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RESUMEN

Introduccioén: Para disefar vacunas es necesario comprender la funcion de los antigenos de Plasmodium spp. in-
volucrados en la invasién a células hospederas. Diferentes investigaciones han generado proteinas recombinantes
utilizando sistemas de expresidon heterélogos y asi han obtenido moléculas semejantes a las nativas. Con estos
avances se desarrollan estrategias que bloquean la infeccién de estos patdgenos.
Objetivo: Describir las caracteristicas y los aspectos metodoldgicos mas importantes de los sistemas de expresiéon
de las proteinas recombinantes en estudios funcionales de Plasmodium spp.
Metodologia: Revision descriptiva de estudios publicados en Pubmed, Science Direct, Embase y Medline, entre
2010y 2020, que incluyeran sistemas recombinantes en células de Escherichia coli, de mamifero y sistemas libres
de células, para estudios funcionales de antigenos de Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. Se revisaron 70
articulos originales y 58 cumplieron con los criterios establecidos.
Resultados: Obtener proteinas recombinantes mediante un sistema procariota, de mayor rendimiento y bajo
costo, ha permitido estudiar un nimero importante de antigenos. Los sistemas con células de mamifero y libres
de células, que permiten modificaciones postraduccionales y plegamiento adecuado de moléculas, se usan para
producir librerias de antigenos con estructura conformacional similar a la nativa.
Conclusion: El estudio de los antigenos de Plasmodium spp. implicados en la infeccién y desarrollo de células
diana requiere una adecuada selecciéon del método de produccion recombinante. El refinamiento de procesos de
expresion en sistemas procariotas, eucariotas e in vitro, mediante ingenieria genética y cultivo celular, permitira
mejores rendimientos y menor costo.
Palabras clave: antigenos; expresién génica; malaria; Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax.
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Recombinant Protein Expression Systems for Functional Analysis of Plasmodium
falciparum and Plasmodium vivax Antigens: A Review

ABSTRACT

Introduction: Understanding the function of Plasmodium spp. Antigens involved in invasion of host
cells is necessary to design vaccines. Different studies have generated recombinant proteins using
heterologous expression systems, obtaining molecules similar to native ones. These advances are es-
sential to develop strategies that block the infection of these pathogens.

Objective: Describe the most important characteristics and methodological aspects of recombinant
protein expression systems in functional studies of Plasmodium spp.

Methodology: Descriptive review of studies published in Pubmed, Science Direct, Embase and
Medline, between 2010 and 2020, that included recombinant systems in Escherichia coli cells, mam-
malian and cell-free, for functional studies of Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax antigens.
70 original articles were reviewed, 58 met the established criteria.

Results: Obtaining recombinant proteins by means of a prokaryotic system, with higher performance
and low cost, has allowed functional studies of a significant number of antigens. Mammalian cell and
cell free systems, which allow for post-translational modifications and adequate folding of molecules,
are used to produce antigen libraries with native-like conformational structure.

Conclusion: Plasmodium spp. antigen study involved in infection and development in target cells, re-
quires adequate selection of the recombinant production method. The refinement of expression pro-
cesses in prokaryotic, eukaryotic and in vitro systems, through genetic engineering and cell culture,

will allow better yields and lower cost

Keywords: antigens; malaria; gene expression; Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax.

Volumen 8 © Ndmero 2 e Julio - Diciembre 2021 ¢ ISSN 2389-7325  e-ISSN: 2539-2018 111



Alida Marcela Gémez Rodriguez, Laura Esperanza Cuy Chaparro, Anny Jineth Camargo Mancipe

Sistemas de expressao de proteinas recombinantes para o analise funcional de
antigenos de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax: uma revisao

RESUMO

Introducao: Para desenvolver vacinas, é necessario entender a funcdo dos antigenos de Plasmodium
spp. envolvidos na invasao das células hospedeiras. As pesquisas tém gerado proteinas recombinan-
tes utilizando sistemas de expressao heterélogos para obter moléculas similares as nativas. Com estes
avancos, estratégias que bloqueiam a infeccdo destes patdgenos estdo sendo desenvolvidas.

Objetivo: Descrever as caracteristicas mais importantes e aspectos metodolégicos dos sistemas de
expressao de proteinas recombinantes em estudos funcionais de Plasmodium spp.

Metodologia: Revisdo descritiva dos estudos publicados em Pubmed, Science Direct, Embase e
Medline, entre 2010 e 2020, que incluiram sistemas recombinantes em células de Escherichia coli,
de mamifero e sistemas livres de células, para estudos funcionais dos antigenos de Plasmodium fal-
ciparum e Plasmodium vivax. Setenta artigos originais foram revisados e 58 preenchiam os critérios
estabelecidos.

Resultado: A obtencdo de proteinas recombinantes usando um sistema procari6ético, com maior
rendimento e baixo custo, permitiu o estudo de um nimero significativo de antigenos. Sistemas de
células mamiferas e sem células, que permitem modificacdes pds-traducdo e dobramento adequado
das moléculas, sdo usados para produzir bibliotecas de antigenos com uma estrutura semelhante a
nativa.

Conclusao: O estudo dos antigenos Plasmodium spp. envolvidos na infeccdo e no desenvolvimento
das células-alvo requer uma selecao adequada do método de producao recombinante. O refinamento
dos processos de expressao em sistemas procaridticos, eucaridticos e in vitro, através da engenharia

genética e da cultura celular, permitirda melhores rendimentos e menores custos.

Palavras-chave: antigenos; expressao génica; malaria; Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax.
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INTRODUCCION

La malaria se considera un importante problema
de salud publica en el mundo, al punto que es
una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad humana en muchos paises tropicales
y subtropicales (1). Esta enfermedad la ocasionan
parasitos del género Plasmodium, que son trans-
mitidos al hombre por la picadura de mosquitos
hembra infectados del género Anopheles (2).

La mayoria de los estudios e investigaciones se
han enfocado en el descubrimiento de una vacuna
contra Plasmodium falciparum, por ser la especie
mas ampliamente distribuida en el continente af-
ricano y que causa el tipo de malaria mas letal y
severa en los humanos. Sin embargo, fuera de
Africa, Plasmodium vivax es la especie mas exten-
dida, con altos indices de prevalencia en América
y Asia (3,4). Actualmente, gracias al avance en la
obtencién de los genomas, transcriptomas y prote-
omas, se ha logrado elucidar un nimero importante
de antigenos de estas especies parasitarias que
podrian estar involucrados en el proceso de invasion
a células diana en el hospedero humano (5-9).

Estudios funcionales de estos antigenos han sido
pieza clave para la postulacién de candidatos va-
cunales (10-22). Las vacunas de la fase eritrocitica
estan destinadas a reducir la multiplicacién y cre-
cimiento del parasito, ademas de proteger contra
los sintomas clinicos y el desarrollo de enfermedad
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(23). Algunos estudios evidencian que el uso de
antigenos recombinantes del parasito induciria
la producciéon de anticuerpos capaces de blo-
quear la invasion de Plasmodium a eritrocitos y
demostraria una eficacia protectiva en diferentes
modelos animales (24-30).

De esta manera, un nimero importante de investi-
gaciones se han enfocado en el andlisis funcional de
potenciales candidatos a vacuna de P falciparum y
P vivax, mediante la expresién de proteinas recom-
binantes (PR) en sistemas heterdlogos procariotas,
eucariotas, y libres de células (31-34), para obtener
moléculas proteicas con caracteristicas semejantes
a las nativas (proteinas funcionales con estructura
tridimensional por los puentes disulfuro y las inter-
acciones no covalentes) (31).

Algunos criterios para escoger un método adecuado
se basan en las propiedades biolégicas y quimicas
de los antigenos, como la secuencia codificante,
para determinar regiones repetitivas y uso de
codones preferenciales; al igual que la secuencia
de aminoacidos, para identificar peso molecu-
lar, tipo de modificaciones postraduccionales y
destino (extracelular o intracelular) (35-38). Otras
consideraciones adicionales se deben tener en
cuenta, tal como las condiciones de operacién
que requiera cada sistema, la escala de produc-
cién segun el objeto de estudio y el costo en la
produccién, que incluye la extraccion y purifica-
cién de proteinas (39,40).
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Esta revisiéon describe las caracteristicas mas im-
portantes de los sistemas de expresion mas uti-
lizados para la obtencién de PR en células pro-
cariotas (cepas de Escherichia coli), células eu-
cariotas (células de mamifero) y sistemas libres
de células, empleados en estudios funcionales
de antigenos de P falciparum y P vivax. De igual
forma, se analizan los aspectos metodolégicos
para lograr obtener moléculas plegadas de forma
nativa y funcionalmente activas.

METODOLOGIA

Se llevd a cabo una revisién descriptiva sobre
sistemas de expresién de proteinas recombinan-
tes procariotas (células bacterianas), eucariotas
(células de mamifero) y sistemas libres de células
utilizados en estudios funcionales de antigenos
de especies P, falciparum y P vivax, publicados en
revistas indexadas en las bases de datos Embase
(https://www.elsevier.com/solutions/embase-bio-
medical-research), Medline (https://www.ebsco.
com/products/research-databases/medline-com-
plete), Pubmed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/)
y Science Direct (https://www.sciencedirect.comy/).

Se tuvieron en cuenta criterios de inclusién, como
expresion de antigenos involucrados en la in-
vasién a eritrocitos del hospedero humano (fase
asexual del parasito) y la descripcién completa
del sistema de expresion empleado; asimismo, se
seleccionaron articulos disponibles publicados en
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la ventana de tiempo establecida entre los afios
2010 y 2020, escritos en idioma inglés. Se uti-
lizaron los descriptores en Ciencias de la Salud
(DeCS) y Medical Subject Headings (MeSH) para
la eleccion de las palabras clave: antigenos,
malaria, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, proteinas y recombinantes.

De este modo, se analizaron 70 articulos originales,
de los cuales se seleccionaron 58, que explican
en la metodologia el uso de los sistemas de ex-
presién seleccionados. Se excluyeron 12, por
utilizar otros sistemas de expresién heterélogos
o por no detallar el método de obtencion de la
recombinante. Con los articulos escogidos, se
elabor6é una matriz bibliografica en Excel, orga-
nizada por titulo, base de datos, autor, palabras
clave, resumen del articulo, fecha de publicacién,
particularidades del antigeno objeto de estudio y
tipo de sistema de expresion utilizado. A partir de
esa matriz, se generd una tabla con las caracteristi-
cas y los aspectos metodolégicos tenidos en cuenta
para la expresion de antigenos de Plasmodium spp.

RESULTADOS

Analisis funcional de antigenos de Plas-
modium spp.

El analisis de proteinas clave en el proceso
de invasién de Plasmodium spp. a las células
diana se enfoca principalmente en tres pasos
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fundamentales: el analisis bioinformatico, la
caracterizacién basica y la caracterizaciéon fun-
cional. En el primero se utilizan herramientas
computacionales de alto rendimiento para anali-
zar las proteinas del parasito a partir del genoma,
transcriptoma y proteoma, con el fin de conocer
los posibles candidatos a vacuna en funcién de su
expresion génica y proteica (5-7).

Asi mismo, la caracterizacién basica se realiza
mediante un analisis bioinformatico (in silico)
para identificar las regiones altamente conserva-
das que podrian estar bajo restriccion funcional.
Esta observacion permite eliminar las moléculas
o fragmentos irrelevantes de las proteinas de P
falciparum y P vivax que se van a estudiar (41).
Posteriormente, se validan los datos obtenidos
a partir de los patrones de expresion y de selec-
cién de los antigenos de estudio, investigando
la capacidad de dichos fragmentos para unirse
especificamente a las células blanco de infeccién
(eritrocitos).

En esta ultima fase, se requieren andlisis in vitro
e in vivo para identificar las regiones minimas del
antigeno involucradas en la interaccién protei-
na-célula (41). La produccion de proteinas recom-
binantes es necesaria para desarrollar ensayos
funcionales que incluyen la unién a las células
diana, inhibicién de la unién, inhibicion de la in-
vasion, produccion de anticuerpos policlonales y
experimentacion en modelos animales (31,42-44).
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De esta forma, la produccién de PR es un aspecto
determinante en el andlisis de candidatos a vacuna
contra la malaria. A efectos de obtener estas pro-
teinas, el gen que codifica la proteina de interés se
introduce en un plasmido para facilitar su manejo
y, a partir de ahi, se transfiere al sistema de ex-
presion donde se producira la proteina (40). Este
tipo de vectores se caracteriza por transportar
el material génico y protegerlo de su degrada-
cién antes de alcanzar la célula diana; ademas,
cuenta con regiones especificas que permiten su
replicacion en el hospedero, asi como secuencias
que permiten la transcripcion, la traduccién y la
identificacion del gen clonado (39,45).

Actualmente, existen sistemas de expresion re-
combinante basados en microrganismos y lineas
celulares establecidas para su manipulacién en
el laboratorio. El sistema basado en bacterias
(E. coli) es uno de los mas utilizados, por su facil
manejo y por su elevado rendimiento (46-48). Sin
embargo, la produccién de proteinas del parasi-
to Plasmodium requiere, muchas veces, modifi-
caciones postraduccionales que este sistema no
genera. Por lo tanto, en los Ultimos afos se ha
buscado producir proteinas con una estructura y
funcién igual a la nativa, modificando genética-
mente lineas de células procariotas o utilizando
sistemas de expresién de eucariotas mas comple-
jos y costosos (tabla 1), como levaduras, células de
insecto, células de mamifero o plantas, y reciente-
mente sistemas libre de células (in vitro) (38,48).
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Tabla 1. Caracteristicas de los sistemas de expresién procariota, eucariota y libres de células

Procariota (E. coli)

Eucariota (células de mamifero)

Libre de células

Permite la produccion de proteinas re-
combinantes mds rapida comparada con
los métodos tradicionales.

Genera proteinas con plegamiento cor-
recto y modificaciones postraduccionales,
similares a las proteinas nativas.

Sistemas que pueden producir proteinas
de longitud completa y funcionalmente
activas.

Alta velocidad de produccion y niveles de
expresion.

Bajo nivel de escalamiento.

er6logas induce protedlisis celular

[J Existe un alto nivel de conocimien-  [] Genera proteinas con plegamiento
tos sobre su biologia y genética. correcto y modificaciones postraduccio-
[J Facilidad de manipulacién. nales, similares a las proteinas nativas o
[0 Altadensidad de cultivo. enddgenas.
[J Sistema de produccién econémico.  [] Sistema empleado para la produccion de
[0 Amplia variedad de vectores de proteinas para usos industriales, especial-
expresion. mente terapéuticos.
[0 Bajo nivel de secrecién de proteinas [] Rendimiento de produccion bajo.
al medio. [J Tasa de crecimiento lento.
[ No realiza modificaciones postra- [0 Alto costo debido a los medios de cultivo
duccionales. y adaptacion de las células animales.
[0 Genera proteasas que pueden afec-  []  Sistema vulnerable a la contaminacion.
tar el rendimiento.
[ Laproduccién de proteinas het-

[0 Alto costo.

En las siguientes secciones se describen algunos
de los sistemas de expresién de PR mas utiliza-
dos para el estudio de potenciales candidatos a
vacuna contra el estadio intraeritrocitico de para-
sitos de la malaria humana.

Expresion de proteinas recombinantes en
el sistema procariota: E. coli

Uno de los métodos de produccién de PR mas
utilizados en la obtencién de antigenos de Plas-
modium spp. es el sistema procariota, mediante
la bacteria E. coli. Esta plataforma ofrece una serie
de ventajas importantes, sobre todo relacionadas
con el conocimiento del genoma, la fisiologia y
el metabolismo de esta bacteria, lo que facilita
la manipulacién genética y la generacion de dife-
rentes cepas para la produccién de recombinan-
tes (47,48). Sin embargo, este método presenta
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limitaciones, como la falta de modificaciones
postraduccionales y un inadecuado plegamiento
en las proteinas generadas, lo que lleva a la im-
plementacién de pasos adicionales al proceso de
obtencién de PR y que hacen que el sistema se
vuelva complejo y demorado.

Particularmente, los genes de P falciparum, al
presentar
(A/T) versus citocina/guanina (C/G), asi como un
numero importante de repeticiones de lisina y ar-

un alto contenido adenina/timina

ginina en su genoma, producen la terminacion
temprana del proceso de traduccion de ARNm
(49). Por lo tanto, la mayoria de las PR derivadas
de este parasito se expresan solo como formas
truncadas o aparecen como cuerpos de inclu-
sion insolubles dentro de las células bacterianas
(11,50-54).
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Es interesante como en los ultimos anos el
rendimiento bacteriano para la produccién de
PR ha mejorado notablemente, gracias al desar-
rollo de nuevas metodologias genéticas. Estas
incluyen la modificaciéon o eliminacién de genes
que codifican para la produccién de proteasas,
la implementacion de promotores de bacteri6fa-
gos T7, la polimerasa para lograr concentraciones
altas de expresién y el disefio de cepas para con-
trolar la expresion basal (BL21 (DE3) pLysS) o la
correcta formacion de enlaces disulfuro (Origami,
Shuffle o CyDisCo) (46,47).

Asi, el uso de este sistema con cepas modificadas
ha permitido identificar asociaciones entre las
proteinas de superficie del merozoito de P fal-
ciparum (MSP1, MSP3, MSP6 y MSP7) y las
proteinas asociadas con roptrias (RAP2) y con el
antigeno de repeticiones de serina ubicado en los
micronemas (SERAS), implicadas en el contacto
inicial del parasito al eritrocito, y que han resul-
tado ser los futuros componentes de las vacunas
antimalaricas (55). De esta forma, la obtencion
del antigeno de unién a eritrocitos EBA-175 de
forma recombinante ha permitido profundizar en
la interaccion de alta afinidad con el receptor gli-
coforina A en la superficie de eritrocitos y deter-
minar las diferentes rutas de invasién en las que
participa este parasito (56).

En el caso de expresidon de proteinas P vivax en
E.coli, especialmente las proteinas de unién
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a reticulocitos 1a y 2c (RBP1a y RBP2c¢), ha
favorecido la identificacién de la regidon N-termi-
nal, como el fragmento de unién a células diana,
y se han establecido estas regiones como objeti-
vos de anticuerpos adquiridos de forma natural
(57). Asi mismo, este sistema permitié identificar
las regiones de union del complejo RON2 (RON2,
4y 5) con el antigeno apical de merozoito-AMA1
durante la formacién de la unién estrecha entre
el parasito y los eritrocitos (14,58). Ello ha eviden-
ciado puntos clave de intervencién que bloqueen
este tipo de interacciones.

Expresion de proteinas recombinantes en
células de mamifero

El uso de células de mamifero para la expresion
de proteinas recombinantes se basa principal-
mente en la insercion de genes (transfeccion)
de forma transitoria o estable en lineas adap-
tadas para este tipo de procedimientos, como
células de rindn embrionario humano (HEK293)
o de ovario de hamster chino (CHO) (38,59,60).
La expresion transitoria consiste en la expresion
de genes sin una previa integracién al ADN cro-
mosémico de la célula hospedera. En compara-
cién, la expresién estable demanda que un por-
centaje de las células incorporen el ADN foraneo
en un locus cromosémico transcripcionalmente
activo y exprese el gen de forma permanente de
generacion en generacion (61).
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Las proteinas intracelulares o transmembranales
de Plasmodium se expresan principalmente de
forma transitoria, utilizando vectores que contie-
nen fuertes promotores o potenciadores, como el
citomegalovirus humano y que presentan orige-
nes de replicacion del virus de simio 40 (SV40), lo
que asegura altos niveles de regulacién y expre-
sion génica (38). Actualmente, existe una amplia
disponibilidad de técnicas fisicas (electropora-
ciéon, biobalistica y microinyeccién), quimicas (li-
posomas, fosfato de calcio y polimeros catiénico)
y biolégicas (adenovirus, retrovirus y lentivirus)
para la introduccién de ADN en estas células, asi
como medios de cultivo eficientes para las condi-
ciones de cultivo celular (60).

El sistema de expresién recombinante con células
de mamifero se ha utilizado en la produccion
de genotecas (ectodominios completos de pro-
teinas) de P falciparum (42 y 62 proteinas) y P
vivax (37 proteinas), localizadas en la superficie
de merozoito o en organelos secretores invasivos
(31,62,63). Las proteinas generadas se caracte-
rizaron por mantener conservada su estructura
nativa; por lo tanto, se utilizaron posteriormen-
te para estudiar las interacciones de tipo protei-
na-proteina principalmente entre las proteinas
de superficie de membrana PfMSP7-PfMSP1,
PvMSP7-PvMSP3 y P12-P41 en ambas especies
parasitarias (31,62-64).
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Con este sistema se identificaron potenciales can-
didatos a vacuna, evaluando la eficacia protecto-
ra de anticuerpos contra multiples combinaciones
de antigenos de P vivax (65) y regiones clave de
union del parasito a las células diana. Ademas,
se identifico la interaccién entre una proteina de
P falciparum homéloga a retoculocitos-5 (RH-5)
y su receptor de la superficie celular de los er-
itrocitos Basigina (66), que resulta ser clave en
el proceso de invasion a eritrocitos (67,68) y ha
permitido el desarrollo de la vacuna en la etapa
eritrocitica de PfRH-5(23), PfEBA (69), PfCyRPA
(20,70).

Expresion de proteinas recombinantes en
sistemas libres de células

En los ultimos anos, la sintesis de proteinas en
sistemas libres de células (SLC) ha sido un método
atractivo para la produccién, de alto rendimien-
to, de un numero importante de moléculas de
Plasmodium spp. (71,72). Usando maquinaria de
traduccion utilizada por células, se genera in vitro
una reaccién que programa el material genético
para la expresién rapida de proteinas en pocas
horas (73,74).

Los principales componentes de la reaccién de
sintesis de proteinas en SLC se organizan en
cuatro grupos: 1) la secuencia de ADN que codifica
para la proteina objetivo, 2) un lisado celular (eu-
cariota o procariota) que contenga la maquinaria
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para la transcripcion y la traduccion incluidos
los factores de traduccién y los sustratos, 3) los
nucleétidos y aminoacidos y 4) los componentes
necesarios para la generacién de energia (35).
Igualmente, se requiere la adiciéon de diferentes
compuestos quimicos para crear condiciones oxi-
dativas adecuadas, que permitan la formacién de
enlaces disulfuro para el correcto plegamiento de
proteinas (71).

Segun las caracteristicas de las proteinas de
estudio, el SLC dispone de una importante va-
riedad de lisados celulares de organismos como
arqueas, procariontes, hongos, plantas, insec-
tos y mamiferos (75). Sin embargo, los extractos
celulares mas empleados para la obtencidon de
proteinas a partir de los parasitos de la malaria
son principalmente el de germen de trigo y el
de reticulocitos de conejo, porque proporcionan
un mejor rendimiento de moléculas con estruc-
turas complejas, asi como generan alta solubili-
dad y correcto plegamiento de muchos tipos de
proteinas de alto peso molecular (37,76,77).

Paraddjicamente, aunque la sintesis de proteinas
sin células se desarrollé hace mas de 60 anos, es
de cierta forma reciente su uso en estudios de
malaria, comparado con otros sistemas. Los ana-
lisis de inmunorreactividad y patrones de trans-
cripcion de 89 proteinas de P vivax mediante mi-
croarrays identificaron un total de 18 antigenos
que muestran altas respuestas de anticuerpos IgG
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en analisis de sueros de pacientes infectados con
P vivax (76). De igual modo, Leu et al., en 2014,
identificaron 44 antigenos candidatos inmunodo-
minantes del genoma de P vivax, al producir 152
proteinas con el sistema libre de células y utilizar
matrices de proteinas con sueros de pacientes
con malaria, y asi concluyeron que la mayoria de
las proteinas presenta un perfil de inmunorreac-
tividad alto, mayor al 80% (77). Estos resultados
muestran una ventaja importante del sistema, al
permitir la sintesis y estudio de varias proteinas
de forma simultanea (78,79). Sin embargo, estas
ventajas en velocidad y flexibilidad se ven, en la
mayoria de los casos, opacadas por la escasa can-
tidad de proteina que se produce (microgramos
por mililitro).

Recientes estudios sobre nuevos candidatos a
vacunas contra la malaria a partir de P falciparum
revelaron la produccién de 1827 proteinas re-
combinantes utilizando SLC, lo que representa
la expresion del 30% del genoma completo de
esta especie (72). Mediante la técnica Alphas-
creen se detectaron las interacciones proteicas
entre sueros de personas expuestas a malaria
(habitantes de zonas endémicas) y 128 proteinas
del parasito, que evidenciaron una importante
asociacion de 53 proteinas que presentan pepti-
dosenal, dominio transmembranal y localizaciéon
en la superficie del parasito, con una respuesta
inmune protectora del hospedero (72). Estos
resultados concuerdan con estudios previos de
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proteinas involucradas en la invasion de eritrocitos
como PfRON4, PFRON2 y PfCLAG3.1 (71,80-83)
y seleccionados para una evaluacidon adicional
como candidatos a vacunas como PfRON12 (84),
Pv50 (85) y PvRALP1 (86).

Finalmente, la
que existen aun muchos retos y desafios en la
produccién de proteinas recombinantes para el
andlisis funcional de antigenos de P falciparum

revision presentada evidencia

y P vivax. En el caso de los sistemas bacterianos,
se espera lograr exitosamente tanto la produc-
cién de proteinas similares a las nativas, con las
modificaciones postraduccionales, como la ob-
tencidon de moléculas proteicas de elevado peso
molecular. Por otra parte, las perspectivas en los
sistemas eucariotas estan dirigidas a incrementar
los niveles de expresion y disminucién de costos;
y, asi mismo, en los sistemas libres de células,
se proyecta aumentar el nivel de escalamiento y
mejoramiento de los procesos de purificaciéon de
forma automatizada.

En todos los casos, es necesario seguir estable-
ciendo las variables que pueden influir significati-
vamente en la eficiencia y rendimiento de molé-
culas recombinantes, incluyendo, por ejemplo,
el perfeccionamiento genético de las cepas, los
vectores de expresion, los métodos de cultivo y
los métodos de purificacién de estas proteinas.
Ademas, es importante destacar que un mejor
conocimiento de los mecanismos moleculares

120

empleados por los diferentes tipos de células
para la produccién, contribuiran, sin duda, a incre-
mentar los rendimientos y abrirdn nuevas opciones
de procesamiento de proteinas recombinantes de
Plasmodium spp.

CONCLUSIONES

Con el avance en la obtencién de los genomas,
transcriptomas y proteomas de especies de
Plasmodium se han identificado antigenos que
podrian estar involucrados en el proceso de in-
vasion a las células hospederas humanas. Asi
mismo, con los desarrollos recientes en la produc-
cién sintética de genes y estrategias de clonacion
hay una produccion rapida de proteinas recombi-
nantes en diferentes sistemas, lo que reduce los
tiempos requeridos para los ensayos funcionales
gue permiten identificar el rol de dichas molécu-
las proteicas durante la invasion del parasito a las
células diana.

Los mecanismos postraduccionales y el plega-
miento adecuado de las proteinas del parasito
de la malaria humana son aspectos criticos para
tener en cuenta durante la seleccion del sistema
de expresion. Los métodos de produccién de pro-
teinas recombinantes basados en células proca-
riotas de E. coli, células eucariotas de mamifero y
sistemas libres de células han sido claves para la
caracterizacion de un nimero importante de an-
tigenos candidatos a vacuna en P falciparum y P
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vivax. Estos avances contribuyen al desarrollo de
medidas profilacticas o terapéuticas que ayudan
a mitigar la enfermedad de la malaria, un proble-
ma drastico de salud publica en todo el mundo.
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