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lA malaria

P. falciparum
P. vivax

Orden: Haemosporida

Familia: Plasmodiidae

Género: Plasmodium

Introducción
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- Complicaciones clínicas
- Resistencia

- Determinantes de la salud

- Enfermedad tropical
- Transmisión por vector

- Parásito

Ousmane, 2005.     

P. vivax mayor distribución mundial y 
adaptabilidad a temperaturas

Dificultad cultivo 
continuo de P. vivax

P. berghei
P. yoelii

Péptidos de P. yoelii 
caracterizados 
previamente



Introducción

World Malaria report 2021

OMS
241 MM de casos 

reportados
627.000 muertes

INS-SIVIGILA
76.958 casos 

reportados
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Regiones con uno o 
más casos transmitidos 

dentro del territorio

Países con cero casos 
de malaria durante 
más de tres años

Países declarados 
libres de malaria 

después del 2000

Países con cero 
casos entre 

2018 - 2020

Poblaciones con 
determinantes de salud 

deficientes

Departamentos con  mayor 
incidencia de casos: Chocó, 
Nariño, Córdoba, Antioquia. 



DIAGNóSTICO DE LA MALARIA

Fiebre

SINTOMATOLOGÍA PRUEBAS RÁPIDAS MICROSCOPÍA

Introducción
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Procedencia 
área 

endémica

Escalofríos

Náuseas y 
vómito

Gota gruesa

Extendido de 
sangre periférica

Técnica diagnóstica 
de referencia

Zonas de difícil 
acceso y 

condiciones



CICLO DE VIDA Introducción

Infección

Hígado

Esporozoitos

Merozoitos libres
Merozoitos en 

hepatocitos

Ciclo exo-eritrocítico

Liberación esporozoitos

Transmisión

Ciclo esporogónico

Macrogametocito
Microgametocito

con flagelo

Ooquineto

Cigoto

Ooquiste

Trofozoítos

Trofozoítos 
inmaduros (Anillos)

Gametocitos

Esquizontes
Ciclo eritrocítico

Glóbulo rojo
infectado
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Ama - 1
Introducción

5Cowman, 2012.     

merozoito

Binding of Plasmodium merozoite proteins RON2 and AMA1 triggers commitment to invasión, 
Srinivasan P.

AMA-1 proteína esencial invasión merozoito. 
Involucrada en respuesta inmune.



HIPÓTESIS
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¿Podrán los péptidos derivados de regiones conservadas de PyAMA-1
unirse de forma específica in vitro a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II de ratón, y a su vez inmunogénicos?

Los péptidos derivados de regiones conservadas de PyAMA-1 tienen características para ser candidatos
a formación de quiméricos con futura sintesis y evaluación de respuesta inmune en modelo murino.



GENERAL

Optimizar péptidos quiméricos derivados de la proteína AMA-1 de Plasmodium 
yoelii para el anclaje a moléculas H2-IEd de ratón

1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones 
conservadas de la proteína AMA-1 de P. yoelii

2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteína 
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unión a molécula H2-IEd

3. Diseñar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de 
unión a H2-IEd

Objetivos

específicos 
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2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteína 
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unión a molécula H2-IEd

3. Diseñar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de 
unión a H2-IEd



BALB/c 6-8 
semanas

Mantenimiento biomodelo - antigenicidad

GRp P. yoelii 
17XNL

Revisión 
parasitemias Seguimiento síntomas

Cultivo parásito
AntigenicidadMicroscopía de 

fluorescencia

Metodología 1º objetivo

Sueros ratones 

Péptidos

+
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Esplenectomía – Cortes histológicos 
– Tinción H&E

Sincronización con 
sorbitol



Carlton J, 2002.    - Taylor H, 2001.

Resultados Parasitemias
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El curso de la infección con P. yoelii 17XNL fue óptimo y valida la eficiencia del biomodelo murino 
empleado.

Imagen de microscopía al realizar 
las parasitemias

Objetivo en microscopio: 100x
Tinción: Giemsa  

R= Ratón



Yong Fu, 2012.

Resultados Cortes histológicos
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A. Bazo de ratón sano. B. Bazo de ratón con parasitemia 20%. C. Eritroblasto con formas parasitarias intracelulares.

Daño relacionado a infiltración masiva de células del sistema inmune. 

Cambios propios de la coalescencia entre pulpa roja y blanca en infección por Py17XNL



González Azcárate, 2013

Resultados Cultivo de parásito
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ANILLOS (trofozoítos jóvenes) Trofozoítos maduros ESQUIZONTES

Duración de ciclo completo 18 horas aprox. 

Esquizontes desde 16 hrs – hasta 20 hrs

Trofozoítos desde 12 hrs – hasta 14 hrs

Anillos a partir de 2 hrs – hasta 8 hrs.

Establecimiento de patrón para mantenimiento in vitro del parásito (Ensayos con formas específicas)

Objetivo en microscopio: 100x
Láminas de naranja de acridina 



De Jesús R, 2006.

Resultados Antigenicidad
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Antigenicidad relacionada a parasitemias en el 
momento de sangría, ratón 1 con mayor reactividad

Péptidos 42904 y 42898 con mayor 
reconocimiento en el ensayo ELISA leído a 450 nm 

Reactividad antigénica por ratón

Reactividad antigénica por péptido

P. yoelii

R= Ratón
C= Control



1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones 
conservadas de la proteína AMA-1 de P. yoelii

2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteína 
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unión a molécula H2-IEd

3. Diseñar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de 
unión a H2-IEd

Objetivos

específicos 
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Cultivo celular PAI

Metodología 2º objetivo

Acople resina 
Sefarosa

UniónCitometría

Obtención Anticuerpo

Técnicas de 
inmunodetección

Cuantificación 
molécula

Obtención molécula y anticuerpo - Unión
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Purificación MHC II

Sangre periférica 
humana

Ficoll – hypaque
Obtención PMNs

Cultivo celular 
HB55



González Dumar, 2014.

Resultados Citometría
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Se evidencia identidad del Anti – DR obtenido y su reconocimiento en sistema murino promoviendo su 
utilidad en investigación.

A. Reconocimiento de células humanas presentadoras de Ag 
por Anti-DR. (19.8%)

B. Reconocimiento de células PAI con expresión MHC por 
Anti-DR. (94.9%)



Resultados Purificación CMH

16

Dot Blot de fracciones recolectadas en proceso de purificación

A. Western blot y B. Tinción de Coomassie de cada purificación 
realizada en columna de sefarosa.

Reconocimiento de la molécula por Anti-DR 
específico y  peso 180kDa.

Se purificó un total de 1.164 mg de molécula CMH 
II en 3 purificaciones.

Kappler, 1983     - Klein, 1979.



Rodríguez J, 2010.

Resultados Unión Péptidos - CMH 
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42910 y 42681 péptidos con mayor unión a CMH.

Unión en péptidos quiméricos dependerá del 
epítopo T artificial.

Se espera aumento de unión al evaluar los 
constructos



1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones 
conservadas de la proteína AMA-1 de P. yoelii

2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteína 
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unión a molécula H2-IEd

3. Diseñar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de 
unión a H2-IEd

Objetivos

específicos 
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Robusto análisis 
bioinformático

Metodologìa 3º objetivo

Elección quiméricos con 
criterios de interés

PÉPTIDOS QUIMÉRICOS

Diseño epítopo T
Articulación epítopo B

Previa evaluación 
de características 
- Antigenicidad
- Unión a CMH.

Dimerización péptidos
Diseño estructura 

bidimensional constructos 
finales (6).

19



Metodologìa 3º objetivo
PÉPTIDOS QUIMÉRICOS ANÁLISIS in vitro
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6

6 péptidos quiméricos 
seleccionados

d

42681-n(262)/-c(5)   - 42903-n(68)/-c(15)     - 42904-n(181)/-c(15)



Resultados Criterios de selección

21

Características de los 6 constructos seleccionados a partir de 45 péptidos pre-seleccionados.
Porcentajes de subestructuras – Rangos de elución de peptidoma y afinidad de unión. 

Porcentajes altos de Coil resultan favorables al sugerir un acople más estable con CMH.

Rangos de elución y de unión correspondientes a su proceso de síntesis.



Resultados Constructos 1 - 2
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A42681_S2DA42681_S1D

Porcentaje correspondiente a hélice mayor al 
ideal Porcentaje alto de coil infiere un reconocimiento 

más estable con molécula CMH.
Sugiere dificultad en el reconocimiento



Patarroyo MA, 2015.

Resultados Constructos 3 - 4
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A42903_S2DA42903_S1D

Subestructura predominante de coil, sugiere linealidad en la conformación del péptido con 
presencia de poliprolinas

Sugiere reconocimiento estable 



Resultados Constructos 5 - 6
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A42904_S2DA42904_S1D

Porcentaje menor correspondiente a hélice
Porcentaje alto de hélice interfiere el 
reconocimiento con molécula CMH.Presencia de giros aleatorios según la posición de 

los residuos.



Suplementarias
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Perfil de unión de péptidos quiméricos a 
moléculas H2-IEd

● Péptido con mejor perfil 
de unión 42681

● Incremento 55,76% 
comparado a nativo.



CONCLUSIONES

● La antigenicidad presentada por cada péptido al estar en contacto con el suero de
cada ratón es directamente proporcional a la parasitemia presentada por el
individuo en el momento del sacrificio.
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● Se obtuvieron 6 constructos que garantizan la metodología implementada para
el desarrollo de péptidos quiméricos.

● La unión presentada de los péptidos al H2-IEd demuestra la necesidad de
realizar modificaciones adicionales para mejorar su perfil de unión.

● Estos resultados están incluidos en un artículo próximo a
publicación en la revista Frontiers.



recomendaciones

● Continuar con la síntesis de los péptidos quiméricos optimizados, realizar pruebas de seguridad
para su uso in vivo y evaluar la respuesta inmune generada tras la inmunización en modelo
murino.

● Realizar diseños adicionales in silico de péptidos derivados de regiones conservadas de diferentes
proteínas presentes en otras especies de Plasmodium spp., con la metodología implementada en
este proyecto para poder generar mayor número de candidatos a vacuna que puedan ser
evaluados.



¡GRACIAS!



SUPLEMENTARIAS



COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

CMH HUMANO CMH MURINO

Suplementarias

Localizado en el brazo corto
del cromosoma 6

Localizado en el cromosoma
17

Sistema HLA Sistema H-2

Región clase I
HLA A, B, C.

Ubicación:
Mayoría de células
nucleadas.

Región clase II
HLA DP, DR, DQ.

Ubicación:
Macrófagos, células
dendríticas, células B.

Región clase II
H2-IE, IA.

Ubicación:
Células presentadoras de
antígeno profesional.
Linfocitos B.

Región clase I
H2- K, D, L.

Ubicación:
Presentes en la
mayoría de células.



Suplementarias

A. Columnas 1 -2 patrón para curva 
de cuantificación 3-4 muestras con 

réplica.
B. Curva de cuantificación 

Curva aceptable

Validez del ensayo

Regresión lineal

Se purificó un total de 1.164 mg de molécula CMH



Suplementarias

Péptido problema (PP)

Evaluación de capacidad de Unión

Complejo CMH + 
Péptido problema + 
Péptido biotinado

Anticuerpo Anti - DR

Complejo CMH + 
Péptido control 
biotinado (PC)

Molécula CMH

1. Fijación Anti-DR,  2. Complejo CMH + PP + PC,  3. Marcaje con estreptavidina
4. Lectura



Fase pre-eritrocítica  
Fragmento PfCSP-

-

¿HAY Vacunas
para malaria?

-

RTS, S/AS01

Dirigida a 
merozoito -

FMP2.1/AS02

Proteína CSP –
Antígenos de virus 
Hepatitis B

R21

Eficacia limitada y 
variación significativa 

entre individuos.

Inmunogenicidad en 
modelo murino

No presenta 
porcentajes relevantes 

de eficacia

Suplementarias

Proteínas sintéticas con 
epitopes B y T. 

Sugieren mayor 
inmunogenicidad y 
diversidad alèlica

ENFOQUE 
INVESTIGATIVO



TÉCNICA DE COLORACIÓN malaria

TINCIÓN GIEMSA TINCIÓN FIELD

Suplementarias

1. Realizar extendido de
sangre y distribución de la
gota gruesa. Fijar.

2. Distribuir Giemsa 3% en toda
la lámina apoyada en
cristalizador. 30 a 45 minutos.

3. Lavar con agua
destilada. Observar al
microscopio.

GOTA GRUESA

1. Fijar lámina y
deshemoglobinizar con azul de
metileno.

2. Inmersión colorante A – B de
Field. 10 min.

3. Lavado agua a pH 7.2

FROTIS SANGRE PERIFÉRICA

1. Fijar con metanol.
2. Inmersión colorante A y B de

Field. 1 – 3 minutos.
3. Lavado agua a pH 7.2



EXFLAGELACIÓN microgametocito
Suplementarias

Ciclo de división del microgametocito

Infección
Liberación esporozoitos

Transmisión

Ciclo esporogónico

Macrogametocito
Microgametocito

con flagelo

Ooquineto

Cigoto

Ooquiste

Gametocitos

Producción 6 – 8 gametos móviles a
partir de microgametocito macho.



-

DIAGNÓSTICO MOLECULAR DE LA MALARIA

- PCR MÚLTIPLEX

PCR ANIDADA

Suplementarias

● Modificación a la PCR tradicional.
● Uso de dos pares de cebadores (dos procesos de PCR).
● Reducción de inespecificidades. 

● Uso de dos o más juegos de cebadores para la detección 
simultánea de más de una especie de Plasmodium spp.



PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA

Dimerización 

PRESENTACIÓN A 
LINFOCITOS T A PARTIR 

DE FAGOLISOSOMA.

Suplementarias

Evita que el péptido sea
reconocido por vía picnocítica.



Diseño y optimización de péptidos quiméricos Suplementarias



Diseño y optimización de péptidos quiméricos 



DISEÑO Y OPTIMIZACIÓN DE PÉPTIDOS QUIMÉRICOS 

91,75

8,25 3,3
0

20
40
60
80

100

> 5 ≤ 5 ≤ 4

Homología - Proteoma de Ratón

Suplementarias


