBP-PfNMNAT (C-score:-0,25), C. His/SUMO-PfNMNAT (C-score:-

3,29). Modelos predichos por el servidor I-TASSER y visualizados en UCSF Chimera. Verde: etiqueta y Rojo: 

PfNMNAT 

 

6.1.2 Amplificación de la PfNMNAT, clonación y transformación en cepas 
de mantenimiento 
Se obtuvieron los productos de PCR deseados para cada pareja de iniciadores. La clonación en los 

tres vectores empleados fue exitosa, después del análisis por PCR y digestión con enzimas de 

restricción. A continuación, se describe y se muestra la construcción de cada uno de los plásmidos 

recombinantes. 

pMAL c5X (New England Biolabs) 

Este vector adiciona la proteína MBP modificada (Proteína de unión a maltosa, chaperona 

molecular), ya que no presenta el péptido señal característico que exporta la proteína hacia el 

periplasma, manteniendola en el citoplasma. El vector está bajo el dominio del promotor Tac, un 

hibrido entre el promotor de lactosa y el de triptófano. La selección de colonias se hace con 

ampicilina, y se puede monitorear la expresión y purificación por medio de los anticuerpos dirigidos 

contra MBP. De esta forma la proteína recombinante PfNMNAT tiene un peso teórico de 67,5 kDa 

(Figura 6-2). 
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Figura 6-2: Obtención de la proteína recombinante MBP-PfNMNAT 

A. Diseño metodológico para la clonación en el vector pMAL c5X (New England Biolabs).  

B. Amplificación de la región codificante de la PfNMNAT (615pb) mediante PCR. 1. Amplificación a partir de 

ADN genómico (P. falciparum FCB2), 2. Amplificación a partir de ADN plasmídico (pET100 - PfNMNAT). El 

producto amplificado se purificó desde el gel y se ligó en el vector de clonación pGEMT-easy. La reacción de 

ligación se empleó para transformar células E. coli TOP10.  

C. Rastreo de colonias mediante PCR. 1 y 2. Colonias rastreadas. Se extrajo el plásmido mediante lisis 

alcalina y se sometió a digestión enzimática con las enzimas BamHI y EcoRI para clonar en el vector pMAL 

c5X. 

D. Análisis del plásmido recombinante pMAL c5X – PfNMNAT mediante PCR. 1 y 2. Plásmidos recombinantes 

extraídos.  

E. Perfil teórico de digestión del plásmido recombinante pMAL c5X – PfNMNAT con la enzima BglII. 

Simulación generada con el programa SnapGene. 

F. Análisis del plásmido recombinante pMAL c5X – PfNMNAT mediante corte con la enzima BglII. 1 y 3. 

Plásmidos recombinantes no digeridos. 2 y 4. Plásmidos recombinantes digeridos. 

G. Análisis de la expresión de MBP-PfNMNAT. Tiempos de inducción evaluados: 0, 3, 6 y N (toda la noche). 

Desde las 3 horas se observa un incremento en la expresión de la proteína recombinante.  

W. Marcador de peso molecular 100 pb Axygen. N. Control negativo de la reacción de PCR. +. Control positivo 

de la reacción de PCR. Geles de agarosa 1% teñidos con bromuro de etidio. SDS-PAGE 12% teñido con azul 

de comassie R-250 y Western blot en membrada de PVDF. Anticuerpo primario: Anti-MBP 1:10000, 

Secundario: Anti conejo biotina 1:8000. Estreptavidina fosfatasa alcalina: 1:5000. Revelado con sustratos 

cromogénicos NBT y BCIP. 
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pCOLD TF (Takara) 

Su nombre se debe a que su inducción se realiza en frío (15ºC), se encuentra bajo el dominio del 

promotor de la proteína CspA (proteína de choque en frío), con esto se asegura que la expresión 

mayoritariamente va a ser de la proteína de interés debido a que la traducción del resto de las 

proteínas de E. coli se ve disminuida. La etiqueta otorgada por este vector es la His+TF (se une la 

chaperona Trigger factor, la cual es soluble y puede ayudar al plegamiento de la proteína de interés), 

inducible con IPTG y se reprime con glucosa. La selección de colonias se hace con el antibiótico 

ampicilina. De esta forma la proteína recombinante PfNMNAT tiene un peso teórico de 77,5 kDa 

(Figura 6-3). 

Figura 6-3: Obtención de la proteína recombinante His+TF-PfNMNAT 

A. Diseño metodológico para la clonación en el vector pCOLD TF (Takara).  

B. Amplificación de la región codificante de la PfNMNAT (615 pb) mediante PCR. 1. Amplificación a partir de 

ADN genómico (P. falciparum FCB2), 2. Amplificación a partir de ADN plasmídico (pET100 - PfNMNAT). El 

producto amplificado se purificó desde el gel y se ligó en el vector de clonación pGEMT-easy. La reacción de 

ligación se empleó para transformar células E. coli TOP10.  

C. Rastreo de colonias mediante PCR. 1 a 5. Colonias rastreadas. Se extrajo el plásmido mediante lisis 

alcalina y se sometió a digestión enzimática con las enzimas BamHI y EcoRI para clonar en el vector pCOLD 

TF. 

D. Análisis del plásmido recombinante pCOLD TF – PfNMNAT mediante PCR. 1 y 2. Plásmidos recombinantes 

extraídos.  
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E. Perfil teórico de digestión del plásmido recombinante pCOLD TF–PfNMNAT con la enzima BglII. Simulación 

generada con el programa SnapGene. 

F. Análisis del plásmido recombinante pCOLD TF–PfNMNAT mediante corte con la enzima BglII. 1. Plásmidos 

recombinantes no digeridos. 2 y 3. Plásmidos recombinantes digeridos.  

G. Análisis de la expresión de His+TF-PfNMNAT. Tiempos de inducción evaluados: 0, 2, 4 y toda la noche. 

Desde las 2 horas se observa un incremento en la expresión de la proteína recombinante ST. Perfil de 

proteínas totales de E. coli BL21(DE3) sin transformar. +. Control positivo de western blot (His+SUMO-

PfNMNAT).  

W. Marcador de peso molecular 100 pb Axygen. M.  Marcador de peso molecular 100pb ThermoScientific. L. 

Patrones de peso molecular Thermo Fisher Scientific. N. Control negativo de la reacción de PCR. +. Control 

positivo de la reacción de PCR. Geles de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. SDS-PAGE 12% teñido 

con azul de comassie R-250 y Western blot en membrada de PVDF. Anticuerpo primario: Anti-Histidinas 

1:8000, Secundario: Anti mouse biotina 1:8000. Estreptavidina fosfatasa alcalina: 1:5000. Revelado con 

sustratos cromogénicos NBT y BCIP. 

 

pET SUMO (Thermo Fisher Scientific) 

Es un vector que adiciona la etiqueta His+SUMO (se ha visto que la proteína SUMO puede ayudar 

a solubilizar proteínas in vivo) a la proteína de interés, permitiendo monitorear la expresión y 

purificación de la proteína recombinante por medio de anticuerpos Anti-Histidinas, inducible con 

IPTG y su expresión se reprime con glucosa. Este vector se encuentra bajo el dominio del promotor 

T7, permite la selección con Kanamicina. De esta forma la proteína recombinante PfNMNAT tiene 

un peso teórico de 38,5 kDa (Figura 6-4). 

Figura 6-4: Obtención de la proteína recombinante His+SUMO-PfNMNAT 
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A. Amplificación de la región codificante de la PfNMNAT (615 pb) mediante PCR. 1. Amplificación a partir de 

ADN genómico (P. falciparum FCB2), 2. Amplificación a partir de ADN plasmídico (pET100 - PfNMNAT).  

B. Purificación del producto de PCR. El producto amplificado se purificó desde el gel y se ligó en el vector de 

clonación pET SUMO. La reacción de ligación se empleó para transformar células E. coli TOP10.  

C. Rastreo de colonias mediante PCR. 1 a 5. Colonias rastreadas. Se extrajo el plásmido mediante lisis 

alcalina.  

D. Análisis del plásmido recombinante pET SUMO–PfNMNAT mediante PCR. 1 a 5. Plásmidos recombinantes 

extraídos.  

E. Análisis del plásmido recombinante pET SUMO – PfNMNAT mediante corte con la enzima XbaI. 1 y 3. 

Plásmidos recombinantes no digeridos. 2 y 4. Plásmidos recombinantes digeridos.  

F. Análisis de la expresión de His+SUMO-PfNMNAT. Tiempos de inducción evaluados: 0, 2, 4, 6 y toda la 

noche. Desde las 2 horas se observa un incremento en la expresión de la proteína recombinante. ST. Perfil 

de proteínas totales de E. coli BL21(DE3) sin transformar. S. Fracción soluble. I. Fracción insoluble.  

W. Marcador de peso molecular 100 pb Axygen. M.  Marcador de peso molecular 100pb ThermoScientific. K. 

Marcador de peso molecular 1Kb Thermo Fisher Scientific. L. Patrones de peso molecular Thermo Fisher 

Scientific. N. Control negativo de la reacción de PCR. +. Control positivo de la reacción de PCR. Gel de 

agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. SDS-PAGE 12% teñido con azul de comassie R-250 y Western 

blot en membrada de PVDF. Anticuerpo primario: Anti-Histidinas 1:8000, Secundario: Anti mouse biotina 

1:8000. Estreptavidina fosfatasa alcalina: 1:5000. Revelado con sustratos cromogénicos NBT y BCIP. 
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Se logró la construcción de los tres vectores planteados que permiten la expresión de la PfNMNAT 

con etiquetas diferentes, los cuales fueron evaluados a nivel de expresión en la siguiente fase del 

trabajo. 

6.1.3 Expresión de las proteínas recombinantes PfNMNATs 
En la figura 6-5 se muestra el perfil electroforético de cada uno de los sistemas de expresión 

evaluados: His+SUMO, His+TF y MBP. Los pesos correspondientes para las proteínas His+TF-

PfNMNAT y His+SUMO-PfNMNAT, coincidían con el tamaño esperado. La MBP-PfNMNAT 

presentó un peso experimental levemente menor al teórico, no obstante, su identidad se confirmó 

mediante anticuerpos específicos. Adicionalmente, la proteína His+TF-PfNMNAT a pesar de tener 

el tamaño esperado no fue reconocida con los anticuerpos Anti-histidinas. Se observa una mayor 

expresión relativa de la proteína con la etiqueta MBP respecto a His+SUMO. Hasta el día de hoy no 

se tiene claro el mecanismo por el cual la proteína fusión puede modificar la solubilidad de la 

proteína de interés, sin embargo, la MBP es una de las más estudiadas. La proteína de unión a 

maltosa puede estar funcionando como una chaperona molecular la cual mediante su bolsillo 

hidrofóbico secuestra la proteína con plegamiento intermedio y le da una segunda oportunidad de 

plegamiento, esto permite que la proteína recombinante tenga el plegamiento nativo y por lo cual 

se exprese en la fracción soluble, si por el contrario no se puede resolver el plegamiento de ésta, 

formará agregados insolubles (Fox, Kapust, & Waugh, 2001; Kapust & Waugh, 1999).Otra hipótesis 

sobre el mecanismo de acción de MBP es su función como imán de chaperonas, reclutando 

chaperonas asociadas a MBP que puedan ayudar a resolver el plegamiento de la proteína fusionada 

(Randall, Topping, Smith, Diamond, & Hardy, 1998). Por otro lado, los vectores pMal c5X y pCOLD 

TF al contrario de los vector pET (pET100/d-TOPO o pET SUMO) tienen un promotor débil, lo que 

permite que el gen tenga una tasa más reducida tanto de transcripción como de traducción. Por su 

parte, el vector pET100 contiene el promotor T7 al cual se une la polimerasa T7, una proteína muy 

activa que transcribe el gen de interés de manera abundante. Esta propiedad genera una alta tasa 

de transcripción/traducción de la proteína recombinante correspondiente, afectando su plegamiento 

y promoviendo su precipitación y agregación como cuerpos de inclusión (Singh, Upadhyay, & 

Panda, 2014). La proteína MBP fusionada a la PfNMNAT en la región amino terminal permitió 

realizar la purificación de la proteína recombinante mediante cromatografía de afinidad, debido a la 

elevada interacción de la resina de amilosa por las proteínas recombinantes que contienen la 

etiqueta. MBP consta de dos dominios estructurales en forma de bisagra que le permiten interactuar 

con diversos azucares como la amilosa y la maltosa, la unión hacia ellas genera un cambio 

conformacional que cierra la proteína, en la cual se enlaza con el azúcar por enlaces de puentes de 

hidrogeno y por contactos de Van der Waals, principalmente con residuos aromáticos, causando un 

apilamiento de las cadenas laterales contra la cara de los anillos de azúcar. Estos enlaces, 

proporcionan la esteroespecificidad de reconocimiento de ligandos y tienden a estabilizar la 
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conformación cerrada de la proteína (Duan & Quiocho, 2002; Sharff, Rodseth, Spurlino, & Quiocho, 

1992; Spurlino, Lu, & Quiocho, 1991). Se esperaba que el tamaño de la proteína fusión (42,5 kDa) 

no interfiriera en la estructura y función de la proteína purificada, lo cual se confirmó mediante 

ensayos enzimáticos posteriores.  

Figura 6-5: Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes PfNMNATs  

A.SDS – PAGE 12% teñido con azul de Coomassie.  B. Inmunodetección en membrana de PVDF. Anticuerpo 

1º: Anti-etiquetas respectivamente 1:8000. Anticuerpo 2º: Anti ratón o conejo Biotina 1:8000. Estreptavidina 

fosfatasa alcalina 1:5000. (Las flechas indican las proteínas expresadas y reconocidas en el western blot, las 

bandas inespecíficas son comunes hasta en el control negativo y se deben a reconocimiento con el anticuerpo 

secundario 

 

6.1.4 Purificación mediante cromatografía de afinidad a amilosa de MBP-
PfNMNAT 
La purificación de la proteína se llevó a cabo en condiciones nativas, buscando no interferir con su 

funcionalidad y estructura. Se cuantificó mediante densitometría (Figura 6-6), encontrando que se 

necesitan 400 µL de resina empacada para purificar 6ml de fracción soluble que contienen un total 

de proteína de ~7mg (Tabla 6-2).  

Figura 6-6: Cuantificación densitométirca de la MBP-PfNMNAT 

Concentraciones de BSA: 1. 250ng, 2. 500ng, 3. 1000ng, 4. 1500ng, 5. 2000ng, S. Proteínas solubles 

BL21(DE3) expresión de MBP-PfNMNAT (5µl), SD. Proteínas solubles BL21(DE3) expresión de MBP-



46 Análisis estructural y funcional de la PfNMNAT 

 

 46 

PfNMNAT diluida 1:6 (5µl). M. Patrones de peso molecular (Thermo Fisher Scientific). SDS – PAGE 12% 

teñido con azul de Coomassie R-250

 

La purificación por cromatografía de afinidad de la MBP-PfNMNAT fue seguida mediante SDS-

PAGE (Figura 6-7). Se observó que a partir de los lavados se elimina una gran cantidad de proteínas 

no unidas, permitiendo obtener eluidos con la proteína recombinante parcialmente pura y 

concentrada. Se presentó una contaminación por una proteína de aproximadamente 45kDa 

correspondiente a un producto de degradación, debido a una alta tasa de degradación de la proteína 

recombinante PfNMNAT expresada, y el tamaño corresponde a la etiqueta que por el contrario es 

muy estable. Esta hipótesis se corroboró mediante western blot usando anti-MBP, en el cual se 

observó reconocimiento bajo del producto de degradación (Figura 6-7), esto se puede deber 

entonces a que el anticuerpo utilizado es monoclonal y posiblemente donde se está generando la 

proteólisis es el epítope de reconocimiento, obteniendo una señal menos intensa que con la proteína 

recombinante no degradada.  

Figura 6-7: Expresión y purificación de la MBP-PfNMNAT mediante cromatografía de unión a 

amilosa  

1. Proteínas totales BL21(DE3) expresión etiqueta MBP (Control), 2. Proteínas totales BL21(DE3) expresión 

de MBP-PfNMNAT, 3. Proteínas solubles BL21(DE3) expresión de MBP-PfNMNAT, 4. Eluido de la purificación 

de la MBP-PfNMNAT mediante cromatografía de afinidad. M. Patrón de peso molecular. SDS-PAGE 10% 

Teñido con azul de coomassie R-250. * producto de degradación. 



47 Análisis estructural y funcional de la PfNMNAT 

 

 

6.1.5 Determinación del peso molecular de la MBP-PfNMNAT 
Debido a que el peso experimental no concordaba con el teórico (67,5kDa), se decidió 

confirmar el peso molecular, a partir del SDS-PAGE. Se realizó un grafica del logaritmo del 

peso molecular vs distancia recorrida de los patrones conocidos, y se interpoló el valor 

obtenido para la proteína MBP-PfNMNAT como se puede observar en la Figura 6-8, 

encontrandose un peso experimental de 65,2 kDa, que se encuentra dentro del valor de 

error que tienen los geles de poliacrilamida, o de características inherentes de la 

composocionde aminoacidos de la proteína (Rath, Glibowicka, Nadeau, Chen, & Deber, 

2009). 

Figura 6-8: Determinación del peso molecular de la MBP-PfNMNAT 

SDS – PAGE 12% teñido con azul de Coomassie R-250, Grafica de Log del peso molecular vs 

Distancia recorrida de cada patrón conocido y Tabla con los datos de los pesos moleculares de los 

patrones y de la proteína de estudio. 
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6.1.6 Ensayos de actividad enzimática de la MBP-PfNMNAT 
La actividad nucleotidiltransferasa de la proteína recombinante se evaluó mediante 

ensayos NMNAT directos y la posterior observación del pico correspondiente al NAD+ 

sintetizado, utilizando HPLC en fase reversa (Figura 6-9). Respecto a la actividad 

encontrada en la fracción soluble, la actividad detectada en el eluido de la purificación por 

afinidad fue 18.4 veces mayor (Tabla 6-2), permitiendo buenos rendimientos para la 

proteína recombinante obtenida desde el sistema de expresión pMAL c5X. 

Figura 6-9: Verificación de la actividad catalítica de la MBP-PfNMNAT cuantificada en RP-

HPLC 

A. Patrones, B. Control negativo (Buffer de elución de la proteína), C. Fracción soluble. D. MBP-

PfNMNAT. Columna Phenomenex Luna C18. Fases móviles: buffer fosfato de potasio 0.12 M pH 

6.0 y metanol. Flujo constante de 1.5 ml/min, con un tiempo de 20 min por corrida. Detección 

espectrofotométrica a 254 nm. 
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Tabla 6-2. Rendimiento de la purificación de la MBP-PfNMNAT 

*Una unidad de actividad enzimática representa la cantidad de enzima que cataliza la síntesis de 1 

µmol de NAD+ por minuto a 37ºC. 

6.1.7 Estabilidad de la MBP-PfNMNAT luego de almacenamiento  
Igualmente se determinó si la proteína se mantenía estable en las condiciones de 

almacenamiento utilizadas (Buffer de elución) y -80ºC, realizando un ensayo de actividad 

directo y verificando la síntesis de NAD+. Como se puede observar en la Figura 6-10, la 

proteína MBP-PfNMNAT es catalíticamente activa sin disminución de la actividad después 

de 6 meses de almacenamiento en las condiciones anteriormente descritas, esto en 

comparación con la actividad observada para el ensayo de actividad luego de la 

purificación. 

Fracción 
Proteína 

total (mg) 
Actividad 

total (mU*) 

Actividad 
específica 
(mU/mg) 

Recuperación 
(%) 

Purificación 
(veces) 

Soluble 6,96 185,185 26,607 100 - 

Eluido 0,29104 142,716 490,365 77,06 18,4 
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Figura 6-10: Estabilidad de la MBP-PFNMNAT almacenada durante 6 meses 

Columna Phenomenex Luna C18. Fases móviles: buffer fosfato de potasio 0.12 M pH 6.0 y metanol. 

Flujo constante de 1.5 ml/min, con un tiempo de 20 min por corrida. Detección espectrofotométrica 

a 254 nm. 

 

Una vez encontrado el mejor sistema de expresión, que permite obtener la PfNMNAT 

parcialmente purificada y que es catalíticamente activa, pasamos al segundo objetivo 

donde el plásmido pMAL c5X-PfNMNAT que codifica para la proteína MBP-PfNMNAT, es 

utilizado como plantilla para la obtención de mutantes y como patrón de comparación en 

los ensayos de actividad.  

 Estudio de la relevancia funcional de secuencias específicas 
de la PfNMNAT, en aras de caracterizar la proteína, mediante 
el desarrollo de mutantes 

El análisis de la estructura primaria de las NMNATs de eucariotas superiores, ha revelado 

que estas proteínas han adquirido inserciones específicas relacionadas con su regulación 

funcional mediante modificaciones postraduccionales y localización intracelular. Este tipo 

de inserciones se han identificado y estudiado en las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3 

(Lau et al., 2010). 

Con el fin de identificar posibles dominios exclusivos de la proteína PfNMNAT, se 

implementaron dos metodologías. Un diseño bioinformático que permitiera tener una 

aproximación de las alteraciones en la estructura terciaria y efectos sobre la solubilidad. Y 

un desarrollo experimental para llevar a cabo la producción de dos mutantes de la proteína 

MBP-PfNMNAT (DPfNMNAT). 
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6.2.1 Diseño de mutantes de la MBP-PfNMNAT 
El análisis de la estructura primaria confirmó la presencia de los motivos conservados de 

unión al ATP y la existencia de dos dominios exclusivos en las NMNATs de los parásitos 

(Inserción 1: 161 – 164, dominio exclusivo de género Plasmodium e inserción 2: 180 – 183, 

dominio exclusivo de especie P. falciparum), como se puede observar en la Figura 6-11. 

La existencia de dominios o inserciones exclusivas en las NMNATs de Plasmodium spp 

podrían estar relacionadas con procesos de regulación funcional de la proteína, hay que 

tener en cuenta que la fosforilación de serina (S167) reportada por Pease y colaboradores 

en el 2013 se encuentra próxima entre las dos secuencias exclusivas de la PfNMNAT 

(Pease et al., 2013). 

Figura 6-11: Identificación de secuencias específicas de la PfNMNAT 

A. Secuencias de NMNAT humanas y de cepas de Plasmodium falciparum, utilizadas para realizar 

la búsqueda de secuencias específicas. B. Alineamiento múltiple de secuencias de las NMNATs de 

Plasmodium falciparum (cepas) y las HsNMNATs. 1, 2. Inserciones específicas de la proteína 

PfNMNAT. C. Ampliación de las secuencias exclusivas de PfNMNAT. (ClustalW y CLC Main 

Workbench). 
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Debido a que el dominio exclusivo 1, es específico de género, se escogió para el diseño 

de diversos mutantes.  Mediante el uso del servidor I-TASSER se hicieron predicciones 

estructurales de mutantes tanto de deleción como de sustitución y por medio del programa 

ProSo II, se obtuvieron los valores de solubilidad para cada uno de los mutantes diseñados. 

Los datos obtenidos en cuanto alteración de estructura y solubilidad se pueden observar 

en la Tabla 6-3. Los resultados más llamativos respecto a estos dos valores, teniendo como 

parámetro los de la proteína silvestre fueron para la transición N163D (AAT/GAT) y la 

transversión N163Y (AAT/TAT), los cuales tienen 3 alteraciones de la estructura terciaria 

y mantienen buenos valores de solubilidad en comparación con la proteína silvestre para 

ser producidas de manera recombinante en el sistema heterólogo E. coli BL21 (DE3) 

(Figura 6-12). Las dos mutaciones realizadas permitieron evaluar el efecto de aumento de 

tamaño y cambio de carga sobre la actividad enzimática de cada una de las proteínas 

recombinantes mutadas MBP-DPfNMNAT N163D y MBP-DPfNMNAT N163Y. Las 

mutaciones realizadas sobre este fragmento fueron diseñadas sobre el residuo 163 

(asparagina), debido la relevancia entre los 4 aminoácidos, a nivel funcional y su 

posibilidad de ser blanco de alguna modificación postraduccional (MPT) como la 

glicosilación. 

Tabla 6-3. Análisis de mutantes: Resumen de las modificaciones en la estructura y efectos 
sobre la solubilidad 

– perdida, + ganancia, 0 modificación de estructura 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mutante Tipo 
Cambios en la estructura 

Solubilidad 

Sin mutar  Número Tipo 69,6% 
FINF 

Deleción 
2 -alfa, 0 beta 66,1% 

FI 3 -alfa, 0 beta, 0 alfa 70,4% 
NF 3 -alfa, 0 beta, 0 alfa 69,9% 
N163S Transición 0  67,7% 
N163D 3 -alfa, + alfa, 0 beta 68,2% 
N163K 

Transversión 

1 -alfa 71,3% 
N163H 2 -alfa, 0 beta 41,6% 
N163I 0  69,7% 
N163T 1 -alfa 70,1% 
N163Y 3 -alfa, + alfa, 0 beta 70,0% 
N163Q Tamaño 0  69,1% 
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Figura 6-12: Comparación de modelos estructurales de la PfNMNAT (mutantes inserción 1 

vs proteína silvestre) 

N163D (RMSD entre 204 parejas de átomos 0.656Å), N163Y (RMSD entre 204 parejas de átomos 

0.721Å). Verde: WT y Rojo: Mutante. I-TASSER y UCSF Chimera. 

 

6.2.2 Producción de mutantes de la MBP-PfNMNAT 
Las mutaciones se realizaron mediante mutagénesis dirigida usando como plantilla el 

plásmido recombinante pMAL c5X-PfNMNAT que codifica para la proteína unida a la 

etiqueta MBP (Figura 6-13, B). La identidad de los plásmidos se confirmó inicialmente 

mediante PCR y corte con enzimas de restricción, obteniendo los perfiles esperados en 

cada caso (Figura 6-13, D y E). Sin embargo, debido a que son mutaciones puntuales no 

se puede saber con certeza si las mutaciones fueron o no realizadas, para eso se confirmó 

mediante secuenciamiento de los plásmidos, y los resultados se pueden observar en la 

Figura 6-14. 

Figura 6-13: Obtención de de las proteínas recombinantes MBP-PfNMNAT mutadas 

A. Diseño metodológico para realizar las mutaciones puntuales en el plásmido recombinante pMAL 

c5X-PfNMNAT. 1. Amplificación mediante mutagénesis dirigida (En la reacción hay plásmidos 

mutantes y plásmidos silvestres que sirvieron como plantilla), 2. Los plásmidos recombinantes 

silvestres que sirvieron como plantilla, se someten a digestión con la enzima DpnI que reconoce 
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ADN metilado, 3. Finalmente en la reacción solo quedan ADN plasmídicos mutantes para 

transformar E. coli One Shot Match1 T1. 

B. Producción de los plásmidos recombinantes mutados. 1. Mutante N163Y. 2. Mutante N163D. 3. 

Control de carga reacción sin amplificación. Se observan tres bandas correspondientes a los 

topoisomeros de los superenrrollamientos del ADN plasmídico. 

C. Rastreo de colonias mediante PCR. 1. Control negativo de la reacción. 2. Control positivo de la 

reacción. 3 a 5. Colonias rastreadas plásmido recombinante N163D. 6 a 8. Colonias rastreadas 

plásmido recombinante N163Y. M. Marcador de peso molecular 100 pb Thermo Fisher Scientific. 

Gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 

D. Análisis de los plásmidos recombinantes pMAL c5X – PfNMNAT mediante PCR. 1. Control 

negativo de la reacción. 2. Control positivo de la reacción. 3 y 4. Plásmido recombinante N163Y. 5 

y 6. Plásmido recombinante N163D. M. Marcador de peso molecular 100 pb Thermo Fisher 

Scientific. Gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 

E. Análisis de los plásmidos recombinantes pMAL c5X – PfNMNAT mediante corte con la enzima 

BglII. 1, 3 y 5. Plásmidos recombinantes no digeridos. 2, 4, 6 y 7. Plásmidos recombinantes 

digeridos. M. Marcador de peso molecular 1 Kb Thermo Fisher Scientific. Gel de agarosa 0,8% 

teñido con bromuro de etidio. 

F. Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes MBP-PfNMNAT. 1. Proteínas totales 

BL21(DE3), 2. Proteínas totales BL21(DE3) expresión de la MBP-PfNMNAT silvestre, 3. Proteínas 

totales BL21(DE3) expresión de la MBP-PfNMNAT N163D, 4. Proteínas totales BL21(DE3) 

expresión de la MBP-PfNMNAT N163Y. M. Patrón de peso molecular. SDS-PAGE 10% Teñido con 

azul de coomassie R-250. 
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Figura 6-14: Verificación de MBP-PfNMNAT N163D y N163Y 

1. Silvestre, 2. N163D (AAT/GAT), 3. N163Y (AAT/TAT). Chromas 1.1. 
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Luego de verificar la identidad de los plásmidos se transformaron E. coli BL21(DE3), y se 

indujo la producción de la proteína recombinante. Adicional se indujo la proteína MBP-

PfNMNAT silvestre para ser utilizada como control en los ensayos de actividad, con el fin 

de evaluar los cambios realizados en las proteínas mutadas. En la Figura 6-14 (F) se puede 

observar la inducción de las proteínas recombinantes tanto mutadas como silvestre, sin 

observarse cambios notorios en la inducción. 

Se purificaron las proteínas recombinantes mediante cromatografía de afinidad a amilosa, 

empleando las condiciones evaluadas en la primera parte de este trabajo y se sometieron 

a ensayos enzimáticos directos para analizar la relevancia funcional y estructural del 

residuo mutado, evaluando cambios en la actividad catalítica comparada con la MBP-

PfNMNAT silvestre. Pese a que no se observaron cambios significativos en cuanto a 

expresión en la fracción soluble de las proteínas mutadas con las silvestre, contrariamente 

en la purificación de las MBP-PfNMNATs en cuanto a patrones de degradación se 

observaron cambios significativos, del producto de 43 kDa correspondiente a la etiqueta 

MBP, esto en comparación con la proteína silvestre (Figura 6-15). 

Figura 6-15: Purificación de las MBP-PfNMNAT’s 

1. Proteínas solubles E. coli BL21(DE3) expresión de MBP-PfNMNAT silvestre, 2. Eluido 

N163D/MBP-PfNMNAT, 3. Eluido de la purificación de la N163Y/MBP-PfNMNAT. 4. Eluido 

WT/MBP-PfNMNAT. M. Patrón de peso molecular. SDS-PAGE 10%, teñido con azul de coomassie 

R-250. 
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La evidencia experimental señaló que la actividad catalítica de la enzima se puede ver 

afectada por cambios transicionales y transversionales de aminoácidos en cuanto a carga 

y tamaño. Pequeños cambios en el tamaño del radical (N163D), con modificación de carga, 

redujeron la actividad de la enzima, mientras que radicales más grandes (N163Y) 

manteniendo la carga, remueven completamente la actividad de la enzima (Figura 6-16 y 

Tabla 6-4). 

Figura 6-16: Evaluación de la actividad catalítica de las proteínas recombinantes MBP-

PfNMNAT cuantificada en RP- HPLC 

A. HsNMNAT-3 (Control +), B. Buffer de elución (Control -), C. MBP-PfNMNAT, D. N163Y/MBP-

PfNMNAT, E. N163D/MBP-PfNMNAT. Columna Phenomenex Luna C18. Fases móviles: buffer 

fosfato de potasio 0.12 M pH 6.0 y metanol. Flujo constante de 1.5 ml/min, con un tiempo de 20 min 

por corrida. Detección espectrofotométrica a 254 nm. 

 

 

Tabla 6-4. Purificación de las MBP-PfNMNAT silvestre y mutantes 

*Una unidad de actividad enzimática representa la cantidad de enzima que cataliza la síntesis de 1 

µmol de NAD+ por minuto a 37ºC.  

a Valor arbitrario asumiendo que 100 es una purificación total 
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Fracción Proteína 
total (mg) 

Actividad 
total (mU*) 

Actividad 
específica 
(mU/mg) 

Recuperación 
(%) 

Purificación 
(veces) 

S WT 6,96 185,18 26,60 100 - 
E WT 0,29104 142,71 490,36 77,06 18,4 

S N163D 20,8 61,72 2,96 100 - 
E N163D 0,64 49,38 77,16 80 26 
S N163Y 21,6 - - 100 - 
E N163Y 0,64 - - - 70-80a 

 

Con el fin de evaluar si la pérdida de la actividad catalítica se debe a una posible 

disminución en la afinidad por alguno de los sustratos debido a alteraciones en la 

disposición lateral de residuos implicados en la unión con los sustratos; mediante la 

herramienta MatchMaker del programa UCSF Chimera se realizaron alineamientos 

estructurales de la proteína mutante vs la silvestre, identificando cambios específicos en 

cuanto a residuos implicados en la unión con el NMN y con el ATP. Los resultados sugieren 

que la posible pérdida de actividad catalítica de las proteínas mutantes puede estar dada 

por cambios en la disposición espacial de los residuos implicados con la unión del NMN, 

ya que hay una mayor alteración en la disposición de las cadenas laterales de este residuo 

frente a los de unión a ATP, es decir que se pierde afinidad por el NMN y no se puede 

llevar a cabo la síntesis de NAD+ con la misma efectividad que la proteína silvestre (Figura 

6-17). 

Figura 6-17: Disposición espacial de las cadenas laterales de los residuos implicados en la 

unión de NMN de la N163Y/MBP-PfNMNAT 

(Verde: WT y Rojo: Mutante). 
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Con el fin de contrastar la hipótesis experimentalmente, se llevó a cabo la identificación de 

parámetros enzimáticos (Km y Vmax) para el sustrato NMN, con la proteína silvestre y la 

proteína N163D. Como control para determinar las constantes cinéticas se determinaron 

los parámetros enzimáticos para el ATP con la proteína silvestre, donde se obtuvieron 

velocidades similares para los dos sutratos evaluados (Figura 6-18 y Tabla 6-5). 

Figura 6-18: Determinación de los parámetros cinéticos de las proteínas MBP-PfNMNAT 

Mediante métodos de regresión lineal (Hanes-Woolf) y no lineal (Michaelis-Menten), se 
determinaron los valores de Km y Vmax.  

Se emplearon concentraciones saturantes de los siguientes sustratos:  

A y C. 10mM de ATP 

B. 5mM de NMN 
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Tabla 6-5. Parámetros cinéticos de las proteínas MBP-PfNMNAT 

Proteína Sustrato Km (µM) Vo (µmol/min×mg) 

MBP-PfNMNAT  Lineal No lineal Lineal No lineal 

NMN 158,4 149,2 2,207 2,252 

ATP 826,0 926,4 1,612 1,668 

MBP-DPfNMNAT N163D NMN 258,2 282,6 0,3931 0,4057 

 

Los resultados sugieren que la enzima MBP-PfNMNAT es ~5,2 veces más afín por el NMN 

que por el ATP, los Kms encontrados se encuentran dentro de los valores reportados para 

otras NMNATs. Este resultado es semejante al reportado para la ScNMNAT2 (Tabla 1-1), 

cuya afinidad por el NMN es ~10,7 veces mayor en comparación con la afinidad por el 

ATP. En cuanto al Km del NMN para la proteína MBP-∆PfNMNAT N163D, se observa una 

pérdida de afinidad de ~1,7 veces, y la síntesis de NAD+ se ve reducida en ~2,5 veces, 

confirmándose los resultados obtenidos en los ensayos enzimáticos directos y lo predicho 

por el servidor I-TASSER, donde posiblemente la disposición espacial de las cadenas 

laterales involucradas en la unión con el NMN, se ve reflejada en la reducción de la síntesis 

del NAD+. Estos resultados sugieren entonces que la actividad catalítica de la proteína se 

puede regular en cuanto carga cuando se mantiene el tamaño, pero de forma inversa no 

puede haber regulación y se produce la pérdida total de la actividad catalítica. 

Al analizar las estructuras primarias de las NMNATs de eucariotas superiores, se han 

podido identificar inserciones específicas que se relacionan con la regulación mediante 

modificaciones postraduccionales y con respecto a la localización subcelular. Estas 

inserciones o secuencias específicas han sido estudiadas en las 3 isoenzimas humanas 

(HsNMNAT) (Lau et al., 2010). 

Al comparar el efecto funcional generado por las inserciones de la proteína PfNMNAT con 

las inserciones de las ortólogas humanas se obtienen resultados diferentes, ya que en 

estas la alteración de sus dominios exclusivos no afectan la actividad catalítica de la 

proteína (Lau, C., et al., 2010; Brunetti, L et al., 2010). Sin embargo, para la NMNAT de 

Leishmania braziliensis se identificó que estas inserciones exclusivas son indispensables 

para la actividad catalítica de la proteína (Contreras, Neme, & Ramírez, 2015), de forma 

similar a los que sucede con la MBP-PfNMNAT. Estos resultados sumados a los nuestros 

dejan en evidencia que las inserciones de las NMNATs de estos parásitos protozoarios 
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pueden servir como posibles blancos farmacológicos con tratamientos dirigidos 

específicamente contra la proteína del parásito, ya que su alteración puede hacer que se 

pierda la actividad catalítica sin afectar la actividad de las isoenzimas humanas.  

 Determinación de la localización de la PfNMNAT endógena 

Con el fin de identificar el compartimiento donde está ocurriendo la síntesis de NAD+ en 

Plasmodium falciparum, se utilizaron servidores bioinformáticos. Los 4 predictores 

sugirieron una localización citoplasmática. Sin embargo, 2 de los programas también 

predicen una posible localización nuclear (Tabla 6-6).   

Por su parte, las herramientas para la predicción de péptidos señal (Signal IP), no 

detectaron señales de localización celular en la proteína PfNMNAT. La ausencia de este 

tipo de señales, permite realizar la suposición que la localización es citoplasmática para la 

proteína de estudio. Hay que tener precaución con los resultados que arrojan los 

programas bioinformáticos que predicen localización, ya que se encuentran alimentados 

con los péptidos señal tradicionales para eucariotas. 

Tabla 6-6. Predicción bioinformática de la localización subcelular de la PfNMNAT 

Servidor Localización sub celular 
Cello v. 2.5 Citoplasma 
PSORTII Citoplasma/nuclear 
Euk-mPLoc 2.0 Citoplasma/nuclear 
WoLF PSORT Citoplasma 

6.3.1 Inmunodetección de la proteína PfNMNAT endógena de P. 
falciparum 
En trabajos previos en el laboratorio se obtuvieron los anticuerpos anti His-PfNMNAT a 

partir de modelos murinos (IgG) y aviares (IgY) (yema de huevo y sangre de gallina), útiles 

para este trabajo para detectar la proteína endógena mediante western blot en extractos 

de parásitos sincrónicos y localización in situ mediante inmunofluorescencia indirecta. La 

evaluación de ambos anticuerpos mediante western blot utilizando la proteína 

recombinante indicó, que al utilizar una dilución 1:5000 es capaz de reconocer hasta 15 ng 

de proteína recombinante His-PfNMNAT (Mejía & Ramírez-Hernández, 2011). 

En el primer ensayo de inmunodetección se separaron 80 µg de proteína soluble de 

parásitos asincrónicos mediante SDS-PAGE y se electrotransfirieron a una membrana de 
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PVDF para ser reconocidos con los anticuerpos anteriormente nombrados, sin embargo, 

la dilución utilizada en éste caso fue mucho menor teniendo en cuenta que la proteína 

recombinante esta purificada y enriquecida para su reconocimiento. Se utilizó una dilución 

1:1000 tanto del anticuerpo primario como del suero pre-inmune. Cuando se usa el suero 

pre-inmune como anticuerpo primario no hubo reconocimiento como era de esperarse y 

los diferentes anticuerpos anti His-PfNMNAT detectaron la proteína recombinante (MBP-

PfNMNAT) usada como control, y una banda de aproximadamente 28 kDa en los extractos 

celulares, es decir mayor al peso molecular teórico de la proteína PfNMNAT (25kDa) 

(Figura 6-19). Este peso posiblemente corresponda a una proteína modificada 

postraduccionalmente, teniendo en cuenta lo reportado para otras NMNATs. Por ejemplo, 

la HsNMNAT-2 es blanco de palmitoilación para poder anclarse al aparato de Golgi, y la 

HsNMNAT-1 contiene un residuo de serina blanco de fosforilación (Ser136) por proteínas 

quinasa C, involucrado en la regulación de la actividad catalítica de la enzima PARP1 auto-

modificada. Adicionalmente se ha reportado recientemente que la única NMNAT de 

Trypanosoma cruzi tiene 1 o más residuos de serina fosforilados (Sánchez-Lancheros, 

Ospina-Giraldo, & Ramírez-Hernández, 2016), necesarios posiblemente para su 

regulación. Cualquiera de estas modificaciones puede estar alterando el peso molecular 

de nuestra proteína, haciendo entonces que esta migre con un tamaño levemente 

diferente.  

Figura 6-19: Evaluación de IgY e IgG anti his-PfNMNAT sobre extractos asincrónicos 

1. Proteína recombinante MBP-PfNMNAT (66 kDa), 2. 80 µg de extracto asincrónico de Plasmodium 

falciparum FCR3. La flecha roja indica el reconocimiento de una proteína de peso aproximado de 

28 kDa, correspondiente a la PfNMNAT endógena.  SDS-PAGE 12% teñido con azul de coomassie 

R-250. Membrana de PVDF Anticuerpo primario 1:1000 (Suero no relacionado, Anti IgY His-

PfNMNAT sangre de gallina, Anti IgY His-PfNMNAT huevo, IgG sangre de ratón), anticuerpo 

secundario 1:8000 (Anti IgY biotina o Anti IgG biotina), Estreptavidina fosfatasa alcalina 1:8000, 

revelado con sustratos cromogénicos NBT y BCIP.  
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Para tener un acercamiento a las modificaciones postraduccionales que pueda tener la 

PfNMNAT, se sometió a un análisis bioinformático como primer paso para el estudio de 

esta importante regulación (Tabla 6-7). En este caso se realizó la búsqueda de residuos 

blancos de fosforilación ya que como se ha demostrado las NMNATs pueden ser reguladas 

por la fosforilación en residuos de serina.  

Tabla 6-7. Predicción de las fosforilaciones de la PfNMNAT 

Residuo No de sitios 
Serina 15 
Tirosina 2 
Treonina 4 

 

El servidor NetPhos 3.1 predijo 15 posibles sitios de fosforilación para serina, 2 para 

tirosina y 4 para treonina. Con el objeto de determinar si la PfNMNAT es blanco de 

fosforilación en alguno de sus residuos, se llevó a cabo inmunoprecipitación de la proteína 

a partir del extracto soluble del parásito con los anticuerpos producidos desde la sangre 

de gallina, las proteínas inmunoprecipitadas fueron sometidas a western blot con 

anticuerpos de S, Y y T fosforilada, como se describió en la metodología. en ambos 

experimentos los resultados fueron congruentes, encontrándose que la PfNMNAT es 

fosforilada en uno o más residuos de serina, tirosina y treonina (Figura 6-20). Pease y 

colaboradores, mediante un análisis de fosfoproteoma del parasito empleando 

espectrometría de masas, encontraron que el residuo de serina 167 es blanco de 

fosforilación, la cual tiene un pico máximo de modificación en el estadio de anillos (Pease 
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et al., 2013), esto corrobora los resultados obtenidos y podría ser la explicación en el 

aumento de tamaño visualizado en el western blot. 

Figura 6-20: Fosforilaciones de la PfNMNAT 

Se inmunoprecipitó la PfNMNAT usando los anticuerpos IgY obtenidos a partir de sangre de gallina 

y resina tiofílica. A.SDS-PAGE 12% teñido con plata. B-E. Membrana de PVDF. B Anticuerpo 

primario 1:1000 Anti IgG His-PfNMNAT, C. Anti IgG T-fosforilada, D. Anti IgG. Y-fosforilada, E. Anti 

IgG S-fosforilada. Anticuerpo secundario 1:8000 (Anti IgY biotina o Anti IgG biotina), Estreptavidina 

fosfatasa alcalina 1:8000, revelado con sustratos cromogénicos NBT y BCIP.  

 

6.3.2 Inmunolocalización in situ de la proteína PfNMNAT 
La localización subcelular de la proteína PfNMNAT se estudió mediante 

inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos IgY anti His-PfNMNAT como 

anticuerpo primario y como secundario anti gallina acoplado a FITC, sobre parásitos 

asincrónicos de P. falciparum. El suero pre inmune de las gallinas fue usado como control 

negativo, y los IgY His-PfNMNAT reconocieron la proteína con un patrón citoplasmático 

(Figura 6-21). El reconocimiento obtenido no fue uniforme, sino que, particularizado dentro 

del citoplasma del parásito, además de ser un anticuerpo específico ya que no se observa 
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reconocimiento sobre los glóbulos rojos y adicional de ausencia de fluorescencia en el 

núcleo.  

Figura 6-21: Inmunodetección de la proteína PfNMNAT sobre estadios del ciclo asexual de 

Plasmodium falciparum 

Anticuerpo primario IgY-His/PfNMNAT (1:250). Suero no relacionado (1:250). Los anticuerpos 

Secundarios α-IgY-FITC (1:1000). Tinción Nuclear con DAPI (1µg/ml). Las imágenes fueron 

tomadas a un aumento de 100X. Imágenes tomadas del Microscopio con Sistema de fluorescencia 

Nikon C1 plus.  
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La utilización de los anticuerpos anti IgY His-PfNMNAT permitieron observar 

reconocimiento de la proteína específicamente en el compartimiento citosólico en los tres 

estadios del ciclo de vida asexual. Estos resultados permiten corroborar la localización 

descrita por O’hara y colaboradores, donde mediante sobreexpresión de la proteína 

recombinante acoplada a GFP en el carboxi terminal, dentro de los parásitos muestran un 

perfil citoplasmático. Se ha reportado para otras NMNATs por ejemplo de ratón (Sasaki, 

Araki, & Milbrandt, 2006), levadura (Kato & Lin, 2014) y para una de las isoenzimas de la 

NMNAT de D. melanogaster (Zhai et al., 2006) esta misma localización. El NAD+ 

sintetizado en este compartimiento puede ser utilizando como molécula precursora de 

agentes movilizadores de calcio hacia el retículo endoplásmico, o utilizado en rutas 

metabólicas como la glucólisis, la cual se ve aumentada en eritrocitos infectados (E. Roth, 

1990; F. Roth et al., 1982), por ejemplo, el NAD+ puede ser utilizado por la enzima 

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. Igualmente, el NAD+ en el citoplasma (Figura 6-

22) puede ser modificado para generar los agentes movilizadores de calcio ADP ribosa 

cíclica (cADPR) y dinucleótido de adenina y ácido nicotínico fosfato (NAADP), 

respectivamente, por acción de la enzima NAD glicohidrolasa (Berger, Ramírez-

Hernández, & Ziegler, 2004). Adicionalmente otras enzimas involucradas en la síntesis del 

NAD+ también han sido identificadas en el citoplasma, como por ejemplo la Nicotinamida 

fosforibosiltransferasa (NAMPT) y la NAD-Sintasa (NADS), lo que sugiere que todo el 

proceso de síntesis está ocurriendo en este compartimiento (O’Hara et al., 2014). El hecho 

de que el parásito solo cuente con una NMNAT, se puede deber a una simplificación de 

rutas metabólicas en parásitos intracelulares, en comparación con organismos de vida 

libre, esto conlleva a que el NAD+ sintetizado en el citoplasma necesita ser transportado 

al núcleo y mitocondria para cumplir con los requerimientos en estos compartimientos. Por 

ejemplo, la Nicotinamidasa, identificada en el núcleo por O’hara y colaboradores en el 

2014, requiere de NAD+ en el núcleo, el cual puede atravesar los poros nucleares mediante 

difusión pasiva. Sin embargo, la mitocondria necesita de esta molécula para la fosforilación 

oxidativa. Para suplir las necesidades del NAD+ en este organelo, deben existir 

mecanismos para transportarlo desde el citoplasma. En S. cerevisiae y A. thaliana se han 

descrito transportadores de NAD+, a través de los cuales el NAD+ es transportado hacia 

la matriz mitocondrial y del cloroplasto (Palmieri et al., 2009; Todisco, Agrimi, Castegna, & 

Palmieri, 2006). 
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Figura 6-22: Ampliación de la localización de la proteína PfNMNAT mediante microscopía 

de fluorescencia empleando anticuerpo IgY 

Anticuerpo primario α-IgY His-PfNMNAT (1:250), Anticuerpo secundario α-IgY-FITC (1:1000). 

Tinción Nuclear con DAPI (1µg/ml). 

 

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio, confirman una localización 

citoplasmática de la única NMNAT de Plasmodium falciparum, indicando el sitio de síntesis 

del NAD+ en el parásito, que una vez sintetizado, debe transportarse hacia diferentes 

organelos del parásito empleando diversos mecanismos. 

 Identificación de los niveles de expresión transcripcional y 
proteico en los estadios del ciclo de vida asexual del parásito 

Con el fin de seguir caracterizando el proceso de biosíntesis del NAD+ de Plasmodium 

falciparum, se determinó la expresión de la proteína y del mRNA en los estadios asexuales 

del parásito de la PfNMNAT. Los niveles de expresión proteica se analizaron en extractos 

citoplasmáticos del parásito mediante SDS-PAGE y western blot utilizando los anticuerpos 

anti IgY His-PfNMNAT obtenidos a partir de sangre de gallina. Por otro lado, la medición a 

nivel transcripcional se realizó mediante extracción de ARN total y ensayos de 

amplificación por PCR acoplada a Transcriptasa Reversa (RT-PCR).  
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En el estudio de los niveles de expresión se emplaron anillos, trofozoítos y esquizontes. 

Para obtener parásitos en un único estadio, el cultivo se sometió a tres ciclos de 

sincronización con sorbitol 5%, con pausas de 96 horas (dos ciclos de vida), entre cada 

sincronización. 

6.4.1 Niveles de expresión transcripcional de la PfNMNAT 
Para abordar a nivel transcripcional se realizó una primera aproximación de los niveles de 

RNA en parásitos asincrónicos mediante RT-PCR.  Para esto se hicieron múltiples intentos 

de extracción de RNA y de síntesis de cDNA. Luego de realizar la extracción de RNA se 

determinó la concentración y la pureza del mismo mediante análisis espectrofotométrico. 

La concentración obtenida fue de: 1211,3 ng/µl y una relación de 260/280 de 2,58, 

condiciones óptimas para realizar la síntesis de cDNA. En la síntesis se usaron 2 µg de 

RNA y se realizó amplificación mediante PCR usando 1µl de cDNA, de control se usaron 

como plantillas el RNA sometido a DNAsas y un ensayo sin retrotranscriptasa. Los 

resultados obtenidos confirman la presencia de la NMNAT a nivel de mRNA (Figura 6-23).  

Figura 6-23: Detección del mRNA de la PfNMNAT en parásitos asincrónicos 

Amplificación de la PfNMNAT a partir de cDNA. A. Primers para amplificar toda la región codificante 

de la PfNMNAT (615pb). B. Primers para amplificar un fragmento corto de PfNMNAT (320pb). 1. 

RNA tratado con DNAsa. +RT. Amplificación de PfNMNAT a partir de cDNA. -RT. Control negativo 

RT. -. Control negativo de PCR. +. Control positivo de PCR. 
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Dado a que en la base de datos de Plasmodium (PlasmoDB) se encuentran datos 

reportados para el transcrito de la PfNMNAT, a partir de RNAseq y de microarreglos de 

ADN para cada uno de los estadíos del ciclo asexual. Se procedió a realizar el análisis del 

transcrito con estos datos. Como se observa en la figura 6-24, la NMNAT es una proteína 

de baja transcripción (en comparación con el gen de referencia 18S) y no se observan 

variaciones significativas en los diferentes estadíos del ciclo de vida asexual, esto deja en 

evidencia la relevancia funcional que tiene la NMNAT en el transcurso del ciclo de vida 

asexual del parásito. Hay que tener en cuenta entonces que debido a que el parásito solo 

cuenta con una NMNAT no tiene variaciones significativas como en parásitos de vida libre, 

los cuales cuentan con más de una isoforma.  

Figura 6-24: Niveles de transcrito de la NMNAT de Plasmodium falciparum 

En el eje X se presentan los tres estadios asexuales del parásito, en el eje Y se enuncian los niveles 

del transcrito en porcentaje (percentiles). Las Librerías de ARN cadena Especificas fueron 

secuenciadas empleando la plataforma ilumina HiSeq2000. Figura tomada de: PlasmoDB. 

 

6.4.2 Niveles de expresión proteica de la PfNMNAT 
El análisis de extractos proteicos mediante western blot utilizando los anticuerpos anti IgY 

His-PfNMNAT, permitió identificar que la proteína PfNMNAT se expresa mayoritariamente 

en el estadio de anillo como se observa en el western blot (Figura 6-25), siendo un 

resultado congruente con lo reportado en la base de datos de Plasmodium donde mediante 
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perfil ribosomal se encontró que en el estadio de anillos la PfNMNAT es traduccionalmente 

más activa en comparación con los otros estadios del ciclo de vida asexual (Figura 6-26). 

Adicionalmente como se describió en los resultados de inmunodetección, Pease y 

colaboradores en el 2013 pudieron encontrar una fosforilación en el residuo de serina 167, 

que tiene su pico máximo de expresión en el estadio de anillos (Pease et al., 2013), lo cual 

pude estar relacionado con este resultado. 

Figura 6-25: Análisis de expresión proteíca de la PfNMNAT 

Se cargaron 150µg de proteína del estadio de Anillos (A), Trofozoítos (T) y Esquizontes (E). Como 

control se cargaron 150ng de proteína recombinante MBP-PfNMNAT (66kDa). SDS-PAGE 12% 

teñido con azul de coomassie R-250 y Western blot en membrana de PVDF. Anticuerpo primario 

Anti IgY His-PfNMNAT (1:1000). Anticuerpo secundario: Anti gallina biotinilado (1:8000). 

Estreptavidina fosfatasa alcalina (1:8000). Revelado con NBT y BCIP.   

 

Figura 6-26: Eficiencia traduccional de la PfNMNAT en los estadíos asexuales de 

Plasmodium falciparum 

En el eje x se encuentran los tres estadios, donde los anillos tienen una eficiencia traduccional de 

aproximadamente 25 veces más que el estadio de trofozoítos y de esquizontes. Figura tomada de: 

PlasmoDB. 
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Debido a que en el laboratorio no se dispone de anticuerpos que puedan reconocer 

proteínas de Plasmodium falciparum que sirvan como control de carga, la tinción del SDS-

PAGE con azul de coomassie R-250 o la tinción de la membrana con rojo ponceau, se 

utilizó como control de carga para las muestras evaluadas en este trabajo, donde se puede 

observar la misma cantidad de proteína en todos los carriles (Figura 6-26). 

Los resultados sugieren que la regulación de la expresión de PfNMNAT se puede estar 

dando a nivel: postranscripcional, traduccional o postraduccional, como se ha demostrado 

para el parásito (Cui, Lindner, & Miao, 2016; Doerig, Rayner, Scherf, & Tobin, 2015).  Que 

en este caso específico no hay variaciones significativas a nivel transcripcional, pero si un 

aumento de expresión a nivel proteico en el estadio de anillos.  

Cada estadio de desarrollo tiene una morfología y una fisiología distintas que se 

determinan por su perfil de expresión génica, como lo revelan los análisis transcriptómicos 

y proteómicos específicos de estadios de P. falciparum (Acharya et al., 2009; Bozdech et 

al., 2003; EM et al., 2014). De hecho, los estudios a nivel de sistemas han demostrado que 

P. falciparum se caracteriza por un patrón de expresión cíclica permanente de ARN 

mensajero (ARNm), en el cual cerca del 75% de los genes alcanzan los niveles máximos 

de expresión de mRNA en un solo punto del ciclo de vida asexual (Bozdech et al., 2003; 

Foth et al., 2011; Le Roch et al., 2003). Además, para aproximadamente el 30% de los 

genes, se observa un retraso entre el máximo nivel de expresión ARNm y los niveles 

proteícos (Foth et al., 2011; Le Roch et al., 2003), en casos seleccionados, esto 

corresponde a un retraso en el ensamblaje ribosómico (Caro, Ahyong, Betegon, & DeRisi, 

2014; EM et al., 2014).  
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El resultado primario de la expresión génica es la producción de proteínas, por eso en 

Plasmodium spp., es un proceso coordinado en el tiempo y en el espacio, lo que le permite 

variar los niveles de una proteína para responder a una variedad de señales del medio 

(Kelen et al., 2009). Esto no ocurre solamente en los estadios intraeritrocíticos, sino que 

también está facilitando las transiciones de una etapa a otra. El hecho de que se mantenga 

un control post-transcripcional, se apoya en que aparentemente el parásito no cuenta en 

su genoma con codificantes para los factores de transcripción especializados, mientras 

que hay un gran número de genes que codifican para proteínas de unión y regulación del 

RNA (Coulson, Hall, & Ouzounis, 2004; Gardner et al., 2002; Reddy et al., 2015). 



 

7. Conclusiones 

 Conclusión general 

Se estudió el metabolismo del NAD+ en el parásito Plasmodium falciparum, a través de la 

enzima central de su biosíntesis, NMNAT. Las evidencias bioinformáticas y experimentales 

que se obtuvieron en este trabajo, indicaron importantes diferencias entre la PfNMNAT y 

las ortólogas HsNMNAT1-3. Dichas diferencias se relacionan con los dominios exclusivos, 

localización intracelular y los parámetros cinéticos (Km y Vmax) de las proteínas en 

mención. Esto señala a la PfNMNAT como un blanco farmacológico promisorio para el 

control de la malaria. 

 Conclusiones específicas  

• Se implementó la expresión de la PfNMNAT en otros sistemas de expresión, 

encontrando el mejor resultado para el vector pMAL c5X (etiqueta MBP), con 

aumento de la solubilidad de la proteína PfNMNAT en comparación con las otras 

etiquetas usadas, lo cual además facilitó la obtención de la proteína con un alto 

porcentaje de purificación y buen rendimiento.  

• Se identificaron 2 secuencias exclusivas y conservadas en la proteína NMNAT de 

Plasmodium. La secuencia específica de género reveló que pequeños cambios en 

el tamaño del radical (N163D), con modificación de carga, redujeron la actividad de 

la enzima, mientras que radicales más grandes (N163Y) manteniendo la carga, 

remueven completamente la actividad de la enzima. El estudio de estos mutantes 

permitió un acercamiento a funcionamiento y regulación de éstas proteínas.  

• Se inmunodetectó la proteína PfNMNAT usando diferentes anticuerpos y extractos 

proteicos de Plasmodium falciparum, observándose una banda de mayor peso 

molecular al esperado, que se podría atribuir a modificación postraduccional.  
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• Se estableció que la localización intracelular de la proteína NMNAT en parásitos P. 

falciparum es citoplasmática en los tres estadios del ciclo de vida asexual.   

• Se observó PfNMNAT a nivel de transcrito y proteína. Los niveles de la proteína 

tienen variaciones en el ciclo de vida asexual, teniendo un pico mayoritario de 

expresión en el estadio de anillos. 



 

8. Perspectivas 

Nuestros resultados además de aumentar los conocimientos sobre el metabolismo del 

NAD+ en el parásito Plasmodium falciparum, generaron varias preguntas que pueden guiar 

futuros estudios. 

 

• ¿Las secuencias exclusivas de la PfNMNAT pueden estar alterando la formación 

de oligómeros de la proteína? 

• ¿Podrían ser esas secuencias específicas blancos farmacológicos para el control 

de la malaria? 

• ¿Cuáles proteínas pueden estar implicadas en la regulación de la PfNMNAT? 

• ¿Por qué el parásito solo tiene una NMNAT? 

• ¿Exite un transporte de NAD+ o precursores en el parásito desde el medio 

exógeno? 

• ¿Cuáles y donde pueden estar localizados los transportadores de NAD+ (o 

precursores) en el parásito? 





 

9. Anexos 

Anexo 1: Información de la PfNMNAT 
INFORMACIÓN GENERAL 

PLASMO-DB nicotinate-nucleotide adenylyltransferase 

 NMNAT 

Nombre 
Nicotinamida/Nicotinato mononucleótido 
adenililtranferasa 

Cromosoma 13 

Cepa 3D7 

Ubicación en el 
cromosoma 

1,159,366 a 1,159,980 

ID PF3D7_1327600 

Previo ID PF13_0159 

Intrones 0 

Tamaño con intrones 615pb 

Tamaño sin intrones 615pb 

Proteína NMNAT 

Peso Molecular teórico 24,2 kDa 

Punto isoeléctrico 7,32 

Link PlasmoDB 
http://plasmodb.org/plasmo/app/record/gen
e/PF3D7_1327600#InterPro  
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SECUENCIA GENÓMICA 

>P.falciparum NMNAT 
ATGCATAAGAATATATGTATATATGGAGGGTCCTTTGATCCAATTACATATGCTCACGAAATGGT
TCTTGATAAAATTAGTAATTTAAACTGGATTCATGAAATATGGGTAGTTATATGTAGATGTAGAA
ATGATAAATCCTTAACAGAATTTCATCACAGACATAACATGTTTACCATAATAATAAATAACTCA
TCTAAAATAATAAAAAGTAAAATATTTTTAAAAGATCTTGAATCTCATAGTGAAATGACTCCAAC
TTATGATTTATTAAAAACTCAAAAAGAATTACATCCTAATTACACCTTTTACTTTGGTCTTGGAT
CAGATTTGATATGTGATATATTTTCATGGGATGAAGGCGAAAAACTAGTTTTAGAAAATGCATTC
ATAATTATTGAAAGAGGTCACTTTAAAATAGATGAAAGTATATTAAAGAAATTTCCAAAATATTA
TTTAATTAATATACCCAAATTATCTTTTATCAATTTTATTTCATCAAGTGAAGCCAGAAAATTTT
TAACCAAAGAAAATGATATAAACGATATAAAAAAATATATTCACCCCCTTACTATTGATTATATT
ATAAAGTATAACTTATATGATTTTAATTAG 

SECUENCIA DE LA PROTEÍNA 

MHKNICIYGGSFDPITYAHEMVLDKISNLNWIHEIWVVICRCRNDKSLTEFHHRHNMFTIIINNS
SKIIKSKIFLKDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPNYTFYFGLGSDLICDIFSWDEGEKLVLENAF
IIIERGHFKIDESILKKFPKYYLINIPKLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYI
IKYNLYDFN 

 
Anexo 2: Secuencias de la PfNMNAT unida a las diferentes etiquetas 

His+TF-PfNMNAT 

MQVSVETTQGLGRRVTITIAADSIETAVKSELVNVAKKVRIDGFRKGKVPMNIVAQRYGASVRQD
VLGDLMSRNFIDAIIKEKINPAGAPTYVPGEYKLGEDFTYSVEFEVYPEVELQGLEAIEVEKPIV
EVTDADVDGMLDTLRKQQATWKEKDGAVEAEDRVTIDFTGSVDGEEFEGGKASDFVLAMGQGRMI
PGFEDGIKGHKAGEEFTIDVTFPEEYHAENLKGKAAKFAINLKKVEERELPELTAEFIKRFGVED
GSVEGLRAEVRKNMERELKSAIRNRVKSQAIEGLVKANDIDVPAALIDSEIDVLRRQAAQRFGGN
EKQALELPRELFEEQAKRRVVVGLLLGEVIRTNELKADEERVKGLIEEMASAYEDPKEVIEFYSK
NKELMDNMRNVALEEQAVEAVLAKAKVTEKETTFNELMNQQASAGLEVLFQGPSAGLVPRGSGGI
EGRHMELGTLEGSMHKNICIYGGSFDPITYAHEMVLDKISNLNWIHEIWVVICRCRNDKSLTEFH
HRHNMFTIIINNSSKIIKSKIFLKDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPNYTFYFGLGSDLICDIFS
WDEGEKLVLENAFIIIERGHFKIDESILKKFPKYYLINIPKLSFINFISSSEARKFLTKENDIND
IKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFN 

His+SUMO-PfNMNAT 

MGSSHHHHHHGSGLVPRGSASMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTP
LRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGMHKNICIYGGS
FDPITYAHEMVLDKISNLNWIHEIWVVICRCRNDKSLTEFHHRHNMFTIIINNSSKIIKSKIFLK
DLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPNYTFYFGLGSDLICDIFSWDEGEKLVLENAFIIIERGHFKID
ESILKKFPKYYLINIPKLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFN 
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MBP-PfNMNAT 

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAH
DRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTW
EEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTF
LVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFV
GVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELVKDPRIAATMENA
QKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRISH
MSMENLYFQGMHKNICIYGGSFDPITYAHEMVLDKISNLNWIHEIWVVICRCRNDKSLTEFHHRH
NMFTIIINNSSKIIKSKIFLKDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPNYTFYFGLGSDLICDIFSWDE
GEKLVLENAFIIIERGHFKIDESILKKFPKYYLINIPKLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKK
YIHPLTIDYIIKYNLYDFN 

 
Anexo 3: Información del gen usado como control en la RT-PCR 
INFORMACIÓN GENERAL DEL GEN 

PLASMO-DB 18S ribosomal RNA 

 Pf18s 

Nombre 18S ribosomal RNA Plasmodium 
falciparum 

 RNA ribosomal de Plasmodium 
falciparum 

Cromosoma 1 

Cepa 3D7 

Ubicación en el cromosoma 473,739 a 475,887 

ID PF3D7_0112300 

Previo ID MAL1_18s 

Intrones 0 

Tamaño con intrones 2149PB 

Tamaño sin intrones 2149PB 

Proteína N.A. 

Peso Molecular N.A. 

Punto isoeléctrico N.A. 

Link PlasmoDB http://plasmodb.org/plasmo/showRecor
d.do?name=GeneRecordClasses.GeneReco
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rdClass&source_id=PF3D7_0112300&proj
ect_id=PlasmoDB 

 

PRIMERS 

PRIMERS UNIVERSALES 

PRIME
R 

SEC. 5´-- 3´ nt Ubicación Tm°
C 

%GC Ampli
cón 

rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 23 606 - 628 48,
9 

26,
1 

1132p
b 

rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 

gaagtttaaggcaacaacagg 

21 1717 - 
1737 

52,
1 

42,
9 

 

 

SECUENCIA GENÓMICA (Ubicación de los primers) 

>P.falciparum 18S ribosomal RNA 
AACCTGGTTGATCTTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCACAGATTAAGCCATGCAAGTGAAAGTA
CATATGTAAGTAATATATTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAAACAGTTATAATCTACTTGATGTT
TTTAATATAAGGATAACTACGGAAAATCTGTAGCTAATACTTGTGAAAATACCTTTTGATATATA
CATATGTATGTATCATTAAGGTATGTATTTGTTAGATATAAGAATAAAATAAATATAATTGAATT
ATAACAAAGAAGAAACACATAAAATATGTGTATTATCAATCGAGTATCTGACCTATCAGCTTTTG
ATGTTAGGGTATTGACCTAACATGGCTATGACGGGTAACGGGGAATTAGAGTTCGATTCCGGAGA
GGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATTCTAA
AAAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAATATCGAAAAATGATTTTGTAATTGGAATGAT
AGGAATTTACAAGGTTCCTAGAGAAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
TCCAGCTCCAATAGCATATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAACGTTCGTAGTTGAATATTAAAGAA
TCCGATGTTTCATTTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATTATATATTTTGCTTTGTTCAAAA
TAAGGTTTTCTAATAAATTATGTTTTTATCAGATATGACAGAATCTTTTTTAAAATCTCTTCAAT
ATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAAAATTAAGTGTTCATAACAGACGGG
TAGTCATGATTGAGTTCATTGTGTTTGAATACTACAGCATGGAATAACAAATATGAATAAGCTAA
TTATTTTTTTTTTTCATAATTTTTTTTGATATTCTTATTAGCTTAGTTACGATTAATAGGAGTAG
CTTTGGGGGCATTCGTATTCAGATGTCAGAGGTGAAATTCTAAGATTTTCTGGAGACGGACTACT
GCGAAAGCATTTGCCTAATCTATTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACGATC
AGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATACCGACTAGGTGTTGGATGAATATAAAAAATATA
TAAATATGTAGCATTTCTTAGGGAATGTTGATTTTATATTAGAATTGCTTCCTTCAGTACCTTAT
GAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGCGAGTATTCGCGCAAGCGAGAAAGTTAAAAGAATTGA
CGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCTTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACTAG
TTTAAGACAAGAGTAGGATTGACAGATTAATAGCTCTTTCTTGATTTCTTGGATGGTGATGCATG
GCCGTTTTTAGTTCGTGAATATGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGATCTTAACCTG
CTAATTAGCGGTAAGTACACTATATTTTTATTTGAAATTGAATATAGGTAATTATACATGTTTAT
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TCAGTGTTCAAATTAGGATATTTTTTTTATTAAAATATTCTTTTCCCTGTTTTACTAATAATTTG
TTTTTTTTTACTCTATTTCTCTCTTCTTTTAAGAATGTACTTGCTTGATTAAATAAAGCTTCTTA
GAGGAACAGTGTGTATCTAACACAAGGAAGTTTAAGGCAACAACAGGTCTGTGATGTCCTTAGAT
AAACTAGGCTGCACGCGTGCTACAATGATATATATAACAAGTTGTTAAAAATGTACTTATAAATA
AGTGTGTACAATTTTTCCTGTACTGAAAAGTATAGGTAATCTTTATCAGTATATATCGTAATTGG
GATAGATTATTGCAATTATTAATCTTGAACGAGGAATGCCTAGTAAGCATGATTCATTAGATTGT
GCTGACTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAAAGATATGATAA
ATTGTTTGGATATGAATTAAAATAATGAAATTTTATATTTCTGATTTTTTCTAGAAGAACTGTAA
ATCCTATCTTTTAAAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTA 

 

BIBLIOGRAFÍA REPORTE DE PRIMERS 

Snounou, G. Viriyakosola, S. Ping, X. Jarraa, W. Pinheirob, L. 
Rosariob, V. Thaithongc, S. Browna, N. (1993. High sensitivity of 
detection of human malaria parasites by the use of nested 
polymerase chain reaction. Molecular and Biochemical Parasitology. 
61: 315-320. 
 

PROGRAMA DE AMPLIFICACIÓN 

94°C x 3min 1 ciclo 

94°C x 30s  

45 ciclos 55°C x 30s 

60°C x 1min 

60°C x 5min. 1 ciclo 

 

Anexo 4: Buffers utilizados 

Buffer lisis PfNMNAT 

Concentración Reactivo 

50 mM Buffer fosfato pH 7.8 

400 mM NaCl 

100 mM KCl 

10% Glicerol 
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1 mM DTT 

Para lisis de His+SUMO y His+TF 

10 mM Imidazol 

Elución de His+SUMO y His+TF 

35 mM, 70 mM, 150 mM, 300 mM Imidazol 

Elución de MBP 

20mM Maltosa 

 

Buffer TMG para lisis de parásitos 

Concentración Reactivo 

10 mM Tris-HCl pH 7.5 

1,5 mM MgCl2 

10 mM B-mercapto etanol 

10% Glicerol 

PBS 1X 

Concentración final Reactivo 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

10 mM Na2HPO4 

1,8 mM KH2PO4 
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