
 
 

3 
 

 

PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE GENES QUE CODIFICAN PROTEÍNAS DE 

INVASIÓN A ERITROCITO PERTENECIENTES A LAS FAMILIAS DE LIGANDOS 

PfEBA Y PfRh DE LA CEPA FCB2 DE Plasmodium falciparum 

 

 

ZULMA JULIETH FLÓREZ ARENAS 

 

Trabajo de investigación presentado como requisito parcial para optar por el título de: 
Bacteriólogo y laboratorista clínico 

 

 

Asesor interno 

Mauricio Humberto Rodríguez Panduro 

Esp. en Estudios Amazónicos 

 

 

Asesor externo 

Mónica Ararat Sarría 

MD. MSc. en Genética Humana 

 

 

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA 

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD 

PROGRAMA BACTERIOLOGÍA Y LABORATORIO CLÍNICO 

TRABAJO DE GRADO 

BGOTÁ D.C., OCTUBRE DE 2019 



 
 

4 
 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo lo dedico por completo a mi familia, a mi madre, a mi hermano, a mi tío, los 

cuales me dieron la oportunidad y la motivación para estudiar esta carrera y así mismo 

estar a puertas de culminarla, siempre pusieron su fe en mí y lo menos que puedo 

hacer es retribuir todo el esfuerzo que hicieron, viéndome como una profesional. 

Dedico especialmente este trabajo a mi padre y a mi tío, que, aunque ya no estén, sé 

que se sienten orgullosos de mí, siempre me quisieron ver como una profesional del 

campo de la salud, es y siempre serán el motor de mi vida, lo que me lleva siempre a 

superarme y dar lo mejor de mí.   

  



 
 

5 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

No me alcanzan las palabras para describir lo agradecida que estoy con cada una de las 

personas que siempre me apoyaron y acompañaron en todo este proceso. En primer 

lugar, agradezco a mi asesora externa Mónica por abrirme las puertas a FIDIC y 

enriquecer mis conocimientos más allá de lo relacionado con el tema tratado en este 

trabajo, también por todo el esfuerzo y dedicación que tomó para acompañarme en la 

culminación del mismo, darme motivación, exigirme y hacerme ver que, aunque difícil, el 

campo de la investigación es verdaderamente enriquecedor a nivel personal. También 

agradezco a todas las personas que conocí en FIDIC, especialmente a Sandra y Milena, 

que me brindaron apoyo siempre que lo necesité e igualmente estuvieron pendientes de 

este proceso. A mi asesor Mauricio, que más que un asesor se convirtió en un consejero, 

en un apoyo, en un amigo, por estar siempre pendiente del proceso de formación y 

tomarse el tiempo en varias ocasiones para revisar y discutir temas concernientes a la 

investigación. Finalmente, pero no menos importantes, a mi mamá, a mi hermano, a mi 

tío, por darme la oportunidad de formarme en esta carrera, de no perder la fé en mí y 

darme los empujones necesarios cuando me sentía derrotada, a mi mejor amiga por 

ayudarme en la redacción de este proyecto, y a todos mis amigos y compañeros que 

siempre están ahí para subirme la moral. Infinitas gracias a todos y cada una de las 

personas que estuvieron involucrados en todo este proceso, este es el resultado final de 

un esfuerzo conjunto.  

  



 
 

6 
 

 

 

TABLA DE CONTENIDO 

 

 

RESUMEN .................................................................................................................... 13 

1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................... 14 

2. OBJETIVOS ........................................................................................................... 16 

2.1. Objetivo general ...............................................................................................................16 

2.2. Objetivos específicos .......................................................................................................16 

3. ANTECEDENTES .................................................................................................. 17 

4. MARCO REFERENCIAL ........................................................................................ 22 

4.1. Generalidades .................................................................................................................22 

4.2. Sintomatología y clasificación de la malaria .....................................................................22 

4.3. Epidemiología ..................................................................................................................24 

4.4. Ciclo biológico del parásito ..............................................................................................25 

4.4.4. Vías alternas de invasión .................................................................................... 28 

4.5. Métodos de determinación del fenotipo de invasión .........................................................32 

4.5.1. RT-qPCR ............................................................................................................ 32 

5. MATERIALES Y MÉTODOS .................................................................................. 36 

5.1. Tipo de estudio ................................................................................................................36 

5.3. Variables ..........................................................................................................................36 

5.4. Cultivo de parásitos .........................................................................................................36 

5.5. Extracción de ARN, ADNg y síntesis de ADNc ................................................................37 

5.6. Estandarización de la técnica RT- qPCR .........................................................................38 

6. RESULTADOS ....................................................................................................... 41 



 
 

7 
 

6.1. Cuantificación de las muestras de ADN y ARN ................................................................41 

6.2. Electroforesis de los genes de los genes pertenecientes a las familias PfRh y PfEBA .....42 

6.3. PCR tiempo real...............................................................................................................43 

6.4. Determinación parcial del perfil transcripcional de cada gen ............................................47 

7. DISCUSIÓN ........................................................................................................... 49 

CONCLUSIONES.......................................................................................................... 53 

ANEXOS ....................................................................................................................... 54 

REFERENCIAS ............................................................................................................. 56 

 

  



 
 

8 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Número de casos de malaria reportados en Colombia en el 2018 discriminados por 

población en riesgo. ............................................................................................................................. 25 

Figura 2.  Interacciones receptor-ligando que tienen lugar durante el proceso de invasión del 

merozoito al eritrocito. .......................................................................................................................... 28 

Figura 3. PCR. ..................................................................................................................................... 32 

Figura 4. Comportamiento de una amplificación de qPCR típica....................................................... 33 

Figura 5. Estadios de P. falciparum durante el ciclo eritrocitario ....................................................... 37 

Figura 6. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia Pfeba y Pfrh y PfAMA1 en ADNc de 

FCB2 …………………………………………………………………………………………………………..42 

Figura 7. Estandarización de sondas para cada uno de los genes de estudio incluyendo el gen 

normalizador con su respectivo control negativo. ............................................................................... 44 

Figura 8. Curvas de estandarización para los genes de la familia PfEBA. ........................................ 45 

Figura 9. Curvas de estandarización de los de la familia PfRh. ......................................................... 46 

Figura 10. Curva de estandarización del gen normalizador PfAMA-1. .............................................. 47 

Figura 11. Expresión relativa de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRh con respecto 

al gen normalizador PfAMA1 ............................................................................................................... 48 

 

  

file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842034
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842034
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842036
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842037
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842038
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842039
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842039
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842040
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842040
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842041
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842042
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842043
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842044
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842044


 
 

9 
 

INDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1. Características de los genes pertenecientes a la familia PfEBA, PfRh y   

PfAMA-1 ........................................................................................................................ 29 

Tabla 2.   Secuencia de los cebadores y sonda con su respectivo fluoróforo y apagador 

diseñados para cada gen. ............................................................................................. 39 

Tabla 3. Concentración y calidad de las muestras de ADNc obtenidas de las cepas FCB2 

y 3D7 ............................................................................................................................. 41 

Tabla 4. Concentración y calidad de las muestras de ADNg obtenidas de las cepas FCB2 

y 3D7 ............................................................................................................................. 41 

Tabla 5. Expresión relativa de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRh . 47 

 

  

file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842385
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842385
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842386
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842386
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842387
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842387
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842388
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842388
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Informe%20final.docx%23_Toc20842389


 
 

10 
 

INDICE DE ANEXOS 

 

Anexo 1. Determinación de la concentración y la temperatura optima de amplificación 

para las sondas de cada uno de los genes ................................................................... 54 

Anexo 2. Montaje de placas para la cuantificación de los genes pertenecientes a la 

familia Pfeba y PfRh en ADNc más las diluciones seriadas de ADNg para cada gen.. 55 

Anexo 3. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia PfEBA y PfRh y PfAMA-

1 en ADNc de la cepa 3D7 de P. falciparum. ................................................................ 55 

 

  

file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Perfil%20transcripcional%20de%20genes%20que%20codifican%20proteínas%20de%20invasión%20a%20eritrocito,%20pertenecientes%20a%20las%20familias%20de%20ligandos%20PfEBA%20y%20PfRh%20de%20la%20cepa%20fCB2%20de%20Plasmodium%20falciparum.docx%23_Toc25881850
file:///C:/Users/MONICA/Documents/JULIETH/AVANCES/Perfil%20transcripcional%20de%20genes%20que%20codifican%20proteínas%20de%20invasión%20a%20eritrocito,%20pertenecientes%20a%20las%20familias%20de%20ligandos%20PfEBA%20y%20PfRh%20de%20la%20cepa%20fCB2%20de%20Plasmodium%20falciparum.docx%23_Toc25881850


 
 

11 
 

ABREVIATURAS 

 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ADNc  Ácido desoxirribonucleico complementario 

ADNg  Ácido desoxirribonucleico genómico 

ARN  Ácido ribonucleico 

ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 

CelTOS Proteína para el atravesamiento de células de ooquinetes y esporozoitos (del 

inglés Cell Traversal Protein for Ookinets and Sporozoite) 

CK2 Casein quinasa  

CR1  Receptor del complemento 1 (del inglés Complement Receptor 1) 

CyRPA Antígeno protector rico en cisteína (del inglés Cysteine-rich Protein Antigen)  

DBP  Proteínas de unión a Duffy (del inglés Duffy Binding Proteins) 

FCB2  P. falciparum cepa falciparum Colombia Bogotá 2 

FIDIC  Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 

FVO  P. falciparum cepa falciparum Vietnam Oak-Knoll  

GEST Proteína de egreso del gametocito y atravesamiento del esporozoito (del inglés 

Gamete Egress and Sporozoite Traversal Protein) 

GP  Glicoforina 

GPI  Glicosilfosfatidilinositol 

HABP  Péptido de unión de alta afinidad (del inglés High Affinity Binding Peptide) 

IFA  Inmunofluorescencia 

MSP  Proteína de superficie del merozoito (del inglés Merozoite Surface Protein) 

OMS  Organización Mundial de la Salud 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction) 



 
 

12 
 

 

PfAMA-1 Antigeno apical de membra 1 de P. falciparum (del inglés Apical Membrane 

Antigen 1) 

PfEBA Antígeno de unión a eritrocito de P. falciparum (del inglés Erythrocyte Binding 

Antigen) 

PL Fosfolipasa 

PfRh Proteína homologa de unión a reticulocito de P. falciparum (del inglés Reticulocyte 

Binding Homologue)  

PvRBP  Proteína de unión a reticulocito de P. vivax (del inglés Reticulocyte Binding 

Protein) 

Ripr Proteína que interactúa con Rh5 (del inglés Rh5 interacting protein) 

RON Proteína del cuello de la roptria (del inglés Rhoptry Neck Protein) 

RT-qPCR PCR cuantitativa con transcriptasa reversa (del inglés Reverse Transcription 

Quantitative PCR) 

SPECT Proteína esencial para atravesamiento de células (del inglés Sporozoite Protein 

Essential for Cell Traversal) 

TLP Proteína similar a TRAP 

  



 
 

13 
 

 

PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE GENES QUE CODIFICAN PROTEÍNAS DE 

INVASIÓN A ERITROCITO PERTENECIENTES A LAS FAMILIAS DE LIGANDOS 

PfEBA Y PfRh DE LA CEPA FCB2 DE Plasmodium falciparum 

 

RESUMEN 

 

Plasmodium falciparum, es el parásito causante de malaria asociado a la mayor 

morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Es un problema de salud pública cada vez más 

difícil de tratar, debido especialmente al aumento de resistencia por parte del parásito a 

los antimaláricos actuales; por esta razón es necesaria la búsqueda de nuevas 

herramientas en pro del control y la erradicación de la enfermedad principalmente 

enfocadas al desarrollo de vacunas eficaces. Para esto es indispensable la 

caracterización de proteínas que puedan ser blancos potenciales, como lo son los 

ligandos de invasión, correspondientes a las familias de antígenos de unión a eritrocito 

(PfEBAs) y proteínas homólogas de unión a reticulocito (PfRHs), ya que múltiples 

estudios de expresión transcripcional de los genes que codifican para estos ligandos, 

han demostrado que son esenciales en el proceso de invasión al eritrocito y que su 

expresión varía entre diferentes cepas y aislados. Por este motivo, el presente proyecto 

determinó de manera parcial el perfil transcripcional de genes pertenecientes a estas dos 

familias, cuantificando su expresión transcripcional mediante la técnica RT-qPCR, en una 

cepa autóctona de Colombia. Con los resultados obtenidos, se espera dar pie a futuros 

estudios comparativos con otras cepas del parásito, para así mejorar la comprensión de 

los fenotipos que utiliza P. falciparum en el proceso de invasión al eritrocito y así mismo 

buscar métodos para bloquear dicha invasión.   

 

Palabras clave: Malaria, Plasmodium falciparum, Ligandos de invasión, PfRHs, 

PfEBAs, RT-qPCR.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La malaria es un problema de salud pública, que para el año 2017 causó alrededor de 

219 millones de casos, presentando 435.000 muertes secundarias a esta enfermedad, 

especialmente en población ubicada en zonas endémicas del planeta (regiones 

tropicales y subtropicales)1,2. A pesar de la implementación de programas de control y 

prevención de la enfermedad, en los últimos años se ha observado un estancamiento en 

la disminución de su incidencia3; por tanto, es necesaria la búsqueda de nuevos 

mecanismos de control, medicamentos antimaláricos y el desarrollo de vacunas 

efectivas, teniendo en cuenta los factores asociados al vector (Alimentación, picadura, 

comportamiento reproductivo, entre otras) al componente humano (inmunología, 

demografía, cultura, características socioeconómicas), al entorno (temperatura, 

humedad, hidrografía, etc.) y especialmente al parásito, ya que es bien sabido que buena 

parte del problema se debe al aumento de la resistencia por parte de este a los 

antimaláricos existentes2,4. 

 

La variabilidad antigénica, asociada al fenotipo de invasión del parásito durante el 

proceso de invasión al eritrocito, es uno de los obstáculos que se presentan para el 

desarrollo exitoso de vacunas5. Por ende, el estudio de la expresión transcripcional de 

proteínas involucradas en este proceso, permite el análisis del fenotipo de invasión del 

parásito. Un punto clave en esta aproximación, es el estudio de genes que codifican para 

los principales ligandos involucrados en las vías alternas de invasión del merozoito al 

eritrocito, correspondientes a las familias de proteínas  Antígeno de unión a eritrocito  

(PfEBA) y proteínas homólogas de unión a reticulocito (PfRh), los cuales, además de ser 

vitales en conjunto para una invasión exitosa, se ha demostrado que varían su expresión 

de una cepa a otra, otorgándoles diferentes fenotipos de invasión6–8. 

 

Es conocido que los parásitos se adaptan a la población en la que se encuentra, 

presentando cambios transcripcionales y fenotípicos, por lo que estos varían entre cepas; 
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actualmente, existen diversas cepas de P. falciparum extensamente caracterizadas, 

especialmente 3D7 (derivada de NF54), algunas otras de origen africano (FCR-3, 

Uganda Palo alto-FUP), asiático (W2mef, Dd2, FVO) y algunas americanas (7G8, HB3 y 

Santa Lucía). En nuestro país, desde 1982 se ha utilizado la cepa falciparum Colombia 

Bogotá 2 (FCB2) como modelo en varias investigaciones y ensayos tanto a nivel nacional 

como internacional9–13, sin embargo, esta cepa no se encuentra completamente 

caracterizada.  

 

Por este motivo, en el presente proyecto se determinó el perfil transcripcional de los 

genes de la familia PfEBA y PfRh, resolviendo la pregunta ¿cuál es el perfil 

transcripcional de los principales genes involucrados en el proceso de invasión a 

eritrocitos de la cepa FCB2 de P. falciparum?, haciendo parte del proyecto de 

caracterización de la cepa FCB2 llevado a cabo en la Fundación Instituto de Inmunología 

de Colombia (FIDIC), siendo de importancia para la posterior utilización de esta cepa 

como referente de P. falciparum en el país.  

 

Este conocimiento permitirá el análisis comparativo de la expresión génica con cepas de 

otras regiones, ayudando a profundizar en el estudio de los fenotipos de invasión del 

parásito y como estos pueden variar dependiendo de la diversidad fenotípica de la 

población expuesta a cada una de estas cepas; además, este trabajo dará las bases 

para futuros estudios, como el análisis de los mecanismos de adaptación de la cepa a 

cambios en el hospedero, tratamiento con enzimas o anticuerpos, disrupciones 

genéticas, entre otros, contribuyendo en el campo del desarrollo de vacunas y 

tratamientos antimaláricos con énfasis en la población colombiana.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo general  

 
 
Determinar el perfil transcripcional de los genes pertenecientes a las familias de ligandos 

de invasión a eritrocito Pfeba (Pfeba175, Pfeba140, Pfeba181) y Pfrh (Pfrh1, Pfrh2a, 

Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5) de la cepa FCB2 de P. falciparum en estadios de esquizonte, por 

medio de la técnica RT-qPCR. 

  

  

  

2.2. Objetivos específicos 

  
  

 Estandarizar la técnica de RT-qPCR para el análisis de la expresión 

transcripcional de los genes de invasión a eritrocito Pfeba175, Pfeba140, 

Pfeba181, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa FCB2 de P. falciparum. 

 

 Cuantificar mediante RT-qPCR, la expresión de los genes de invasión a eritrocito 

Pfeba175, Pfeba140, Pfeba181, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5 de la cepa 

FCB2 de P. falciparum. 

 

 Describir el perfil transcripcional de los genes de invasión a eritrocito Pfeba175, 

Pfeba140, Pfeba181, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 y Pfrh5, de la cepa FCB2 de P. 

falciparum en el estadios de esquizonte.  
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3. ANTECEDENTES  

 

La malaria (del italiano “mala aria” = mal aire), también conocida como paludismo (del 

latín “pallus” = pantano) o fiebre del pantano14, es una enfermedad que se conoce desde 

tiempos antiguos, siendo descrita por la civilización egipcia, mesopotámica, griega, los 

antiguos chinos y los hindúes; sin embargo, su etiología era un misterio y se atribuía a 

miasmas de los pantanos15. En 1879, Robert Koch, Edwin Klebs y Corrado Tomassi-

Crudeli acreditaron la enfermedad a una bacteria a la que denominaron Bacillus 

malariae16.  

No fue hasta el año 1880 donde Charles Louis Alphonse Laveran atribuyó la malaria a 

un parásito15,16, seguido de los descubrimientos de Camillo Golgi, en 1886, quien observó 

que los intervalos de ruptura de los eritrocitos y liberación de los parásitos coincidían con 

los picos de fiebre característicos de la enfermedad16. En 1890 se hizo la primera 

clasificación de estos parásitos, que incluía a Haemamoeba vivax, Laverania malariae y 

Haemamoeba malariae, hoy en día conocidos con el nombre de Plasmodium vivax, P. 

falciparum y P. malariae respectivamente15.  

En 1897, Ronald Ross, concluyó que los mosquitos son los vectores de la malaria aviar 

y Giovanni Battista Grassi, Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli y Camillo 

Golgi determinaron que los mosquitos del género Anopheles transmiten la malaria 

humana15,16. Más adelante, en 1948, H.E. Shortt y C.C. Garnham, descubrirían los 

estadios tisulares del parásito en el hígado de monos y humanos16. 

En 1975, Dvorak et al17 observaron la invasión del merozoito de P. knowlesi al eritrocito 

mediante microscopía de interferencia, donde determinaron a grandes rasgos los pasos 

involucrados en la misma; sin embargo, se desconocía cuál era el mecanismo que 

utilizaba el parásito para deformar la membrana eritrocitaria e invaginarse en esta, y 

cuáles eran los receptores o ligandos involucrados17. 

Estudios posteriores establecieron la importancia del ácido siálico presente en las 

glicoforinas de la membrana del eritrocito durante el proceso de invasión; también 
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describieron que eritrocitos deficientes de glicoforina A (GpA) o glicoforina B (GpB), y 

eritrocitos tratados con neuraminidasa y/o tripsina eran resistentes a la invasión18–20. 

En 1985, Camus et al21 describieron una proteína de 175 kDa que se ligaba al ácido 

siálico, a la que se denominó Antígeno de Unión a Eritrocito de P. falciparum (PfEBA) 

175, de la cual, en 1992, se describió su estructura, encontrando una alta similitud con 

proteínas de unión a Duffy (DBP) de P. vivax y P. knowlesi, en su dominio C-terminal22 y 

en 1994, se determinó que se unía específicamente a GpA mediante dominios ricos en 

cisteína23,24.   

En 2001, gracias a los estudios de Adams et al25 se asociaron a la familia PfEBA, las 

proteínas MAEBL, EBL-1, PfEBA140(BABL) Y PfEBA181(JESBEL) ya que poseían una 

estructura génica multi-exón parecida entre ellas y a PfEBA175, además sus secuencias 

de aminoácidos tenían un similitud de 30 a 40%. En 2003 se determinó que PfEBA140 

se ligaba a la glicoforina C (GpC)26 y PfEBA181 a un receptor “X” en una vía resistente 

a tripsina y sensible a quimotripsina27.  

Por otro lado, en el año 2000 se inició la identificación de las proteínas pertenecientes a 

la familia de proteínas homólogas de unión a reticulocito de P. falciparum (PfRh). Las 

proteínas PfRh2a y PfRh2b fueron descritas por Rayner et al28, mediante la comparación 

con la proteína de unión a reticulocito 2 de P. vivax (PvRBP2) y la proteína de roptria de 

235 kDa de P. yoelii, sugiriendo además que estas habían sido resultado de una 

duplicación, ya que observaron que tenían en común una secuencia de nucleótidos de 

más de 8 kb28. El papel de estas PfRhs (PfRh2a-PfRh2b) en invasión fue estudiado un 

año más tarde por Triglia et al29, mediante el uso de anticuerpos anti-PfRh2a/2b, los 

cuales fueron efectivos en la inhibición de la invasión de la cepa 3D7 a eritrocitos.  

En 2001, Rayner et al30 describió PfRh1, como una proteína ortóloga de PvRBP1, 

determinando además, que se unía a su receptor de forma dependiente de ácido siálico 

y que cumplía un papel importante en la invasión en una vía resistente a tripsina30. Otro 

miembro de esta familia se reportó el mismo año, PfRh3, pero a diferencia de los 

anteriores, este se transcribía pero no se traducía, por lo que se consideró un 

pseudogen31. 
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En 2002, Blair et al32, probó por primera vez la técnica de RT-qPCR para medir la 

expresión de genes del parásito en sus diferentes estadíos de la fase eritrocitaria; en 

este caso se estudiaron los genes Pfeba175, pebl (Pfeba165), Pfebl-1, baebl (Pfeba140), 

maebl y jesebl (Pfeba181), genes descritos parcialmente en estudios previos25. Los 

resultados obtenidos mostraron que Pfebl-1 se expresa en esquizontes intermedios y 

maebl se expresa durante todo los estadíos eritrocitarios del parásito, ambos 

dinsminuyendo su expresión en los esquizontes maduros, lo que sugiere que estas dos 

proteínas tienen un papel en el desarrollo del merozoito, mientras que Pfeba175, 

Pfeba140 y Pfeba181 se expresan en los esquizontes maduros, reafirmando que están 

implicados en el proceso de invasión, a diferencia de las otras dos25,32. También se 

propuso que existen promotores que permiten la expresión de estos genes en estadíos 

específicos del parásito32. 

 

Ese mismo año (2002), los estudios de Taylor y colaboradores7 probaron que la 

expresión de las proteínas implicadas en invasión a eritrocito, (específicamente PfRh2a, 

PfRh2b Y PfRh1), variaba entre las diferentes cepas de P. falciparum; para esto utilizaron 

las cepas 3D7 (Derivada de NF54), T996 (Tailandia) y FCB1 (Colombia), realizando 

análisis de secuencia génica y de expresión y localización de proteínas mediante el uso 

de Western Blot e inmunofluorescencia (IFA). Los resultados de estos experimentos 

demostraron la variación a nivel de secuencia, cantidad y ubicación de las proteínas 

estudiadas en cada cepa7. 

 

Mientras tanto, Kaneko et al, describió un quinto miembro de la familia PfRh, al que 

denominó PfRh4, que al igual que las otras PfRhs se expresaba en el extremo apical del 

merozoito en las diferentes líneas de P. falciparum y  posiblemente cumplía un papel en 

la invasión alternativa al eritrocito33. Más adelante, se estudió la cepa Dd2 de P. 

falciparum (Indochina. Ácido siálico dependiente), en la que se observó una sobre 

expresión de PfRh4 cuando esta era cultivada en eritrocitos tratados con neuraminidasa, 

lo que le permitía invadir estos eritrocitos; esto mostró la importancia de PfRh4 en el 

cambio de invasión dependiente de ácido siálico a la invasión independiente de ácido 
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siálico34. Años después, en 2010, Tham y colaboradores determinaron que este ligando 

se unía al Receptor de Complemento 1 (CR1) del eritrocito35.    

En 2005, Triglia et al36, determinó que PfRh1 juega un papel en la invasión dependiente 

de ácido siálico, concordante con estudios previos que indican que PfRh1 se une a un 

receptor “Y” sensible a neuraminidasa y resistente a tripsina y quimotripsina30,37. Esto 

indicó que PfRh1 junto a PfEBA140 y PfEBA175, están involucrados en la invasión ácido 

siálico dependiente. También se concluyó que parásitos que no expresan PfRh2a y 

PfRh2b, pero si PfRh1, usan vías ácido siálico dependientes y viceversa36. 

Años más tarde, en 2011,  Sahar desveló que las proteínas PfRh2a/b estaban 

involucradas en la invasión ácido siálico independiente, tripsina resistente y quimotripsina 

sensible38, siendo PfRh2b más crucial que PfRh2a29,37,38. También confirmó que estas 

PfRhs sufren un procesamiento proteolítico mediado por proteasas y subtilisinas durante 

la invasión, generando tres fragmentos de diferentes tamaños reconocibles por 

anticuerpos que son capaces de disminuir la tasa de invasión de cepas de P. falciparum 

ácido siálico independientes38. 

La última proteína descrita, perteneciente a esta familia, se denominó PfRh5 y fue 

descrita en 2009 por Baum et al39, como una proteína pequeña codificada en el 

cromosoma 4 del parásito junto a PfRh4. Se determinó que PfRh5 al igual que las demás 

PfRHs, se almacena en las roptrias y juega un papel importante durante la invasión a 

eritrocito, sin embargo, esta carece de dominio transmembrana y no se puede realizar la 

deleción del gen que codifica para esta proteína (PfRh5), evidenciando su papel 

fundamental en la supervivencia del parásito39.  

En 2011, se determinó que la proteína basigina, perteneciente al grupo sanguíneo Ok, 

era el receptor de PfRh5 en el eritrocito40. Este mismo año, también se describió la 

proteína que interactúa con PfRh5 (Ripr), la cual está involucrada en invasión a eritrocito, 

ya que forma un complejo con PfRh5, sin embargo ninguna de las dos posee dominio 

transmembranal41. En 2015, se encontró una nueva pieza del complejo, un antígeno 

protector rico en cisteína (CyRPA) que forma parte del complejo PfRh5 –Ripr42 y en 2017, 

se describió P113, como una proteína de superficie de merozoito anclada a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que interactúa con el dominio N-terminal de PfRh5, siendo 
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importante en la formación del complejo al proporcionar un mecanismo de liberación para 

que PfRh5 pueda desanclarse del merozoito43.   

Dentro de las cepas pertenecientes a P. falciparum, en nuestro país se describió en 1982 

la cepa FCB2 (falciparum Colombia Bogotá 2), en el estudio de Espinal y 

colaboradores44, donde se realizó el primer acercamiento a la caracterización de esta 

cepa, aislada de un paciente de San Martín, Meta, junto con otras 7 cepas obtenidas de 

diferentes partes de Colombia. Con los resultados de esta investigación, se determinó 

que la cepa FCB2 era resistente a cloroquina y sensible a quinina, presentaba una alta 

producción de gametocitos y no formaba nodulaciones en los eritrocitos44. 

A partir de lo descrito por Espinal44, la cepa FCB2 se ha utilizado en algunas 

investigaciones, como la realizada en 2006 por Garavito y colaboradores9, donde se 

probó la actividad antimalárica de las plantas Abuta grandifolia, Acacia farnesiana, 

Acnistus arborescens, Calea prunifolia Kunth (Asteraceae), Croton leptostachyus, Piper 

cumanense, Piper holtonii y Xylopia aromatica contra esta cepa9.  En 2013, se realizó un 

estudio similar, donde García-Huertas y colaboradores10 probaron el efecto citotóxico y 

Anti-malárico de Solanum nudum. 

En 2008, Arango y colaboradores11, utilizaron FCB2 como control junto a NF54 

(Holanda), en un análisis de susceptibilidad in vitro de aislados clínicos a antipalúdicos, 

donde se confirmó la susceptibilidad previamente descrita para esta cepa44. De igual 

manera, en 2013, FCB2 fue utilizada como control en un estudio que buscaba determinar 

los fenotipos de invasión de aislados clínicos de Colombia, Brasil y Perú, en eritrocitos 

tratados con enzimas, para compararlos con los fenotipos ya conocidos de cepas de 

referencia (7G8, HB3, Dd2, W2mef, 3D7) y aislados de África e India, sin embargo en 

este estudio no se describió el fenotipo de invasión de FCB212. 

Por otra parte, en 2011, Curtidor y colaboradores13, utilizaron la cepa FCB2, junto con 

otras cepas del parásito, para la determinación de péptidos de unión de alta afinidad 

(HABPs), en la búsqueda de nuevos blancos del parásito en estadio de esporozoito para 

el desarrollo de vacunas.  
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4. MARCO REFERENCIAL 

 

4.1. Generalidades 

 

La malaria o paludismo es una enfermedad de distribución mundial, causada por 

parásitos del género Plasmodium, perteneciente al phylum Apicomplexa, del que hacen 

parte otros patógenos humanos como Toxoplasma gondii, y Cryptosporidium parvum, 

entre otros45,46, todos caracterizados por ser parásitos intracelulares obligados46 y cuyos 

zoitos poseen vesículas secretoras en su extremo apical: las roptrias y los micronemas, 

que secretan su contenido hacia el polo apical y los gránulos densos que lo secretan en 

otras partes de la superficie del zoito en respuesta a señales específicas47,48; estos 

orgánulos son los encargados de producir moléculas indispensables para el 

reconocimiento, adherencia e invasión a su célula blanco48. 

Dentro del género Plasmodium, se conocen 6 especies causantes de enfermedad en el 

ser humano: P. vivax, P. falciparum, P. knowlesi, P. malariae, P. ovale curtisi y P. ovale 

wallikeri, siendo P. falciparum la especie predominante y que mayor mortalidad produce 

a nivel mundial5,46,49.   

 

4.2. Sintomatología y clasificación de la malaria 

 

Inicialmente, la malaria se presenta como una enfermedad febril, acompañada de 

síntomas inespecíficos como dolor de cabeza, fatiga, náuseas, dolor muscular, articular, 

entre otros5,50. Con el tratamiento antimalárico adecuado los síntomas disminuyen junto 

con la carga parasitaria del individuo, sin embargo, en algunos casos, cuando dicho 

tratamiento no  es administrado o no se completa, dependiendo del estado inmunológico 

del paciente, la enfermedad puede progresar hasta volverse severa e incluso ocasionar 

la muerte5. Por lo anterior, la malaria puede clasificarse en malaria no complicada y 

malaria severa. 
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4.2.1. Malaria no complicada 

Es la malaria que no presenta signos severos o disfunción orgánica. Se determina con 

test parasitológicos positivos y sintomatología que incluye un periodo febril que dura de 

6 a 8 horas, cada 48 horas, acompañados de periodos en los que el paciente presenta 

escalofrío y temblor, junto con síntomas inespecíficos como dolor de cabeza, fatiga, 

malestar, dolores musculares, entre otros5,50. Los picos de fiebre se presentan 

especialmente cuando los estadios parasitarios se sincronizan51. 

 

4.2.2. Malaria severa 

Cuando la malaria no complicada no es tratada, el tratamiento es inefectivo o no se 

completa, especialmente en malaria por P. falciparum, la enfermedad progresa hasta 

volverse severa. Se diagnostica así cuando hay un aumento de la parasitemia (más de 

10%)50, sumado a uno o más de los siguientes síntomas: acidosis metabólica, anemia 

severa, hipoglicemia, falla renal aguda, edema agudo de pulmón, convulsiones, 

postración, sangrado y shock50,51. P. falciparum, al tener la capacidad de secuestrarse 

en la microvasculatura, puede producir potencialmente malaria cerebral o malaria 

severa5,51.  
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4.3. Epidemiología 

 

4.3.1. A nivel mundial 

Según el Reporte anual de malaria de 2018 de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), en 2017, se estimaron 219 millones de casos de malaria en todo el mundo. A 

partir de 2015 se observó que no hubo avances significativos en la reducción de casos3. 

África es el continente más afectado, presentando para 2017 la mayor cantidad de casos 

(92%), seguida de Asia sudoriental (5%) y el mediterráneo (2%). P. falciparum fue la 

especie predominante en la mayoría de zonas endémicas, a excepción de América, 

donde el 74,1% de los casos fueron causados por P. vivax3.   

En 2017, se estimaron 435.000 muertes a nivel mundial, siendo el continente africano el 

que presentó mayor mortalidad (93%) y los niños menores de 5 años los más afectados 

(66% de mortalidad)3. 

 

4.3.2. Malaria en Colombia 

Colombia es un país que posee una transmisión endémico/epidémica de malaria, debido 

al clima tropical y características geográficas que favorecen la proliferación del vector y 

la transmisión del parásito, además de la alta migración humana que contribuye a la 

propagación de la enfermedad, siendo las áreas rurales las más afectadas, 

especialmente en la Costa Pacífica, Urabá, Sinú, bajo Cauca, la Orinoquía y la 

Amazonía52.   

Según el boletín de la 4 semana epidemiológica de 2019 del Instituto Nacional de Salud 

(INS)53, en 2018 se notificaron 62.141 casos de malaria, donde predominaron los casos 

por P. vivax  (50,1%) seguido de P. falciparum (47,9%); los departamentos de Chocó, 

Antioquia, Guainía y Amazonas fueron los más afectados, siendo la población 
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afrocolombiana la más afectada (40,4% de casos), además de que hubo un incremento 

del 138% de los casos procedentes del exterior, a comparación de 2017(Figura 1)53. 

 

 

4.4. Ciclo biológico del parásito 

 

El ciclo de vida de Plasmodium requiere un hospedero intermediario (animales 

vertebrados) en el cual desarrolla su etapa asexual y un hospedero definitivo, quien actúa 

también como vector (Mosquitos del género Anopheles) donde desarrolla su ciclo 

sexual46.  

 

4.4.1. Ciclo sexual 

Los estadios infectivos del parasito para el mosquito son los gametocitos maduros, los 

cuales son absorbidos por este cuando se alimenta de sangre5. Los gametocitos se 

diferencian a gametos en el intestino del mosquito, donde se da la fertilización entre un 

macrogameto y un microgameto, para formar un zigoto diploide que se desarrolla en 

Figura 1. Número de casos de malaria reportados en Colombia en el 2018 
discriminados por población en riesgo. Tomado de: Boletín de la 4 semana 
epidemiológica de 2019 del INS. Fuente: Sivigila, Instituto Nacional de Salud, Colombia 
2018 
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ooquinete invasivo, el cual migra al intestino medio y se convierte en un ooquiste, del 

que se liberarán esporozoitos infecciosos (formas móviles del parásito) que migran a las 

glándulas salivales del mosquito para ser inyectados en un hospedero intermediario 

cuando el mosquito se vuelve a alimentar46.  

 

4.4.2. Ciclo extraeritrocitario 

El estadio infectivo para el humano es el esporozoito, el cual es inyectado en la dermis 

por el mosquito hembra infectado cuando este se alimenta de sangre5,13,46,50. El 

esporozoito, con ayuda de la proteína similar a TRAP (TLP), busca penetrar el vaso 

sanguíneo más cercano para circular hasta el hígado, donde debe atravesar la barrera 

sinusoidal, con ayuda de la proteína del esporozoito esencial para atravesar (SPECT), 

SPECT2, la proteína de recorrido celular para ookinetes y esporozoitos (CelTOS), 

fosfolipasa (PL) y la proteína de egreso de gametos y de atravesamiento de esporozoitos 

(GEST)5. El esporozoito invade y forma una vacuola parasitófora en el hepatocito 

utilizando como receptores, las proteínas CD81 y B1 del hepatocito5,54.  En los 

hepatocitos infectados, el parásito se desarrolla de la forma de esporozoito a esquizonte 

hepático, el cual presenta un proceso de esquizogonia, produciendo hasta 40.000 

merozoitos por hepatocito infectado, que son liberados al torrente sanguíneo5,50.  

 

4.4.3. Ciclo intraeritrocitario 

Los merozoitos en torrente sanguíneo, invaden eritrocitos mediante una serie de pasos 

que requieren interacciones moleculares, transducción de señales y rapidez para evitar 

la respuesta inmune45, siendo este proceso el causante de la sintomatología de la 

enfermedad55,56 

La invasión comienza con el primer contacto del merozoito al eritrocito, mediado por la 

unión reversible de la proteínas de superficie del merozoito (MSP) con la proteína banda 

3 del glóbulo rojo45,47. Estos contactos forman olas de deformación en la membrana del 

eritrocito, que permiten que el merozoito reoriente su polo apical hacia esta, dando lugar 
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a la formación de uniones entre receptores del eritrocito y ligandos del merozoito 

pertenecientes a la familia de proteínas PfEBA Y PfRh5,45.  

Cuando el polo apical se reorienta, se forma una unión estrecha, mediada principalmente 

por la unión del antígeno apical de membrana 1 (PfAMA-1) con el complejo de proteínas 

del cuello de la roptria (RON), las cuales se translocan del merozoito a la membrana del 

eritrocito45. Este complejo PfAMA1-RON2 permite la liberación del contenido de las 

roptrias, contribuyendo a la formación de la vacuola parasitófora a medida que el parásito 

se internaliza en el eritrocito impulsado por su motor actina-miosina45,48. Este proceso de 

internalización se da mientras se degradan los enlaces previamente formados, por acción 

de proteasas romboidales (Figura 2)45,57. Cuando el parásito se invagina, hay una fusión 

de la membrana del eritrocito con el extremo posterior del merozoito y este queda sellado 

en la vacuola parasitófora y el eritrocito, causando una equinocitosis transitoria, en donde 

el eritrocito se contrae y genera proyecciones5,46.   

Una vez establecida la infección, el merozoito comienza a desarrollarse a través de las 

etapas de anillo, trofozoito y esquizonte, dentro del cual se replica, produciendo de 16 a 

32 merozoitos, que son liberados, posterior a la ruptura de la membrana del eritrocito 

hospedador45,46. Estos nuevos merozoitos invadirán a los eritrocitos circulantes, 

perpetuando así el ciclo eritrocitario46. Durante este ciclo, una pequeña porción de 

merozoitos es comprometida a diferenciarse a gametocito (desarrollo sexual) mediante 

regulación epigenética y la activación del factor de transcripción AP2-G, cuando este se 

expone a ciertos factores tanto del hospedero (nivel de hemoglobina, inmunidad, 

tratamiento antimalárico) y/o del parásito (densidad, diversidad genética de la infección 

o infección mixta), entre otros58,59; los estadios más jóvenes de gametocitos (I-IV) se 

secuestran en médula ósea hasta desarrollarse a estadio V, los cuales se secuestran en 

sangre periférica, volviéndose infectivos para el mosquito hembra del género 

Anopheles59.  
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Figura 2.  Interacciones receptor-ligando que tienen lugar durante el proceso de invasión del merozoito al 
eritrocito. (Tomado de Harvey et al.)  

 

4.4.4. Vías alternas de invasión 

Los ligandos pertenecientes a las familias PfEBA (PfEBA140, PfEBA165, PfEBA175 y 

PfEBA181)8,60 y PfRh (PfRh1, PfRh2a, PfRh2b, PfRh3, PfRh4 y PfRh5)8 están 

involucrados en el proceso de invasión de P. falciparum al eritrocito, y se caracterizan 

por ser proteínas funcionalmente redundantes, lo cual, permite al parásito modular la 

expresión de las mismas, concediéndole la capacidad de adaptarse a la variabilidad de 

receptores de los eritrocitos y permitiéndole invadir eritrocitos de cualquier edad, a 

diferencia de P. vivax45.   

Estos ligandos permiten al parásito invadir, bien sea en una vía dependiente de ácido 

siálico donde actúan PfEBA175, PfEBA140, PfEBA181 y PfRh1, los cuales requieren 

restos de ácido siálico en los receptores eritrocitarios para poder interactuar36,47,61, o en 

una vía independiente de ácido siálico mediada principalmente por PfRh447 (tabla 1), 

además de tener funciones de señalización posterior a los pasos de invasión5.  
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4.4.4.1. PfEBA175.  

Es una proteína de 175 kDa, la cual se libera de los micronemas en respuesta a un 

aumento de Ca2+ citosólico, producido cuando el merozoito sale del eritrocito y detecta 

la baja concentración de K+ en el plasma sanguíneo5. Este ligando, se une a los epítopes 

de sialoglicano de la Glicoforina A del eritrocito mediante su región RII, en una vía 

dependiente de ácido siálico, sensible a tripsina y resistente a quimotripsina47. Además 

de esto, PfEBA175 tiene funciones señalizadoras, ya que al unirse a GpA, desencadena 

la liberación del contenido de las roptrias5. 

Estudios recientes han demostrado que la unión de anticuerpos a GpA produce una 

disminución en la deformación de la membrana del eritrocito47 y también se ha 

evidenciado que la unión PfEBA175-GpA desencadena una respuesta biofísica en el 

eritrocito, produciendo una desestabilización del citoesqueleto del eritrocito62.  

 

4.4.4.2. PfEBA140 

Es una proteína de 140 kDa que se liga a GpC, en una vía ácido siálico dependiente, 

sensible a tripsina y resistente a quimotripsina. Aún no se sabe con exactitud cuáles son 

Familia Proteína
Ubicación en 

el merozoíto

Ubicación 

cromosómica
Peso Receptor

Dependencia a 

A.S.

Comportamie

nto con 

enzimas

EBA175 Micronemas 7 175kDa Glicoforina A dependiente NsTsCr

EBA140 Micronemas 13 140kDa Glicoforina C dependiente NsTsCr

EBA181 Micronemas 1 181kDa Proteína 4.1 dependiente NsTrCs

RH1 Roptrias 4 350kDa Receptor "y" dependeinte Ns

RH2a Roptrias 13 3130 a.a. Receptor "z" independiente NrCsTr

RH2b Roptrias 13 3170 a.a. Receptor "z" independiente NrCsTr

RH4 Roptrias 4 220 kDa Cr1 independiente NrTs

RH5 Roptrias 4 63 kDa Basigina independiente NrCrTr

AMA1 Micronemas 11 83kDa RON2 independiente

EBA

RH

Tabla 1. Características de los genes pertenecientes a la familia PfEBA y PfRh y PfAMA-1 

 



 
 

30 
 

sus sitios de unión, pero, según algunos estudios, lo más probable es que la Región II 

de PfEBA140 se una al Glicano N de GpC63–65.  

Esta unión no se ha visto relacionada con la deformación de la membrana del eritrocito, 

pero la unión de anticuerpos a GpC se ha visto relacionada a la exposición de 

fosfatidilserina en eritrocitos normales66. 

 

4.4.4.3. PfEBA181 

A pesar de que aún se desconoce el receptor exacto de esta proteína en la membrana 

del eritrocito, se sabe que interactúa con la proteína 4.167 en una vía dependiente de 

ácido siálico, resistente a tripsina y sensible a quimotripsina. Al interactuar con la proteína 

4.1, la cual una tiene relación directa con la espectrina y la actina, desestabiliza el 

citoesqueleto del eritrocito67.  

 

4.4.4.4. PfRh1  

PfRh1 es una proteína de 350 kDa64, que se almacena en las roptrias del merozoito y se 

liga a un receptor “y” en una vía dependiente de ácido siálico, resistente a tripsina y 

quimotripsina36. Múltiples estudios han revelado que esta proteína tiene un papel 

fundamental en la señalización con Ca2+, permitiendo la liberación del contenido de los 

micronemas, incluyendo a PfEBA17568, y está implicada en la fosforilación de la cola 

citoplasmática de PfRh4 por casein kinasa 2 (CK2), necesaria para la invasión mediada 

por PfRh4-CR169.  

 

4.4.4.5. PfRh2a/b 

Estas proteínas, se codifican en el cromosoma 13 y se almacenan en roptrias, miden 

aproximadamente 9 kb, de las cuales poseen 8 kb en común, teniendo 2700 aminoácidos 

comunes en su ectodominio; esta similitud indica que se produjeron por un evento de 

duplicación38. Aún se desconoce a qué receptor se ligan, ni se sabe con exactitud que 

función cumplen, sin embargo, se sabe que tienen un fenotipo independiente de ácido 
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siálico, sensible a tripsina y resistente a quimotripsina; PfRH2b resulta ser más 

indispensable que PfRh2a y se ha visto que en cepas con expresión baja o nula de 

PfRh1, estas se expresan en mayor cantidad36,38.  

 

4.4.4.6. PfRh4 

Es una proteína de 220 kDa64, la cual se almacena en las roptrias y se une a CR1 en una 

vía independiente de ácido siálico y sensible a tripsina. Esta proteína es esencial en la 

ruta independiente de ácido siálico además de la variación reversible del fenotipo de 

invasión47,70, como en el caso de la cepa Dd2 que normalmente es ácido siálico 

dependiente y cuando invade eritrocitos tratados con neuraminidasa se adapta a invadir 

en una ruta independiente a ácido siálico (Dd2(NM)) mediante la sobre expresión de esta 

proteína34. 

 

4.4.4.7. PfRh5 

A diferencia de las demás, PfRh5 es una proteína más pequeña (63 kDa) sin dominio 

transmembranal39,64, por lo que necesita la unión combinada de PfRipr41, CYRpa42 y 

P11343 para poder anclarse al merozoito y cumplir su función, además se sabe que 

PfRh5 interactúa directamente con la basigina del eritrocito en una vía independiente de 

ácido siálico39,40,47. Por otra parte, esta proteína, a diferencia de las demás PfRhs, no se 

puede interrumpir genéticamente, lo que demuestra un rol vital en la supervivencia del 

parásito39. 

Además de un rol esencial en la invasión a eritrocito, la unión PfRh5-Basigina es capaz 

de desencadenar una señal de Ca2+, que resulta en la fosforilación de proteínas del 

citoesqueleto del eritrocito, además de estar relacionado con la señalización para la 

liberación de PfEBAs y posiblemente mediar la pre formación de la unión estrecha de 

PfAMA1 –RON2 y preceder la liberación del contenido de las roptrias49,71. 
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4.5. Métodos de determinación del fenotipo de invasión 

 

4.5.1. RT-qPCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular, la cual permite 

la amplificación de un segmento específico de ADN a partir de una plantilla de ADN o 

ARN, mediante la adición de una polimerasa de ADN térmicamente estable, dNTPs 

(trifosfatos de desoxinucleosidos) magnesio, cebadores y una solución tampón72. Para 

la amplificación, la muestra es sometida a cambios de temperatura en un termociclador 

donde en primer lugar se debe denaturar el ADN molde a una temperatura de 92 a 98°C, 

seguido del anillamiento de los cebadores directo y reverso con las dos hebras de ADN 

separadas a una temperatura entre 55 a 72°C, finalmente se lleva a cabo la extensión, 

donde actúa la polimerasa agregando dNTPs a la nueva cadena, a una temperatura de 

~72°C; este ciclo se repite de 25 a 40 veces, dando como resultado una amplificación 

exponencial del ADN (figura 3)72,73.   

Figura 3. PCR. La PCR es una técnica molecular que permite la amplificación de un fragmento específico 
de ADN, donde intervienen un ADN molde, una polimerasa de ADN, dNTPs, magnesio, cebadores y una 
sustancia tampón, los cuales se someten a variaciones de temperatura que permitan la denaturación, 
anillamiento y extensión para formar nuevas hebras de ADN por cada ciclo de manera exponencial. 

Tomado de: Society of Mucosal Inmunology (2014) 
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Esta técnica tiene una amplia gama de aplicaciones como lo son el diagnóstico de 

enfermedades, la detección de mutaciones, secuenciación de ADN, identificación 

humana, entre otros72. También es útil para la medición de expresión génica, mediante 

la utilización de ADNc sintetizado a partir de ARNm, este tipo de PCR se denomina RT-

PCR (del inglés Reverse transcription PCR); sin embargo, no es una prueba cuantitativa 

ya que al igual que la PCR convencional, la amplificación se observa mediante la 

formación de bandas en electroforesis72. Usando sondas especificas fluoromarcadas 

como Taqman® o tintes intercalantes como SYBR® Green, es posible realizar 

cuantificaciones precisas en PCR tiempo real (qPCR del inglés Quantitative PCR), ya 

que estas permiten detectar las amplificaciones mediante fluorescencia. En la PCR 

tiempo real, se puede observar claramente la amplificación exponencial del ADN, 

precedida de una fase inicial en la cual aún no hay fluorescencia detectable, seguida de 

una fase de lineal y de meseta o platau que indica el agotamiento de los componentes 

de la PCR (figura 4)72,74.  

El ciclo donde comienza la fase exponencial se denomina valor CT (del inglés threshold 

cycle o ciclo umbral), el cual permite determinar la expresión de un gen (cuantificación 

relativa) o de varios genes al tiempo (cuantificación absoluta)72. 

Figura 4. Comportamiento de una amplificación de qPCR típica. Esta se compone de una 
fase inicial, una fase exponencial, fase lineal   y una fase de meseta o plateau. El valor Ct 

es el ciclo donde comienza la fase exponencial. 
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Esta metodología ya se ha utilizado previamente para la cuantificación de expresión de  

los genes  de las familias Pfeba y Pfrh, siendo Blair el primero en utilizarla para este 

proposito midiendo la expresión de genes de la familia Pfeba en diferentes estadíos 

eritrocitarios del parásito utilizando como modelo la cepa 3D732. A partir de esto, multiples 

estudios han utilizado RT-qPCR para el análisis comparativo de expresión de estos 

genes entre aislados clínicos de zonas endémicas de malaria y cepas de referencia6,12,75 

o cambios de expresión génica relacionados a factores del hospedero76, también se ha 

utilizado para determinar los posibles fenotipos de invasión de aislados y cepas y 

cambios transcripcionales (switch) de estos genes mediante el uso de eritrocitos tratados 

enzimaticamente34,70,77. 

4.5.2. Otros métodos 

Otro de los métodos más utilizados para la determinación del fenotipo de invasión es la 

comparación in vitro de la invasión del parásito a eritrocitos sanos y eritrocitos tratados 

enzimáticamente12,34,75,78; las enzimas utilizadas para este método son la 

Neuraminidasa, que remueve el ácido siálico de las glicoforinas, la tripsina, la cual realiza 

proteólisis de receptores como GpA y la quimotripsina que realiza la proteólisis de GpC75, 

lo que bloquea la unión del receptor a su respectivo ligando; un ligando se considera 

sensible a la enzima cuando, posterior al tratamiento no es capaz de unirse a su receptor 

en el eritrocito y se ve afectada la invasión a este (Tabla 2), de esta manera se puede 

determinar el fenotipo de invasión de una cepa parasitaria y así mismo se pueden 

presumir las posibles proteínas involucradas en este. 

Tabla 2. Sensibilidad de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRH al tratamiento enzimático de los 
eritrocitos. Tomado de Bowyer et al. (2015) 
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La sensibilidad o resistencia de estos ligandos a los tratamientos enzimáticos, se puede 

determinar por medio de ensayos de invasión posterior al tratamiento enzimático de los 

eritrocitos,  analizados mediante citometría de flujo75,79,80, ya que por medio de esta, se 

pueden diferenciar los eritrocitos sanos de los parasitados mediante el uso de colorantes 

de ADN y así comparar la parasitemia de eritrocitos sin tratamiento enzimático contra 

eritrocitos tratados con neuraminidasa, tripsina o quimotripsina; igualmente este método 

se puede utilizar para la medición de la inhibición de invasión por anticuerpos dirigidos a 

ligandos específicos79.   

Otros métodos utilizados, aunque con menor frecuencia, son de carácter más molecular, 

como los microarreglos, usados en ensayos de invasión para comparar la expresión de 

un gen entre una cepa cultivada en eritrocitos normales y una cepa cultiva en eritrocitos 

tratados enzimaticamente34,81, la secuenciación de ARN para observar cambios en la 

secuencia génicas entre cepas y aislados22,34, e inmunológicos como Blots utilizados 

para determinar la presencia de las proteínas PfEBA y PfRH en cepas de P. falciparum 

mediante el uso de antiuerpos e inmunofluorescencia para observar la cantidad y la 

ubicación de estas proteínas en los merozoitos y esquizontes utilizando anticuerpos 

fluoromarcados34,77,82. 

Para este tipo de estudios, generalmente se utilizan 2 o más de las técnicas mencionadas 

anteriormente.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Tipo de estudio  

 

El presente estudio fue de tipo descriptivo experimental.  

 

5.2. Población y muestra 

 

La población utilizada para esta investigación fue de parásitos FCB2 de P. falciparum en 

estadio de esquizonte procedentes de cultivo in vitro con una parasitemia aproximada 

del 3-4% y la muestra de estudio fue el ARN obtenido de los mismos.  

 

5.3. Variables 

 

5.1.1. Variables independientes 

 Expresión individual de los genes Pfeba175, Pfeba140, Pfeba181, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, 

Pfrh4 y Pfrh5 en la cepa FCB2 de P. falciparum.  

 

5.1.2. Variables dependientes 

Perfil transcripcional de los ocho genes involucrados en invasión a eritrocito de la cepa 

FCB2 de P. falciparum. 

 

5.4. Cultivo de parásitos 

 

Teniendo en cuenta la metodología propuesta por Trager y Jensen83, las cepas FCB2 y 

3D784 (cepa control) fueron cultivadas con eritrocitos O+, procedentes de sangre 

periférica de personas sanas, en medio RPMI 1640 suplementado con  10% de plasma, 

25ul de hipoxantina 0,1M (sigma), 25ul de HEPES 1M (sigma) y 250ul de gentamicina 
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50ug/mL (invitrogen), y se mantuvieron en una atmósfera de O2 al 5%, CO2 al 5% y N al 

90% a 37°C, con cambios de medio cada 48 horas. 

  

Para la sincronización de los cultivos, se utilizó sorbitol (sigma) al 5%, siguiendo la 

metodología recomendada por Radfar85 cuando la mayoría de parásitos se encontraban 

en estadio de anillo de 6 horas, buscando así obtener esquizontes aproximadamente a 

las 40 horas posteriores (figura 5). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

5.5. Extracción de ARN, ADNg y síntesis de ADNc 

 

A partir del cultivo sincronizado de parásito, a una parasitemia de 3 a 5% en estadio de 

esquizonte, se tomaron alícuotas con el fin de extraer ácidos nucleicos. Los eritrocitos 

parasitados fueron lisados utilizando Saponina (sigma) al 0,2% en tampón fosfato salino 

Figura 5. Estadios de P. falciparum durante el ciclo eritrocitario 

(Tomado de Radfar et al, 2009)   
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(PBS). El ARN total de los mismos, se extrajo mediante el método de TRIzol™ LS 

Reagent (Invitrogen) y el método Fenol-Cloroformo, o mediante la utilización del kit 

ISOLATE II RNA/DNA/Protein (Bioline), con el cual también se extrajo ADNg, siguiendo 

las instrucciones del fabricante86; las muestras de ARN fueron tratadas con el kit DNase 

I amplification grade (Invitrogen) para digerir el ADNg contaminante y a partir de estas se 

realizó la síntesis de ADNc con el kit SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante87 y sometiéndola a un ciclo térmico de 50°c 

durante 50 minutos y 85°c por 5 minutos. 

 

Todo el material genético obtenido se cuantificó mediante espectrofotometría, utilizando 

la placa μDrop™ Plate (Thermo Fisher Scientific) en el espectrofotómetro Multiskan 

Go (Thermo Fisher Scientific) a una longitud de onda (λ) de 260nm. Para determinar la 

pureza de estos, se dividió la absorbancia (A) Aλ260nm entre Aλ280nm  y para detectar 

posibles contaminantes provenientes del proceso de extracción se dividió Aλ260nm entre 

Aλ230nm
88. 

 

5.6. Estandarización de la técnica RT- qPCR  

 

6.4.1. Diseño de cebadores y sondas 

Los cebadores y sondas para los 8 genes de estudio, fueron diseñados con el software 

Primer3Web (https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm), teniendo 

como referencia, la secuencia genómica de la cepa 3D7 de P. falciparum obtenida de 

https://protists.ensembl.org/index.html; las secuencias de los cebadores y sonda de 

PfAMA1 se hicieron a partir de lo reportado por  Nery en 200689; las secuencias obtenidas 

se muestran en la tabla 2.  

https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm
https://protists.ensembl.org/index.html
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6.4.2. PCR punto final 

Para determinar la efectividad y las concentraciones de cebadores requeridas para la 

amplificación de cada gen, se realizaron PCRs punto final utilizando la enzima GoTaq 

Probe qPCR Master Mix (Promega). Cada reacción contó con un volumen final de 10 ul, 

que corresponden a 5 ul de Master mix, cebadores a una concentración de 0,75 uM y 1 

ul de ADN (con una concentración de aproximadamente 100ng/ul). Las condiciones de 

termociclado fueron 95°C por 2 minutos para la denaturación inicial, 95°C por 15 

segundos para la denaturación en cada ciclo, 55°C por 1 minuto para el anillamiento, 

75°C por 30 segundos para la extención, 45 ciclos y 72°C por 2 minutos para la extensión 

final. Estos parámetros se determinaron teniendo como base el inserto de la enzima90. 

Para la electroforesis, se añadieron 5 ul de los productos de PCR obtenidos en cada 

pozo y se utilizaron 3ul del Marcador de Peso Molecular Hyperladder V (Bioline) como 

guía para determinar el peso de cada producto. La electroforesis se realizó en un gel de 

agarosa al 3% teñido con Sybr safe (invitrogen) con Tris Acetato-EDTA (TAE) 1X y se 

corrió en una cámara ENDURO™ Gel XL Electrophoresis System (Labnet Inc.) a 120V 

Tabla 3.    Secuencia de los cebadores y sonda con su respectivo fluoróforo y 

apagador diseñados para cada gen. 
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por 20 minutos. Las bandas obtenidas fueron observadas en un fotodocumentador 

MiniBis (DNR Bio-Imaging Systems). 

 

6.4.3. qPCR 

La concentración necesaria de cada sonda y la temperatura óptima para obtener curvas 

de amplificación, se determinó mediante qPCR. Se siguió un protocolo similar al utilizado 

para realizar la PCR punto final, más la adición de sonda a una concentración de 0,5M. 

Las condiciones de termociclado fueron las mismas que para la PCR punto final, pero en 

este caso se utilizó el termociclador CFX real-time PCR (Bio-rad) para observar la 

amplificación en tiempo real mediante el Software CFX Maestro (Biorad) (Anexo 1).  

 

6.4.4. Medición de la expresión transcripcional de los genes 

Para la medición de la expresión transcripcional de los ocho genes mediante RT-qPCR, 

se elaboraron curvas de calibración para cada gen, incluido el normalizador (Pfama-1), 

utilizando diluciones seriadas 1:5, 1:10, 1:100, 1:250 Y 1:500 del ADNg de FCB2 y 3D7 

a partir de una concentración inicial de aproximadamente 100ng/ul. El ADNc de 3D7 se 

utilizó como control positivo, la muestra objeto de estudio fue el ADNc de FCB2. Cada 

experimento se hizo por triplicado (Anexo 2). 

 

6.4.5. Análisis de datos 

Para determinar la expresión de cada gen, se tuvieron en cuenta las eficiencias de 

reacción y R2 obtenidos para cada curva de estandarización, utilizando el software CFX 

Maestro Software (Biorad) para verificar que todos los datos obtenidos fueran 

comparables entre ellos; luego de esto, se utilizó el método ΔΔCt
 72 en el cual se calcula 

la expresión relativa de cada gen en comparación al gen normalizador (Pfama-1). Los 

resultados obtenidos se graficaron en diagramas de barras en Excel, para facilitar la 

interpretación de los mismos.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Cuantificación de las muestras de ADN 

 

Se determinó la concentración y la calidad del material genético extraído (ADNg y ADNc) 

de las cepas FCB2 y 3D7 mediante espectrofotometría, la cual se basa en la capacidad 

de absorbancia de la muestra. Por cada muestra se obtuvieron aproximadamente 30ul 

de material genético y para la cuantificación se utilizaron 2ul. En las tablas 4 y 5 se 

observa la concentración y calidad de cada una de las muestras de ADNc y ADNg 

utilizadas para los experimentos siguientes. 

  

 

Tabla 4. Concentración y calidad de las muestras de ADNc 

obtenidas de las cepas FCB2 y 3D7 

Tabla 5. Concentración y calidad de las muestras de ADNg 
obtenidas de las cepas FCB2 y 3D7  

260/230 260/280

FCB2 1 99,1 1,67 0,86

FCB2 2 149,8 1,69 0,34

3D7 1 96 1,55 1,03

3D7 2 135,2 1,71 0,68

Cepa
Concentración 

ng/ul

Calidad

260/230 260/280

FCB2 1 19,3 1,33 0,24

FCB2 2 6,3 2,62 0,19

3D7 1 2,8 2,5 0,02

3D7 2 5,6 2,35 0,5

CalidadConcentración 

ng/ul
Cepa
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Un ADN con pureza optima debe tener un valor 260/280 entre 1,8 a 2.0, en este caso, 

todas las muestra presentaron un valor inferior, lo que indica una posible contaminación 

con fenoles y/o proteínas; con respecto al cociente 260/230, el valor para considerar puro 

un ADN se encuentra entre 1,5 a 2,2, rango en que casi todas las muestras se 

encontraron, lo que descarta contaminación por sales o carbohidratos88. 

 

6.2. Electroforesis de los genes de los genes pertenecientes a las familias PfRh y 

PfEBA 

 

La presencia de los genes Pfeba175, Pfeba140, Pfeba181, Pfrh1, Pfrh2a, Pfrh2b, Pfrh4 

y Pfrh5 y su transcripción en esquizontes de la cepa FCB2 se determinó mediante RT– 

PCR, usando cebadores específicos para cada uno. Para todos los genes se obtuvieron 

productos superiores a 100pb, siendo Pfeba140 el producto con mayor peso molecular 

como se observa en la figura 6. En el anexo 3 se observa la electroforesis obtenida para 

el control 3D7. 

Los genes Pfeba181, Pfrh1 y Pfrh2a presentaron bandas de mayor intensidad a 

comparación de las otras, lo que en un principio puede significar una mayor transcripción 

de estos genes con respecto a los demás. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia Pfeba y Pfrh y 
Pfama-1 en ADNc de FCB2 
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6.3. PCR tiempo real 

 

En primer lugar, se estandarizó la concentración de sonda requerida para cada uno de 

los genes a amplificar. Todos los genes presentaron una buena señal de amplificación 

con una concentración de 0,5 uM, de sonda; además, se pudieron realizar q-PCR dúplex 

amplificando genes con sondas de espectros diferente (Cy5 y FAM), en una misma 

reacción con un volumen final de 15 uL (Figura 7). 

Luego de esto, se realizaron diluciones seriadas de ADNg de FCB2 1:10, 1:100, 1:250 y 

1:500 por triplicado para cada uno de los genes a estudiar para poder elaborar curvas de 

estandarización como se observa en las figuras 8-10. 



 
 

44 
 

 

Figura 7. Estandarización de sondas para cada uno de los genes de estudio incluyendo el gen 
normalizador con su respectivo control negativo. A) Pfeba175 (Cy5). B) Pfeba140 (Cy5). C) Pfeba181 
(Cy5). D) Pfrh1 (Cy5). E) Pfrh2a (FAM). F) Pfrh2b (FAM). G) Pfrh4 (FAM). H) Pfrh5 (FAM). I) Pfama-1(HEX). 
Los genes Pfrh2a y Pfeba181 se amplificaron simultáneamente en una PCR dúplex con volumen final de 
15ul. 
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Figura 8. Curvas de estandarización para los genes de la familia Pfeba. A) Curva de estandarización para el gen 
Pfeba 175 (Cy5). E=72,9. R2=o,834. B) Curva de estandarización para el gen Pfeba140 (Cy5). E=73,1. 
R2=0,927. C) Curva de estandarización para el gen Pfeba181 (Cy5). E=50,5. R2=0,966 
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Figura 9. Curvas de estandarización de los genes de la familia Pfrh. A) Curva de estandarización para el gen 
PfRh1. E=76,2%. R2=0,93. B) Curva de estandarización de Pfrh2a. E=76,5%. R2=0,72. C) Curva de 
estandarización de Pfrh2b. E=78,2%. R2=0,936. D) Curva de estandarización de Pfrh4. E=63,6%. R2=0,942. 
E) Curva de estandarización de Pfrh5. E=75,7%. R2=0,913. 
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6.4. Determinación del perfil transcripcional de cada gen  

 

Para determinar la expresión de cada uno de los 8 genes, se tuvo en cuenta que las 

eficiencias de todas las curvas de estandarización fueran similares, a continuación, se 

promediaron los diferentes Cts obtenidos de cada gen en los diferentes experimentos (3) 

y a estos se les restó el Ct promedio del gen normalizador (Tabla 5), los valores obtenidos 

se graficaron en un diagrama de barras en donde el 0 represente el valor Ct del gen 

normalizador (figura 11).   

Tabla 6. Expresión relativa de los genes pertenecientes a las familias Pfeba y Pfrh. Esta se calculó 
obteniendo la diferencia entre el Ct promedio obtenido para cada gen con el Ct obtenido del gen 
normalizador (Pfama-1). 

Figura 10. Curva de estandarización del gen normalizador Pfama-1. E=78.7%. R2=0,88. 

Genes Ct promedio

Expresión 

relativa

Pfeba175 24,755 3,085

Pfeba140 29,145 -1,305

Pfeba181 27,45 0,39

Pfrh1 25,46 2,38

Pfrh2a 28,01 -0,17

Pfrh2b 25,39 2,45

Pfrh4 27,5 0,34

Pfrh5 22,5 5,34

Pfama-1 27,84
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Figura 11. Expresión relativa de los genes pertenecientes a las familias PfEBA y PfRh con 
respecto al gen normalizador PfAMA1 
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7. DISCUSIÓN 

 

FCB2 es una cepa de Plasmodium falciparum autóctona de Colombia que se ha utilizado 

como referente en múltiples estudios investigativos tanto nacional como 

internacionalmente11–13,21; sin embargo, no se ha realizado una caracterización completa 

de esta cepa. El presente estudio, es el primero en aproximarse a la caracterización 

transcripcional enfocado a la fase de invasión intraeritrocitaria por medio de la 

determinación de la expresión de los genes involucrados en la invasión por vías alternas 

del parásito al eritrocito.  

En primer lugar, para el desarrollo de este trabajo fue necesaria la estandarización de la 

técnica molecular RT-qPCR, lo cual implicó el mayor desafío, ya que, para esta, es 

necesaria la elección de un kit comercial que se adapte correctamente a las necesidades 

de la investigación. Para este caso fueron probadas varias enzimas diferentes, tanto 

individuales como en formato Master Mix; sin embargo, el kit GoTaq ® Probe QPCR 

Master Mix de Promega fue el que mejor resultados arrojó, ya que a diferencia de las 

demás, con este se logró obtener una buena amplificación de cada uno de los genes, en 

un periodo de tiempo más corto, por lo que fue el kit utilizado para el resto del estudio. 

Por otro lado, el diseño de cebadores para el caso de P. falciparum implica una dificultad 

ya que es bien sabido, que posee un genoma rico en Adenina (A) y Timina (T)91, por lo 

que los cebadores elegidos para cada gen fueron diseñados teniendo en cuenta dichas 

condiciones.  

Seguido a esto, se procedió a realizar la qPCR con ADNg buscando obtener la 

amplificación en tiempo real de cada gen mediante el uso de sondas TaqMan, ya que 

proporcionan resultados más confiables al ser más específicas que otras sustancias 

como lo son los intercalantes de ADN.  

El paso a seguir fue la realización de curvas de estandarización con ADNg para cada 

uno de los genes, un punto clave para la determinación del perfil transcripcional de estos. 

Para esto, se utilizó ADNg obtenido de diferentes cultivos de parásitos de la cepa FCB2. 

Cabe resaltar que una de las mayores dificultades durante este proceso fue la no 
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obtención de curvas con R2 ideales (es decir un valor mínimo de 0,96), además de una 

baja eficiencia de reacción (E), causada especialmente por la diferencia entre los valores 

Ct obtenidos entre las réplicas de cada punto de la curva de estandarización, esto debido 

a posibles errores de pipeteo o la baja calidad de las muestras de ADN utilizadas, lo que 

produjo que la técnica tuviera una baja reproducibilidad; no obstante, la mayoría de 

eficiencias obtenidas en cada curva fueron muy similares, por lo que aun así se prosiguió 

con el estudio, sin embargo, es necesario continuar con el trabajo de estandarización, en 

búsqueda de obtener mejores eficiencias de reacción y R2 con el objetivo de obtener 

resultados reproducibles.  

Se hicieron varios ensayos donde se amplificó el ADNc de la cepa FCB2 junto a las 

diluciones seriadas de ADNg; a partir de estos ensayos, para cada gen se obtuvieron 

diferentes Cts con valores similares, los cuales se promediaron para obtener un valor Ct 

único, para luego ser normalizado con el gen PfAMA-1 (tabla 6), obteniendo así una 

expresión relativa de cada gen con relación a PfAMA-1, la cual se graficó en un diagrama 

de barras (figura 11).  

Al ser el primer estudio en aproximarse a la caracterización del perfil transcripcional de 

estos genes en la cepa FCB2, no es posible comparar los resultados obtenidos con otros 

estudios, sin embargo se puede comparar la estandarización de la técnica Rt-qPCR, ya 

que es una técnica que se ha utilizado en varios estudios de expresión de estos genes 

en particular, especialmente en la cepa 3D77,32, Dd234 y aislados clínicos6,12,60,75. En 

todos estos casos, el protocolo de estandarización ha sido muy similar desde el cultivo, 

la extracción de ARN y la síntesis del  ADNc; se ha utilizado una cuantificación relativa a 

un gen normalizador mediante el método Δ ΔCt, siendo PfAMA-1 previamente utilizado 

para este propósito en los estudios de Nery et al89 y Gomez-Escobar et al92, además, en 

algunos de estos, también se optó por la utilización de sondas tipo TaqMan32,92. Por otra 

parte, las condiciones de termociclado utilizadas en este estudio son muy similares a las 

utilizadas en los estudios ya mencionados, siendo el diseño de los cebadores y la 

utilización de diferentes tipos de Taq Polimerasas la diferencia más significativa entre el 

presente y los estudios previos, lo que se puede ver reflejado en la variación de eficiencia 

y reproducibilidad de la técnica.   
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En la figura 11 se observa el resultado final al que se quería llegar en este estudio, es 

decir, el perfil transcripcional de los genes involucrados en la invasión a eritrocito que 

presentan los merozoitos de la cepa FCB2 de P. falciparum. A partir de esto, se puede 

empezar a develar la ruta de invasión que utiliza esta cepa; en primer lugar, se observó 

una mayor transcripción de los genes pertenecientes a la familia PfRh a comparación de 

los pertenecientes a la familia PfEBA, lo que en un inicio puede indicar que esta cepa 

invade en una ruta independiente de ácido siálico por ende, resistente a la 

neuraminidasa, como es el caso de la cepa 3D7; el resultado obtenido es comparable y 

concordante con el estudio realizado por Lopez-Perez y colaboradores12, en donde se 

caracterizó el fenotipo de invasión de 6 aislamientos colombianos, de los cuales 5 eran 

resistentes a la neuraminidasa, lo que puede significar que FCB2 es un buen referente 

de P. falciparum en el país al tener un comportamiento similar a los aislados estudiados.  

Cabe destacar que la alta transcripción de un gen no significa siempre una traducción 

proporcional o simplemente que haya traducción (como es el caso de los pseudogenes 

PfRh339,93 y PfEBA16556,89), así que a pesar de que exprese los 8 genes analizados en 

el presente estudio, no significa que todos se traduzcan en la misma cantidad; por esto 

mismo, con este trabajo no se puede determinar con exactitud cuál es el fenotipo de 

invasión de esta cepa si no simplemente hacer una aproximación mediante la 

determinación de los genes que se expresan en mayor cantidad, por lo que es necesario, 

complementar este trabajo con ensayos de invasión de esta cepa a eritrocitos tratados 

con neuraminidasa, tripsina y quimotripsina mediante métodos como la citometría de 

flujo.  

Como se ha mencionado ya, la redundancia funcional de las proteínas que traducen 

estos genes, permite al parásito adaptarse a las condiciones del hospedero, además de 

evadir la respuesta inmune, silenciándolos y activándolos mediante mecanismos 

epigenéticos77, por lo que es probable que la cepa FCB2 sea un ejemplo de la adaptación 

de P. falciparum no solamente a un hospedero en particular si no en general a la 

población colombiana. A futuro, sería ideal realizar análisis comparativos no solamente 

con cepas de referencia de otras zonas endémicas de malaria, si no con aislados 

obtenidos de diferentes regiones de Colombia, determinando el fenotipo de invasión de 
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cada uno de estos, para poder establecer si los fenotipos de FCB2 y los aislados se 

correlacionan y verdaderamente esta cepa puede ser un buen referente de P. falciparum 

en Colombia. Así mismo, se pueden realizar estudios poblacionales en zonas endémicas 

del país, para correlacionar el comportamiento fenotípico de esta cepa con las 

características propias de la población colombiana, siempre con miras a desarrollar 

mecanismos de control y erradicación de la enfermedad para disminuir los casos de 

morbilidad y mortalidad en el país.   
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8. CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo, se estandarizó la técnica RT-qPCR para los ocho genes de 

estudio, sin embargo, es necesario optimizar la técnica para obtener resultados 

reproducibles. 

Mediante la técnica RT-qPCR, se pudo determinar que efectivamente, en los merozoitos 

de la cepa FCB2 se transcriben todos los genes de estudio, al igual que lo hacen los 

merozoitos de otras cepas como 3D7, (utilizada en este caso como control positivo), lo 

que confirma que estos genes son usados por la cepa conjuntamente para la invasión 

exitosa del merozoito al glóbulo rojo, además de esto, se observó que algunas bandas 

eran más fuertes que otras y que hay Cts inferiores a otros, lo que indica que no todos 

los genes se expresan de igual manera.  

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, en donde se observó un predominio 

los genes pertenecientes a la familia Pfrh en comparación a Pfeba, se puede comenzar 

a indagar que esta cepa invade en una vía independiente de ácido siálico, hipótesis que 

puede ser confirmada con ensayos de invasión a eritrocitos tratados enzimáticamente.  
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1. Determinación de la concentración y la temperatura optima de amplificación para las sondas de 
cada uno de los genes 
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Anexo 3. Electroforesis de los genes pertenecientes a la familia PfEBA y PfRh y PfAMA-1 en ADNc de la 
cepa 3D7 de P. falciparum.  

  

Anexo 2. Montaje de placas para la cuantificación de los genes pertenecientes a la familia Pfeba y PfRh en ADNc más las 
diluciones seriadas de ADNg para cada gen. A) Montaje de la placa 1: genes PfRh (fluoroforo FAM) más Pfama-1(fluoroforo 

HEX). B) Montaje de la placa 2: genes PfEBA más PfRH1 (fluoroforo FAM) más Pfama-1 (fluoroforo HEX). 
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