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RESUMEN 

La malaria o paludismo es una enfermedad de la que se \ene constancia desde la an\güedad. No 
obstante, a día de hoy es considerada como un problema grave en salud a nivel mundial. Esta 
enfermedad afecta sobre todo a regiones de África, América del sur y algunas zonas de Asia. La 
enfermedad es causada por protozoos parásitos del género Plasmodium, solo 6 especies son capaces 
de infectar a humanos. Las especies de mayor importancia son Plasmodium falciparum, por provocar 
la forma más grave de la enfermedad y Plasmodium vivax, por su gran distribución a nivel mundial. La 
malaria es transmi\da por mosquitos hembra del género Anopheles.  
Para tratar la enfermedad o prevenirla se usan fármacos an\palúdicos, pero en la actualidad el 
obje\vo fundamental es el desarrollo de una vacuna. Una de las vacunas con más éxito hasta el 
momento y que está aceptada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) es la vacuna basada en 
la proteína circumsporozoito (CSP) frente a P. falciparum. En P. vivax numerosos autores se están 
centrando en esta proteína como posible diana para una vacuna. Sin embargo, el gen que codifica 
esta proteína presenta diferentes variables alélicas en la región repe\da central y se han encontrado 
dos secuencias: Vk210 y Vk247, ampliamente distribuidas en aislados de P. vivax de varias áreas 
endémicas de malaria en todo el mundo. 
En el presente estudio se ha llevado a cabo la caracterización y análisis del gen csp de vivax tanto a 
nivel de secuencia de nucleó\dos como de aminoácidos para clasificar muestras de pacientes de 
malaria del sur de México. Estos estudios pueden ser ú\les en un futuro en el desarrollo de una 
posible vacuna frente a malaria. 

ABSTRACT 

Malaria is a disease that has been known since ancient \mes. Today, however, it is considered a 
serious global health problem. The disease mainly affects regions in Africa, South America and 
regions of Asia. The disease is caused by protozoan parasites of the genus Plasmodium. Only 6 
species are able to infect humans. The most important species are Plasmodium falciparum, which 
causes the most severe form of the disease, and Plasmodium vivax, because of its large distribu\on 
worldwide. Malaria is trasmined by female mosquitoes of the genus Anopheles. 
An\malarials drugs are used to treat or prevent the disease, but today the main goal is the 
development of a vaccine. One of the most successful vaccines accepted by the World Health 
Organisa\on (WHO) is the circumsporozoite protein (CSP)-based vaccine against P. falciparum. In P. 

vivax, many authors are focusing on this protein as a poten\al vaccine target. However, the gene 
encoding this protein has different allelic variants in the central repeat region and two sequences 
have been found: Vk210 and Vk247, widely distributed in P. vivax isolates from several malaria 
endemic areas worldwide. 
In the present study, characteriza\on and analysis of the vivax csp gene, both at the nucleo\de 
sequence and amino acid levels, was carried out to classify malaria pa\ent samples from southern 
Mexico. These studies may be useful in the development of a possible malaria vaccine in the future. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

1.1. Malaria. 

1.1.1. Generalidades. 

La malaria o paludismo es una enfermedad de la que se \ene constancia desde la an\güedad, sin 
embargo a día de hoy con\nua siendo uno de los principales problemas de salud pública a nivel 
mundial, a pesar de la gran can\dad de estrategias de control dirigidas contra el parásito y contra el 
vector. En 2019 la Organización Mundial de la Salud (OMS) no\ficó 229 millones de casos de malaria 
en todo el mundo y 409 000 muertes (Organización Panamericana de la Salud /Organización Mundial 
de la Salud, 2020). Las actuaciones frente a esta enfermedad en las úl\mas décadas disminuyeron de 
forma notable el número de casos y muertes a nivel mundial, sin embargo desde 2014 se ha 
observado un estancamiento en algunas regiones. La enfermedad es propia de las regiones tropicales 
y subtropicales, en los úl\mos 100 años ha conseguido erradicarse de los países templados. Es una 
parasitosis transmi\da por mosquitos hembras del género Anopheles (Nkumama et al., 2017), de los 
que existen más de 400 especies pero solo 30 de ellas pueden transmi\r la enfermedad  
(Organización Panamericana de la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020). La incidencia de la 
malaria depende de condiciones ambientales y socioeconómicas y está ín\mamente ligada a la 
pobreza, los desastres naturales y la guerra (Ashley et al., 2018). Las predicciones para el futuro sobre 
el efecto del cambio climá\co en la distribución mundial de la malaria varían, pero han sugerido que 
la población en riesgo de malaria aumentará, en par\cular en las áreas de las \erras altas tropicales 
(Caminade et al., 2014).  

El agente responsable de la malaria es un protozoo parásito perteneciente al género Plasmodium, del 
que existen más de 100 especies que parasitan rep\les, aves, mamíferos o roedores aunque sólo 6 
infectan a humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi, P. ovale curCsi y P. ovale wallikeri 

(Garnham, 1966; Singh et al., 2021). 

P. falciparum es la especie que causa la forma más grave de la enfermedad (Garrido-Cardenas et al., 
2019). Afecta fundamentalmente al con\nente africano (93%) donde en 2019 se produjeron 213 
millones de casos. Más del 50% de las infecciones de malaria a nivel mundial se dan en sólo 6 países 
(Figura 1): Nigeria, con un 25% de los casos; República Democrá\ca del Congo, con un 12% de casos; 
Uganda, con un 5% de casos; Mozambique, con un 4% de casos; Costa de Marfil, con un 4% de casos 
y Nigeria, con un 4% de casos (Organización Panamericana de la Salud /Organización Mundial de la 
Salud, 2020). 

P. vivax  presenta una gran distribución geográfica: América La\na, Oriente Medio, sur y sudeste de 
Asia, África y Oceanía (Garrido-Cardenas et al., 2019). A nivel mundial P. vivax provoca el 3,3% de las 
infecciones (Organización Panamericana de la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020). 
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P. malariae y P. ovale se encuentran en África y suroeste de Asia (Ashley et al., 2018). P. ovale  se 
encuentra en menor porcentaje que las especies anteriores (Kotepui et al., 2020). P. knowlesi puede 
ser observada principalmente en Asia y en el Oeste Africano (Ashley et al., 2018). P. knowlesi durante 
décadas se confundió con P. malariae, por su similitud morfológica que los hacía indis\nguibles en la 
observación microscópica. Los avances en las técnicas moleculares de diagnós\co permi\eron 
separarlos y se ha podido comprobar que, en efecto, P. knowlesi, un plasmodium propio de simios en 
el sudeste asiá\co, es el responsable de provocar, en los úl\mos años, brotes de malaria humana 
(Cox-Singh & Singh, 2008). Esto ha planteado un nuevo escenario de la malaria como zoonosis (Millar 
& Cox-Singh, 2015) lo que supone un desa]o en el control de esta enfermedad. Otras especies de 
Plasmodium de primates no humanos, por ejemplo, Plasmodium cynomolgi en el sudeste de Asia y 
Plasmodium brasilianum y Plasmodium simium en América del sur, pueden también transmi\rse a los 
humanos, habiéndose registrado ya algunos casos, lo que refuerza la idea de una malaria zoonó\ca 
(Lalremruata et al., 2015; Ramasamy, 2014). 

 

Figura 1: Porcentaje de infectados en cada país sobre el total de infectados (Organización 
Panamericana de la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020). 

La población más vulnerable son los niños, especialmente los menores de 5 años (67% de las muertes 
de malaria en el mundo) y las mujeres embarazadas (Organización Panamericana de la Salud /
Organización Mundial de la Salud, 2020). 

Los síntomas de esta enfermedad son inespecíficos y se pueden confundir con una gripe (fa\ga 
muscular, fiebre, dolor de cabeza, vómitos, ictericias…). La fiebre es el síntoma más representa\vo de 
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la enfermedad y los síntomas pueden ir desde dolor de cabeza leve hasta complicaciones graves 
(Bartoloni & Zammarchi, 2012). Las manifestaciones más comunes del paludismo grave son 
paludismo cerebral, lesión pulmonar aguda, que puede progresar a síndrome de dificultad 
respiratoria aguda (hasta en un 25% de los casos), lesión renal aguda, que generalmente se presenta 
como necrosis tubular aguda y acidosis (Bartoloni & Zammarchi, 2012; Organización Panamericana de 
la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020; Taylor et al., 2012). 

Tradicionalmente el diagnós\co de la enfermedad se ha hecho por microscopía óp\ca, en este \po 
de diagnós\cos se realizan fro\s sanguíneos teñidos (se usan los colorantes de Giemsa, Wright o Field 
(Warhurst & Williams, 1996)). La calidad de este método no suele ser suficiente, el diagnós\co suele 
ser erróneo en cuanto a la especie (Nkumama et al., 2017). En la actualidad, la u\lización de técnicas 
moleculares como la PCR permiten iden\ficar las diferentes especies de Plasmodium con un alto 
grado de sensibilidad. Sin embargo, debemos tener en cuenta que este \po de técnicas requieren de 
personal y material especializado, lo que dificulta su u\lización en áreas donde la malaria es 
endémica, ya que sus recursos son limitados (Johnston et al., 2006; Thomas & Mar\n, 2002). 

1.1.2. Ciclo de vida de Plasmodium. 

El ciclo de vida de Plasmodium es muy complejo y está compar\do entre vertebrados y las hembras 
del mosquito Anopheles (Figura 2). En el ciclo se consideran dos fases una en el hospedador 
vertebrado (fase asexual) y otra en el invertebrado (fase sexual). En el vertebrado el parásito posee 
una fase hepá\ca (fase exoeritrocí\ca) y una sanguínea (fase intraeritrocí\ca) (Ejigiri & Sinnis, 2009; 
Garrido-Cardenas et al., 2019). 

Figura 2: Ciclo de vida de Plasmodium (Lopez Tricas, 2012). 
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El ciclo de vida comienza con la picadura del mosquito hembra Anopheles infectado (Figura 2). El 
mosquito inocula de 100 a 200 esporozoitos en el huésped vertebrado mientras se alimenta. Los 
esporozoitos pueden permanecer en la piel un máximo de 3 horas. Estos esporozoitos a través del 
torrente sanguíneo llegan al hígado en un \empo de aproximadamente 30 minutos (Cirimo\ch et al., 
2010; Ejigiri & Sinnis, 2009). 

Los esporozoitos poseen una proteína que se unirá a receptores específicos de membrana del 
hepatocito. En el interior de este maduraran hasta esquizontes, mul\plicándose (esquizogonia 
exoeritrocí\ca o hepá\ca) y produciendo merozoitos. Este proceso \ene una duración entre 2 y 14 
días (Hall et al. 2005). Una de las caracterís\cas más importantes de P. vivax y P. ovale es que en el 
hepatocito forman hipnozoitos o esquizontes durmientes, es decir, formas latentes del protozoo. 
Cuando pasa un \empo de 6 a 11 meses se pueden ac\var y producir la enfermedad de nuevo 
(Markus, 2011). 

Seguidamente, se forma el trofozoito cuando el merozoito entra en el glóbulo rojo. Las 
formas más jóvenes del trofozoito \enen forma de anillo, maduran en 24-72 horas, pierden 
la morfología de anillo y se forma el esquizonte. Los merozoitos son expulsados al torrente 
sanguíneo tras la rotura celular. Los glóbulos rojos son invadidos por los merozoitos y estos 
\enen la capacidad de replicarse asexualmente (esquizogonia eritrocí\ca). Cuando el glóbulo 
rojo se rompe los merozoitos son liberados pudiendo infectar a otros glóbulos rojos que se 
encuentren en el entorno (Gilson & Crabb, 2009; Silvie et al., 2008). 

Algunos trofozoitos intraeritrocitarios maduran en formas sexuadas y son llamados 
gametocitos. El mosquito cuando se alimenta de sangre del hospedador vertebrado ingiere 
estos gametocitos (pueden ser masculino o femenino). Tras ingerir los gametocitos se 
produce la gametogénesis, que \ene lugar en el intes\no del mosquito. Para completar el 
desarrollo de los gametocitos se debe producir la fecundación, cuando esto se produce se 
forma el cigoto y en 24 horas se producen unas formas móviles conocidas como ooquinetos. 
Los ooquinetos se transforman en ooquistes, estos producen miles de esporozoitos en 2 
semanas (se encuentran situados entre la lámina basal y el epitelio). Posteriormente, los 
esporozoitos liberados cuando se rompe el ooquiste maduro invaden las glándulas salivales y 
alcanzan el conducto salival. Llegados a este punto el mosquito puede inocular de nuevo la 
infección a un nuevo individuo tras alimentarse de su sangre (Barillas-Mury & Kumar, 2005). 

1.1.2.1. Morfología de Plasmodium. 

Plasmodium pertenece al phylum Apicomplexa. El parásito, como todos los miembros de este 
phylum, posee un complejo apical que con\ene estructuras que facilitan la introducción del parásito 
en la célula hospedadora: orgánulos secretores llamados rhoptrias, micronemas, gránulos densos, un 
núcleo y los anillos polares. El complejo apical también posee una o más mitocondrias y un 
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apicoplasto (orgánulo membranoso alargado), cada uno con\ene su propio ADN y ribosomas 
(Bannister & Sherman, 2009). El complejo apical es similar en el esporozoito y en el merozoito 
(Spencer et al., 2016). Los merozoitos presentan una forma ovalada y los esporozoitos son mucho 
más largos (Figura 3) (Bannister & Sherman, 2009; Kappe et al., 2003). 

La superficie del merozoito se encuentra cubierta por una capa de elevado grosor y debajo de esta se 
encuentran una membrana plasmá\ca en la zona exterior y dos membranas interiores que forman el 
complejo de la membrana interior. En esta zona está situado el motor de ac\na-miosina, el cual 
impulsa al merozoito en la invasión. Los microtúbulos se adhieren a la capa interna y están anclados 
en los anillos polares (Bannister & Sherman, 2009). 

Figura 3: Estructura complejo apical del merozoito y esporozito (Spencer et al., 2016). 

1.1.3. Plasmodium vivax. 

Plasmodium vivax es la segunda especie que más afecta a humanos y posee una mayor distribución a 
nivel mundial, en Asia y América La\na representa más de la mitad de todos los casos de malaria 
(Carlton et al., 2011; Kochar et al., 2005). Es la especie más extendida fuera de África, y representa el 
64% de los casos de malaria en las regiones endémicas de las Américas, más del 30% de los casos en 
el sudeste asiá\co y el 40% de los casos en las regiones del Mediterráneo oriental. Además, la malaria 
causada por P. vivax ya no se considera una enfermedad benigna debido a los informes de malaria 
mortal provocada por este parásito (Kano et al., 2018; Tjitra et al., 2008) por lo que es importante 
prestar especial atención a esta especie de Plasmodium, ya que casi el 40% de la población mundial 
corre el riesgo de contraer este \po de malaria (Birbeck, 2018; Howes et al., 2016; Price et al., 2009). 

El an]geno del grupo sanguíneo Duffy es la puerta de entrada del parásito en los glóbulos rojos 
humanos. En África existe un predominio de poblaciones con ausencia de este an{geno, y, por ese 
mo\vo, tradicionalmente se ha asociado la baja prevalencia de la malaria causada por P. vivax en este 
con\nente con la ausencia del an{geno. Sin embargo, recientemente se han detectado pacientes de 
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malaria vivax Duffy nega\vos, es decir, el parásito ha tomado una vez más una vía alterna\va para 
producir la infección (Golassa et al., 2020; Kano et al., 2018; Mercereau-Puijalon & Ménard, 2010; 
Ryan et al., 2006). 

La presencia de los hipnozoitos en el hígado junto con el abandono de los tratamientos y la aparición 
de resistencias a los an\maláricos dificulta el control de esta especie (Sanabongkot et  al., 2004). 

1.2. Control y prevención.  

La gran diversidad gené\ca que presentan los Plasmodium es la responsable de su capacidad para 
evadir la respuesta inmune del hospedados así como dar lugar a variantes resistentes a 
medicamentos y vacunas, aspectos que juegan un papel importante en el establecimiento de 
medidas de control contra la malaria. 

1.2.1. Lucha anbvectorial. 

La lucha an\vectorial es hasta el momento el medio más eficaz para reducir la transmisión de la 
malaria. Existen dos método en los cuales se lucha contra el vector: 

- Mosquiteros tratados con insecbcida de larga duración (MTI) (Nkumama et al., 2017). Mediante 
la u\lización de los mosquiteros se ha producido la reducción de la enfermedad en las zonas 
endémicas. En el año 2000 el uso de mosquiteros era menor al 2%, sin embargo, en el año 2019 se 
ha incrementando su uso al 46%, produciéndose un drás\co descenso en los casos totales de 
malaria  (Organización Panamericana de la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020).  

- El método de fumigación de interiores con insecbcidas de acción residual (FIAR) consiste en 
rociar el interior de las viviendas con insec\cidas. Los insec\cidas más u\lizados son los 
piretroides, organoclorados, carbamatos y organofosforados. Este proceso debe realizarse una o 
dos veces al año. Se ha producido un descenso de la efec\vidad del método debido a la aparición 
de resistencias a los insec\cidas tradicionales, por lo que se están sus\tuyendo por otros de 
elevado costo. La OMS ha publicado un Plan Mundial de manejo de la resistencia. Este plan incluye 
la rotación de insec\cidas u\lizados para el rociado de los domicilios (Organización Panamericana 
de la Salud /Organización Mundial de la Salud, 2020). 

1.2.2. Anbpalúdicos. 

Los fármacos an\palúdicos se usan para tratar la enfermedad o para prevenirla. En la actualidad, los 
an\palúdicos se dividen en cuatro clases de agentes: gametocidas, esquizonbcidas sanguíneos, 
esquizonbcidas bsulares y esporonbcidas (Sevene et al., 2010). Existen numerosos fármacos 
an\palúdicos, sin embargo, en las úl\mas décadas han aparecido cepas resistentes a los fármacos 
tradicionales (Arrow et al., 2004). 
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- Gametocidas: se encargan de la destrucción de los gametocitos femeninos y masculinos de 
Plasmodium en la etapa sanguínea del ciclo de vida. Ejemplos de los gametocidas son la 
cloroquina y la artemisina (Sevene et al., 2010). 

 - La cloroquina es el tratamiento tradicional y combinada con primaquina se emplea para la 
 eliminación de los hipnozoitos en las células hepá\cas. La primaquina puede causar la       
 llamada  anemia hemo]lica en pacientes que poseen un déficit de la enzima G6PD (Glucosa 6 
 fosfato deshidrogenasa). Por lo tanto, este tratamiento no sería ú\l para pacientes con este 
 déficit (Ashley et al., 2018; Muñoz et al., 2006). 

 - La artemisina es un fármaco contra el paludismo cuyo componente principal procede de la 
 planta Artemisia annua, hierba usada en la medicina china tradicional (Meshnick, 2002). La 
artemisina y los derivados de esta (Artesunato, arteméter…) pueden ser usados solos o 
combinados con un fármaco. El tratamiento combinado con artemisina es denominado ACT. 
La artemisina se emplea en individuos que presentan resistencia a la cloroquina (Ashley et al., 
2018; Fairhurst et al., 2012). 

- Esquizonbcidas sanguíneos: actúan sobre las formas sanguíneas del parásito y son los encargados 
de parar los primeros síntomas de la enfermedad. En este apartado están incluidos la halofantrina, 
sulfodoxina, mefloquina y quinina (Alven & Aderibigbe, 2019). 

- Esquizonbcidas bsulares: la función de este fármaco es actuar sobre las formas latentes 
(hipnozoitos) de P. vivax y P. ovale. En este grupo se incluyen la pirimetamina y la primaquina 
(Alven & Aderibigbe, 2019). Además, estos fármacos son usados como profilác\cos (administrados 
para la prevención de infecciones por Plasmodium) (Dow et al., 2008) 

- Esporonbcidas: Son los fármacos que impiden el desarrollo de ovocitos en el ciclo de vida del 
parásito, impidiendo de esta forma que se transmita la enfermedad. Ejemplos de este \po de 
an\palúdicos son la primaquina y la pirimetamina (Alven & Aderibigbe, 2019). 

1.2.3. Vacunas. 

En el siglo pasado, fueron fundamentales dos observaciones para iniciar el desarrollo de una vacuna 
contra la malaria. Por un lado, la inmunidad natural mostrada por los individuos que vivían en zonas 
donde la malaria era endémica (Hoffman et al., 2002; Rieckmann et al., 1979) y por otro, la 
inmunidad mostrada por voluntarios sanos frente a la picadura de mosquitos, que habían sido 
inoculados con esporozoitos irradiados de P. falciparum y P. vivax. Se comenzó a inves\gar con la 
esperanza de conseguir desarrollar una vacuna contra la malaria, sin embargo a día de hoy aún no 
existe ninguna vacuna comercializada que haya demostrado una eficacia suficiente en la prevención 
contra la enfermedad. Esto es debido a que Plasmodium presenta una gran complejidad en el ciclo de 
vida, posee dis\ntas formas morfológicas y una gran variabilidad an\génica (Hoffman et al., 2002; 
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Rieckmann et al., 1979). Actualmente, se están llevando a cabo varios ensayos clínicos que abren una 
puerta a la esperanza.  

Todos los intentos hacia el desarrollo de una vacuna contra la malaria se han dirigido principalmente 
frente a P. falciparum por ser la responsable de la forma más grave de la enfermedad. Las vacunas 
pueden clasificarse según el momento del ciclo de vida del parásito en el que actúen: preeritrocíbcas 
(actúan contra los esporozoitos inoculados por la hembra del mosquito Anopheles y pretenden 
reducir la probabilidad de infección después de la picadura del mosquito), eritrocíbcas (actúan contra 
los merozoitos, con lo cual disminuirán los síntomas y se reduciría el \empo o el grado de infección, 
pero debido a la alta carga parasitaria en esta fase sería muy di]cil eliminar la infección) y vacunas 
que bloquean la transmisión (las que actúan frente a las formas sexuales, los gametocitos) (Figura 4). 
Además de las anteriores, existen otras vacunas contra la malaria asociadas al embarazo (Ouanara & 
Laurens, 2015). No obstante, es de gran importancia el desarrollo de una vacuna contra P. vivax, 
puesto que, la extensión en el mundo de esta especie es cada vez mayor e incluso en ciertas zonas 
puede llegar a ser más grave que P. falciparum (De Camargo et al., 2018). 

Figura 4: Ciclo de vida de Plasmodium y candidatos a vacunas empleadas en cada etapa (Duffy & 
Patrick Gorres, 2020). 
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1.2.3.1. Vacunas preeritrocíbcas. 

Estas vacunas actúan contra los esporozoitos de Plasmodium, intentado evitar la invasión de las 
células hepá\cas (Duffy & Patrick Gorres, 2020). 

- Vacunas basadas en CSP. 

La proteína CSP o proteína del circumsporozoito se encuentra en la superficie del esporozoito y está 
relacionada con la adhesión e invasión de las células hepá\cas (Coppi et al., 2011) Esta proteína 
posee varias secuencias repe\das que se han u\lizado como diana de la vacuna (Alonso, 2006). 

RTS,S/ASO1B es la única vacuna que, hasta el momento, ha sido aceptada por la OMS y aprobada por 
diferentes agencias como la Agencia Europea del Medicamento. Los primeros ensayos tuvieron lugar 
en 1985 y fue aprobada, con la marca Mosquirix, en 2015. La vacuna fue diseñada especialmente 
para niños, así que no se contempla su uso en adultos. En la actualidad, se está probando a gran 
escala en tres países africanos (Malawi, Ghana y Kenia). Está basada en la región constante de CSP de 
P. falciparum (R), los epítopos de células T (T), el an{geno de superficie del virus de la hepa\\s B 
(HBsAg) (S) y un adyuvante llamado ASO1 (Wilby et al., 2012). El desarrollo de esta vacuna representa 
un hito histórico pero su eficacia es limitada ya que únicamente confiere protección parcial. Los 
ensayos clínicos demostraron que podría reducir hasta un 50% el número de casos en los niños de 
entre 5 y 10 años. Pero en los de menos edad, el porcentaje disminuía hasta un 30% (Wilby et al., 
2012). Por tanto, hay margen de mejora y en la actualidad se están poniendo en marcha diferentes 
estrategias en la administración de la vacuna (Regules et al., 2016), así como diferentes enfoques en 
su desarrollo que mejoren la inmunogenicidad de la misma (Collins et al., 2017). 

Malawi es uno de los primeros países de África que presenta un programa piloto de vacunación 
contra el paludismo. Además, Ghana y Kenia se suman a este programa. Tras 30 años de desarrollo, 
esta vacuna es la primera y única capaz de disminuir la mortalidad infan\l, es administrada en niños 
de hasta dos años. En los ensayos clínicos se ha observado que la vacuna previene cuatro de cada 
diez casos de paludismo clínico y tres de cada diez casos de malaria grave (World Health Organiza\on, 
2018). 

- Vacunas con esporozoitos completos. 

En 2010 la empresa SANARIA pone en marcha una plataforma tecnológica para el desarrollo de una 
vacuna con esporozoitos completos. Estos pueden ser atenuados de diferentes formas:  

- PfSPZ (esporozoitos atenuados por radiación). 
- PfSPZ-GA1 (atenuación gené\ca de PfSPZ: deleción de genes necesarios para completar el 

desarrollo en la etapa hepá\ca) (van Schaijk et al., 2014). 
- PfSPZ-CVac (quimioatenuación, vacunación con quimioprofilaxis, es decir administración de la 

vacuna junto con medicamentos an\maláricos). Esta vacuna se encuentra en fase I y se ha 
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demostrado la eficacia en humanos pero su eficacia depende de la dosis (Mordmüller et al., 
2017; Richie et al., 2015; Seder et al., 2013; Sissoko et al., 2017). 

1.2.3.2. Vacunas eritrocíbcas. 

Las vacunas eritrocí\cas actúan contra los merozoitos y son una alterna\va a las vacunas explicadas 
anteriormente. Estas vacunas pueden prevenir la enfermedad y la muerte, pero no pueden prevenir 
la infección (Ouanara & Laurens, 2015). Las vacunas eritrocí\cas deben disminuir el número de 
merozoitos y gametocitos, haciendo que la infección y los síntomas de la enfermedad sean de menor 
gravedad (Lin et al., 2016). Han sido mucho los intentos por desarrollar una vacuna eficaz frente a la 
fase eritrocí\ca de la enfermedad. Sin embargo, los an{genos más estudiados como candidatos a 
vacunas han mostrado un elevado polimorfismo (Takala et al., 2009), así como rutas de invasión de 
eritrocitos redundantes (Wright & Rayner, 2014). En los úl\mos años se han logrado avances 
importantes con la iden\ficación de una nueva generación de an{genos diana de merozoítos que son 
esenciales y que presentan niveles rela\vamente bajos de polimorfismos. Tres de estas dianas 
forman un complejo, incluyendo el homólogo 5 de la proteína de unión a re\culocitos de P. 

falciparum (RH5) (Douglas et al., 2011), el an{geno protector rico en cisteína (CyRPA) (Garrido-
Cardenas, Cebrián-Carmona, et al., 2019; Reddy et al., 2015) y la proteína que interactúa con RH5 
(Ripr)(Chen et al., 2011). Actualmente, hay dos vacunas candidatas basadas en los an{genos PfRH5 
(Payne et al., 2017) y AMA1-RON2 (Srinivasan et al., 2014). 

El homólogo 5 de la proteína de unión a re\culocitos de P. falciparum (PfRH5) interacciona con un 
receptor que se encuentra en la superficie de los eritrocitos que resulta ser esencial para que se 
produzca la invasión (Crosnier et al., 2011). PfRH5 es considerada como una potencial diana para el 
desarrollo de una vacuna contra P. falciparum en la etapa sanguínea (Douglas et al., 2011). Douglas et 
al., (2015) ponen de manifiesto la ac\vidad in vivo de esta proteína y sugieren que las vacunas 
basadas en PfRH5 podrían ser eficaces en humanos. 

U\lizar un complejo proteico que imita la forma funcional de las proteínas en lugar de los 
componentes individuales es una estrategia novedosa para el desarrollo de vacunas candidatas de 
próxima generación para la malaria y otros patógenos (Srinivasan et al., 2014). El complejo AMA1-
RON2 está formado por dos proteínas: AMA1 que es el an{geno 1 de la membrana del complejo 
apical, una proteína secretada por los  micronemas y asociada con la superficie del parásito durante 
la invasión y RON2 un complejo macromolecular secretado por las rhoptrias que se inserta como una 
proteína de membrana integral en la célula huésped. AMA1 u\liza esta proteína como receptor para 
promover la invasión de los parásitos Apicomplexa. La interacción RON2-AMA1 es crucial para la 
entrada de P. falciparum en sus células huésped (Lamarque et al., 2011). 

En la búsqueda de nuevas proteínas an\génicas se han intentado iden\ficar proteínas expresadas por 
los parásitos en la superficie de los glóbulos rojos. Entre estas, se encuentra la proteína de superficie 
PfEMP1 relacionada con la virulencia de P. falciparum (Tessema et al., 2019). PfEMP1 es una proteína 
de membrana de P. falciparum expresada en la superficie de los eritrocitos infectados y que está 
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implicada en la unión al endotelio placentario asociado al embarazo (Ouanara & Laurens, 2015). 
Existe una vacuna contra la malaria asociada al embarazo que se encuentra en desarrollo preclínico y 
está basada en PfEMP1 (Ouanara & Laurens, 2015). 

1.2.3.3. Vacunas que bloquean la transmisión. 

Las vacunas que bloquean la transmisión pueden ser llamadas también vacunas altruistas, debido a 
que no existe un beneficio para el individuo vacunado. El beneficio que obtenemos de esta vacuna es 
que la enfermedad no se transmita. Por lo tanto, queda bloqueada la fer\lización y el proceso de 
reproducción (Ouanara & Laurens, 2015). 

Existen cuatro proteínas candidatas para el desarrollo de vacunas que bloquean la transmisión: las 
proteínas de superficie de los gametocitos, como son Pfs230 y Pfs48/45 y las proteínas de superficie 
del cigoto, como son Pfs25 y Pf28 (Duffy & Patrick Gorres, 2020; Kapulu et al., 2015). 

En el diseño de vacunas que bloqueen la transmisión se buscan no sólo moléculas inmunogénicas del 
parásito, otro enfoque que se considera una línea de ataque complementaria apunta a iden\ficar 
moléculas presentes en el intes\no medio del mosquito y / o en la saliva que facilitan la invasión de 
las células del vector y del hospedador mamífero, respec\vamente (Dinglasan & Jacobs-Lorena, 
2008). Así el equipo de inves\gación de Rhoel Dinglasan en la Universidad Johns Hopkins está 
trabajando en el desarrollo de una vacuna que se dirige a una molécula ( alanil aminopep\dasa N, o 
AnAPN1) de superficie en el intes\no medio de los mosquitos Anopheles que los parásitos necesitan 
para completar su ciclo de vida. Esta molécula no se transmite a las personas cuando son picadas por 
insectos; pero cuando se les presentó a los animales en estudios de laboratorio, los animales 
produjeron an\cuerpos contra él. Cuando estos an\cuerpos se volvieron a introducir en los 
mosquitos junto con Plasmodium, se bloqueó la posibilidad de que los parásitos infectaran al 
mosquito. Esto rompe un paso clave en la cadena de transmisión de la malaria. El siguiente paso es 
probar si lo que funciona en el laboratorio funciona en las personas y en las comunidades donde la 
malaria es endémica. El primer ensayo en humanos comenzará en 2022 con un pequeño número de 
personas en Gabón para probar su seguridad (Dinglasan & Jacobs-Lorena, 2008). 

1.2.3.4. Vacunas contra Plasmodium vivax. 

Actualmente, es de gran importancia encontrar una vacuna frente a P. vivax, ya que, aunque esta 
especie ha sido considerada durante mucho \empo como benigna, existen informes de casos 
mortales de malaria provocados por este parásito (Kano et al., 2018). La realización de una vacuna 
para cualquier especie de Plasmodium presenta dificultades en su desarrollo, en P. vivax se suma el 
obstáculo adicional de no poder obtener cul\vos in vitro (Moreno-Pérez et al., 2013), esto es debido 
a que el parásito invade selec\vamente los re\culocitos (Udomsangpetch et al., 2007). 

Las vacunas que están en fase de desarrollo se basan en la proteína del circumsporozoito (CSP), la 
proteína de superficie del ooquineto Pvs25 y la proteína de unión Duffy (Herrera et al., 2007). 
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- Proteína de superficie de P. vivax 25. 

La vacuna está basada en Pvs25, una proteína de superficie del ooquineto y se denomina vacuna 
Pvs25H (Wu et al., 2008). La vacuna Pvs25H posee una proteína recombinante de 20,5 kDa, de la cual 
se u\liza un fragmento que va desde el aminoácido 23 al 195 de Pvs25 de la cepa Salvador I (Malkin 
et al., 2005). 

La vacuna Pvs25H se encontraba en fase I del ensayo clínico y constaba de dos ensayos. En el primer 
ensayo se produjeron respuestas de an\cuerpos y bloqueo de la transmisión (Malkin et al., 2005). Sin 
embargo, se necesitaba una producción más elevada de an\cuerpos. En el segundo ensayo de la fase 
I, se intentó mejorar la inmunidad. Esta vacuna era muy prometedora, pero  al realizar la 
administración de las dosis en personas se observó que dos de los pacientes presentaron diversos 
efectos adversos, por lo tanto, el estudio se dio por finalizado (Reyes-Sandoval & Bachmann, 2013; 
Wu et al., 2008). 

- Proteína de unión Duffy. 

La vacuna DBP (an{geno Duffy) es una vacuna dirigida contra las etapas sanguíneas asexuales del 
parásito (Reyes-Sandoval & Bachmann, 2013). DBP (Duffy Binding Protein, proteína de unión a Duffy) 
con\ene dominios adhesivos ricos en cisteína y posee gran importancia en la invasión de los 
re\culocitos mediante merozoitos de P. vivax (Arévalo-Herrera & Herrera, 2001; E. Chen et al., 2015). 
La vacuna produce un bloqueo de la unión de DBP de P. vivax y el an{geno humano Duffy (Arévalo-
Herrera & Herrera, 2001). 

Además de las anteriores, actualmente se está trabajando con otras proteínas de superficie que han 
demostrado tener poder an\génico que pueden ser u\lizadas para el desarrollo de vacunas contra P. 

vivax: MSP1 (alelo K1), MSP2 (alelo 3D7), MSP1, AMA1, MSP3, GLURP, SE36 y RESA (Lin et al., 2016). 

1.3. CSP. 

La proteína circumsporozoito (CSP) es una proteína de superficie y desempeña funciones múl\ples y 
cruciales en el desarrollo, la migración y la invasión de esporozoitos en los hepatocitos. Por lo tanto, 
esta proteína ha sido reconocida como una de las principales candidatas para el desarrollo de una 
vacuna frente a malaria. La CSP es bien conocida desde hace \empo debido a que la región de 
repe\ción de CSP es una diana de los an\cuerpos neutralizantes (Ballou et al., 1985; Young et al., 
1985).  

La proteína CSP consta de tres regiones dis\ntas: una región N-terminal conservada no repe\da (RI), 
una región repe\da central altamente polimórfica (CRR) y una región C-terminal conservada no 
repe\da (RII). Las regiones conservadas RI y RII poseen un papel importante en la invasión producida 
por los esporozoitos en las células hepá\cas (Figura 5) (Atcheson & Reyes Sandoval, 2020). La zona 
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CRR de la CSP de P. vivax consta de mo\vos de repe\ción de pép\dos (PRM) y, a diferencia de P. 

falciparum, presenta heterogeneidad de secuencias lo que da como resultado poblaciones 
inmunológicamente dis\ntas. Según la composición de los PRM principales en el CRR, PvCSP se 
clasifica en tres variantes alélicas: Vk210, Vk247 y like P. vivax. Los dos alelos más abundantes 
incluyen Vk210 y Vk247, que llevan mo\vos repe\dos de nonapép\dos (nonámeros o pép\dos de 9 
aminoacidos) GDRA (D / A) GQPA y ANGAG (N / D) QPG, respec\vamente. Esto indica que una 
vacuna basada en una cepa puede no ser suficiente para proteger contra todas las cepas circulantes 
(González et., 2001; Lim et al., 2005; Rosenberg et al., 1989).  

En las úl\mas décadas se han desarrollado vacunas basadas en las tres regiones de la CSP con un 
éxito limitado (Gimenez et al., 2017; Herrington et al., 1988; Kumar et al., 2004; Nardin et al., 2000; 
Yang et al., 1997). Diferentes autores (Charoenvit et al., 1991; Yang et al., 1997) han iden\ficado que 
el tetrámero AGDR dentro de la secuencia nonamérica, que se encuentra sólo en Vk210, es un 
obje\vo de los an\cuerpos neutralizantes. 

Los ensayos clínicos de vacunas para  la malaria vivax que incorporan CSP de vivax (PvCSP) han 
demostrado su eficacia en la prevención de la malaria, al menos en parte. Sin embargo, la diversidad 
gené\ca de PvCSP en la población natural sigue siendo una preocupación importante. El tamaño de 
los polimorfismos y la aparición de nuevos PRM, así como nuevas variantes de CRR, contribuyen 
principalmente a la diversidad gené\ca de PvCSP global.  La selección natural también puede ser una 
fuerza importante que afecta la diversidad gené\ca de la PvCSP global (Võ et al., 2020). 

Bennen et al., (2016) desarrollaron la proteína quimérica recombinante de P. vivax 001 (VMP001) 
como candidata a una vacuna frente a malaria vivax. Esta proteína incorpora las regiones amino y 
carboxi terminales de la proteína circumsporozoito (CSP) y una región truncada repe\da que con\ene 
secuencias repe\das de las variantes de los parásitos Vk210 y Vk247. Se u\lizó la proteína para 
vacunar a voluntarios humanos y se observaron niveles bajos de eficacia protectora, lo que mo\vó la 
exploración de estrategias alterna\vas (Bennen et al., 2016). 

Atcheson and Reyes-Sandoval (2020) ponen de manifiesto por primera vez la eficacia protectora 
contra la variante alélica Vk210 de una vacuna basada únicamente en el tetrámero AGDR. Sus 
ensayos demuestran que un pép\do ar\ficial (AGDR)3 que carece del dominio N-terminal, no 
presente de forma natural en la secuencia na\va de PvCSP Vk210 confiere niveles mucho más altos 
de eficacia protectora que la PvCSP de longitud completa. Según estos autores, en sus estudios los 
pép\dos RI y RII no son protectores como vacunas. Estos hallazgos ayudarán a mejorar el desarrollo 
de las vacunas de CSP contra la malaria vivax (Atcheson & Reyes Sandoval, 2020). 

Marques et al., 2020 han desarrollado una vacuna basada en las regiones de repe\ción de las  tres 
variables alélicas (Vk210 , Vk247 y like P.vivax). Esta vacuna podría ser una buena candidata frente a 
Plasmodium vivax a nivel mundial (Marques et al., 2020). 
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Figura 5: Región I, región II y región repe\da central (Raissi et al., 2021). 
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2. OBJETIVOS. 

Actualmente, los inves\gadores buscan proteínas que posean un gran poder inmunogénico para ser 
usadas en un futuro como vacunas. En este trabajo se trata de buscar una proteína con esta 
caracterís\ca en muestras de pacientes enfermos de malaria del sur de México. Se marcaron una 
serie de obje\vos: 

1. Obtención del gen csp a par\r del ADN de Plasmodium vivax. 

2. Caracterización y análisis del gen csp tanto a nivel de secuencia de nucleó\dos como de 
aminoácidos. 

3. Iden\ficación de las diferentes variantes del gen csp en muestras de pacientes con malaria vivax 
procedentes del sur de México. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS. 

3.1. MATERIAL. 

3.1.1. Muestras. 
El material empleado en el experimento son muestras de sangre seca de 10 pacientes mexicanos 
diagnos\cados de malaria entre los años 2006-2015. Dicho diagnós\co fue llevado a cabo en México. 
La fecha de llegada de las muestras al laboratorio fue el 12/12/18. 

 3.1.2. Oligonucleóbdos empleados en las reacciones de PCR. 

Para las reacciones de PCR se u\lizaron tanto oligonucleó\dos cebadores que se encontraban 
descritos en bibliogra]a (Rubio et al., 1999), como otros que fueron diseñados en nuestro 
laboratorio. Los oligonucleó\dos cebadores fueron sinte\zados por la compañía Integrated DNA 

Technologies. 

3.1.3. Kits comerciales de biología molecular. 
Los kits comerciales empleados fueron los siguientes:  

- Extracción de ADN de las muestras: Kit- GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purifica\on Mini Kit 
(ThermoFisher Scien\fic). 

- Técnica de PCR: Kit Takara  Advantage.  
- Secuenciación de ácidos nucleicos: Kit Byg Dye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems). 
- Purificación de los productos de PCR: Kit miPCR Purifica\on kit 50 preps de Metabion.  
- Marcador de peso molecular: 500 bp DNA ladder (Dye Plus). 

3.2. MÉTODOS. 

3.2.1. Extracción de ADN de las muestras de sangre seca. 

Para la extracción de ADN total de las 10 muestras de sangre seca se empleó el Kit-GeneJET Whole 
Blood Genomic DNA Purificabon Mini Kit (ThermoFisher Scienbfic). Se u\lizó 1cm² 
(aproximadamente) del filtro que contenía la muestra de sangre, el cual se añadió a un tubo de 
microcentrífuga junto a 200 μL de tampón 1xPBS y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. 
Seguidamente, se añadieron 20 μL de la solución de Proteinasa K y se mezcló en el vórtex durante 1 
minuto. A esta mezcla se le adicionó 400 μL de solución de lisis y se agitó en el vórtex hasta obtener 
una suspensión homogénea (aproximadamente 1 minuto). Seguidamente, se siguió el protocolo 
indicado por el fabricante del Kit. 

�22



TRABAJO FIN DE GRADO NEREA PULIDO GÓMEZ

Finalmente, para la elución del ADN genómico se añadió a la membrana de la columna 50 μL de 
tampón de elución, se incubó a temperatura ambiente 2 minutos y se centrifugó a 10 000 rpm 
durante 1 minuto. El ADN obtenido se almacenó a una temperatura de -20ºC. 

3.2.1.1. Cuanbficación de la concentración de ADN genómico. 

La cuan\ficación del ADN se realizó a través de técnicas espectofotométricas, mediante 260 nm 
u\lizando Nanodrop Lite (Thermo ScienWfic™). 

3.2.2. Diseño de cebadores. 

- Búsqueda de la secuencia. 

Para el diseño de los oligonucleó\dos cebadores u\lizados en la obtención del gen csp, en primer 
lugar, se realizó una búsqueda de las secuencias de este gen en diferentes cepas de Plasmodium vivax 

(CMB-1, Mauritania I, Brazil I, India VII, Salvador I, LZCH1720 y North Korean). Dicha búsqueda nos 
permi\ó iden\ficar las regiones más conservadas tanto del gen csp como de las secuencias 
flanqueantes de éste, y diseñar oligonucleó\dos cebadores a par\r de ellas. Una de las bases de 
datos usada fue NCBI (Nabonal Center for Biotechnology Informabon), la cual almacena y actualiza 
constantemente información sobre secuencias genómicas. Además, fue u\lizada la base de datos 
PlasmoDB, base de datos basada en el género Plasmodium, que con\ene amplia información sobre el 
genoma, proteoma y el metaboloma relacionados con los parásitos de la malaria. 

- Alineamientos. 

Una vez obtenidas las secuencias de las diferentes cepas de Plasmodium vivax fueron alineadas 
u\lizando el programa Clustal Omega. 

- Diseño de cebadores. 

Los cebadores fueron diseñados u\lizando herramientas bioinformá\cas. Tras ser diseñados en el 
laboratorio, en el programa Primer designing tool se comprobaron las caracterís\cas que estos 
poseían. En este programa son analizadas las caracterís\cas de los oligonucleó\dos específicos que 
serán usados para la amplificación de la secuencia de interés. Las caracterís\cas son: la temperatura 
de mel\ng (temperatura a la que los cebadores hibridarán con la secuencia), la longitud de  ambos 
cebadores (reverse y forward), contenidos de GC (el porcentaje debe ser similar en ambos cebadores) 
y la probabilidad que existe para que los cebadores se unan entre sí (primer dimer). 

Para obtener las secuencias del gen csp se diseñaron en nuestro laboratorio los cebadores PvCSP-Fe, 
PvCSP-Re, PvCSP-Fi, PvCSP-Ri. Además de los anteriores, los cebadores CSPviv-R y CSPviv-F, descritos 
previamente (González-Cerón et al., 2013), también fueron u\lizados en la obtención y secuenciación 
del gen csp (Tabla 1). 
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Tabla 1: Cebadores usados obtener y secuenciar el gen csp. 

Además de los oligonucleó\dos cebadores diseñados por nosotros para la obtención del gen csp, se 
usaron otros descritos previamente (Rubio et al., 1999). Se trata de los oligonucleó\dos específicos 
UNR, PLF y VIR (Tabla 2). Estos fueron u\lizados para verificar la presencia de Plasmodium vivax en las 
muestras analizadas. 

Tabla 2: Cebadores empleados en la PCR para confirmar la presencia de Plasmodium vivax. 

Los cebadores se encontraban liofilizados, por lo cual se realizó una reconsbtución de los mismos 
añadiendo agua, formándose de este modo una solución stock 100 μM. Finalmente, los cebadores 
fueron diluidos a una concentración de trabajo 2 μM. 

3.2.3. Técnica de PCR (Reacción en cadena de la polimerasa). 

Para la realización de la amplificación de las muestras de ADN se empleó la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 

Las diferentes reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador PCR Techne 3Prime con 
el  Kit Takara Advantage. La reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 25 μL con: 2 μL del 
ADN, 0,25 μL de la polimerasa 1,25 U/μL, 5 μL del buffer 5X, 0,5 μL de dNTPs (la concentración de 
cada nucleó\do es de 400 μM), 3,8 μL de cada uno de los cebadores 2μM y se añadió agua hasta 

CEBADORES  SECUENCIAS 

PvCSP- Fe 5´-CCTGCATAAGGCAAACTCACAAACATCC- 3´  

PvCSP- Re 5´ -TGTGCGTAAGCGCATAATGTGTAAGAGG- 3´  

PvCSP- Fi 5´-CCTACAAGTGTAAACAGCCTTCCTGC- 3´   

PvCSP- Ri 5´ -ACACTTAATATGCACCGTGGAGGACG- 3´ 

CSPviv- F 5´ -AGGCAGAGGACTTGGTGAGA- 3´ 

CSPviv- R 5´ -CCACAGGTTACACTGCATGG- 3´   

CEBADORES SECUENCIAS ESPECIFICIDAD

Reverse (UNR) 5´ GACGGTATCTGATCGTCTTC 3´ Universal

Forward (PLF) 5´ AGTGTGTATCCAATCGAGTTTC 
3´

Plasmodium

Reverse (VIR) 5´AGGACTTCCAAGCCGA 
AGC 3´ 

Plasmodium vivax
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completar los 25 μL. Este proceso es realizado con las 10 muestras. Algunas reacciones fueron 
reamplificadas usando los productos de PCR que previamente habían sido amplificados. La 
reamplificación se realiza con las mismas can\dades indicadas anteriormente, excepto la can\dad de 
ADN. Se usó 1 μL de ADN procedente de la primera amplificación, diluido 1:10. 

3.2.3.1. Programas de PCR ublizados.  

Los programas de PCR usados fueron cuatro. En cada uno de los programas siempre se realizaba una 
primera etapa de desnaturalización, una segunda etapa con 35/40 ciclos: formada por 3 etapas 
(desnaturalización, hibridación y extensión); y una úl\ma etapa en la que se producía la extensión 
final. 

Para confirmar la presencia del género Plasmodium en las muestras biológicas se realizó una PCR con 
los cebadores previamente descritos (Tabla 3) (Rubio et al., 1999). 

Tabla 3: Primer programa de PCR usado. 

Para confirmar la presencia de Plasmodium vivax en las muestras se realizó una reamplificación con 
los productos de PCR anteriores (Tabla 4) (Rubio et al., 1999). 

Tabla 4: Segundo programa de PCR usado. 

PASO CICLOS TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (SEGUNDOS)

Desnaturalización 
inicial

1 94 300

Desnaturalización 40 94 45

Hibridación 61 45

Extensión 72 60

Extensión final 1 72 600

PASO CICLOS TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (SEGUNDOS)

Desnaturalización 
inicial

1 94 300

Desnaturalización 40 94 30

Hibridación 60 30

Extensión 72 30

Extensión final 1 72 600
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Para la obtención del gen csp se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con oligonucleó\dos 
cebadores específicos. En la primera de ellas se u\lizaron los cebadores PvCSP-Fe y PvCSP-Re y se 
desarrolló el programa de la Tabla 5. A con\nuación, los productos de esta PCR fueron reamplificados 
con los cebadores PvCSP-Fi y PvCSP-Ri, u\lizando el programa de la Tabla 6. 

Tabla 5: Tercer programa de PCR usado. 

Tabla 6: Cuarto programa de PCR usado. 

3.2.4. Técnicas electroforébcas. 

Para separar el ADN amplificado, después de cada PCR, se llevaron a cabo electroforesis en geles de 
agarosa al 1% en buffer TAE 1X. En cada pocillo del gel, se adicionó una mezcla de 5 μL de la muestra, 
5 μL del buffer TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8) y 2 μL de tampón de carga 6X. En cada gel, 
además de las muestras a analizar, se añadió en el primer y úl\mo pocillo 5 μL del marcador de masa 
molecular 500 bp DNA Ladder (Dye Plus) a una concentración de 100 ng/μL. A con\nuación, el gel 
corrió a 100 vol\os durante 20/30 minutos. Finalmente, el gel fue teñido con bromuro de e\dio 
durante 15 minutos y seguidamente, fue observado en el equipo G:Box Syngene, que consta de un 
transiluminador y un disposi\vo de captación y procesado de imágenes. 

PASO CICLOS TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (SEGUNDOS)

Desnaturalización 
inicial

1 98 120

Desnaturalización 35 98 10

Hibridación 55 15

Extensión 68 70

Extensión final 1 68 300

PASO CICLOS TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (SEGUNDOS)

Desnaturalización 
inicial

1 98 120

Desnaturalización 35 98 10

Hibridación 62 15

Extensión 68 70

Extensión final 1 68 300
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3.2.5. Purificación e idenbficación de los productos de PCR. 

Para la purificación de los productos de PCR u\lizamos el kit miPCR Purificabon kit 50 preps de 
Metabion, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Finalmente, se eluyó el ADN purificado 
en 25 μL de agua debido a que se iba a secuenciar.  

3.2.6. Secuenciación de ácidos nucleicos. 

Los productos de la PCR, purificados y eluidos en agua fueron secuenciados mediante el método 
Sanger, en presencia de ADN polimerasa, los cuatro deoxinucleó\dos y cuatro dideoxinucleó\dos. En 
cada reacción se usaron entre 40-50 ng de productos de PCR y el kit comercial usado fue Byg Dye ® 
Terminator v3.1 (Applied Biosystems).  

3.2.7. Ensamblaje de las secuencias obtenidas. 

Después de la obtención de los resultados de la secuenciación se ensamblaron las secuencias. Dicho 
ensamblaje fue llevado a cabo a par\r de tres secuencias parciales del gen para cada una de las 
muestras. Los tamaños de estas secuencias parciales fueron de entre 240 y 710 pares de bases (pb). 
Para el análisis de las secuencias de aminoácidos, se u\lizó el so�ware Expasy (Expert Protein  
Analysis System) que tradujo las secuencias ensambladas del gen csp para cada muestra. 

3.2.8. Análisis cladísbco de las secuencias. 

El alineamiento de las secuencias de nucleó\dos se realizó con el programa Clustal Omega (Mul\ple 
Sequence Alignment). Además de las secuencias obtenidas por nuestro grupo de inves\gación, 
fueron u\lizadas otras  secuencias del gen csp de P. vivax. Estas fueron recuperadas de la base de 
datos de NCBI (hnps://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Se construyeron árboles filogené\cos de máxima 
verosimilitud u\lizando el método bootstrap y 1000 repe\ciones en MEGA v6 (Tamura et al., 2013). 
Se empleó el modelo GTR+G para la realización del árbol filogené\co. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

4.1. Idenbficación de Plasmodium vivax. 

En primer lugar, se realizó una extracción de ADN total de las 10 muestras procedentes de pacientes 
del sur de México. En todas las muestras se obtuvo ADN suficiente para con\nuar con nuestros 
ensayos, obteniéndose concentraciones en un rango entre 0,1-1,9 ng/μL (Tabla 7). 

Tabla 7: Concentración de ADN total en cada muestra. 

Para comenzar, se realizó una primera PCR para confirmar la presencia de Plasmodium en las 
muestras usando los cebadores descritos en bibliogra]a (UNR y PLF) (Tabla 1) (Rubio et al., 1999). 

A con\nuación, se realizó una segunda PCR con los productos de la amplificación anteriores 
(reamplificación). La finalidad de este paso era detectar la presencia de Plasmodium vivax. Para ello 
se u\lizaron los cebadores VIR y PLF, descritos en bibliogra]a previa (Tabla 2) (Rubio et al., 1999). En 
todos los casos se obtuvo una banda del tamaño esperado, 499 pares de bases (pb). Además, esta 
banda fue purificada y secuenciada, para confirmar que ese fragmento correspondía a una secuencia 
parcial del gen que codifica el RNA ribosómico de P. vivax. 

MUESTRAS CONCENTRACIÓN DE ADN TOTAL (ng/μL)

MUESTRA 1 0,6

MUESTRA 2 0,2

MUESTRA 3 1,3

MUESTRA 4 0,4

MUESTRA 5 1,9

MUESTRA 6 1,7

MUESTRA 7 0,9

MUESTRA 8 0,6

MUESTRA 9 0,2

MUESTRA 10 0,1
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4.2. Obtención del gen csp. 

Tras confirmar la presencia de Plasmodium vivax en las 10 muestras se realizó una PCR usando el 
ADN extraído inicialmente. El obje\vo en esta parte era extraer y secuenciar el gen csp. Para ello se 
realizó una PCR con cebadores más externos diseñados en nuestro laboratorio, PvCSP-Fe y PvCSP-Re 
(Tabla 1) (Figura 7). En esta primera reacción de amplificación no se obtuvieron bandas muy claras de 
ninguna de las muestras, por ello se llevó a cabo una reamplificación con cebadores internos, PvCSP-
Fi y PvCSP-Ri (Tabla 1) (Figura 7). En esta reamplificación se aumentó la temperatura de hibridación a 
62 °C, obteniéndose en este caso fragmentos de 1248 pb (Figura 6). Esta temperatura de hibridación 
fue elegida tras realizar múl\ples ensayos con diversas temperatura. 

Figura 6: Reamplificación del gen csp. Los marcadores de peso molecular se encuentran en los 
pocillos 1 y 12 recuadrados en rojo y las 10 muestras de los pacientes se encuentran situadas del 
pocillo 2 al 11.  
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A con\nuación, las 8 bandas obtenidas como productos de la reamplificación en las diferentes 
muestras fueron purificadas y seguidamente, secuenciadas con los cebadores PvCSP-Fi, PvCSP-Ri, 
CSPviv-R y CSPviv-F (Tabla 1) (Figura 7). Para cada una de las 8 muestras se obtuvieron diferentes 
secuencias parciales de tamaños comprendidos entre 240 y 710 pares de bases, que permi\eron 
reconstruir la secuencia del gen completo en todos los casos. 
 

Figura 7: Disposición de los cebadores diseñados en la secuencia del gen csp. 

4.3. Análisis de secuencias de ADN. 

Una vez llevado a cabo el ensamblaje de las secuencias parciales y obtenido el gen completo, se llevó 
a cabo un análisis de esta secuencia. Para ello, a cada una de las muestras se le realizó un BLAST 
(Basic Local Aligment Search Tool). En todos los análisis se confirmó que lo que habíamos obtenido 
era la secuencia del gen que da lugar a la proteína CSP de Plasmodium vivax. Además, se comprobó a 
qué variante alélica del gen csp (Vk247 o Vk210) pertenecía cada muestra. Como resultado se 
observó que las secuencias 1, 2, 6 y 10 pertenecían a la variable alélica Vk247 y las secuencias 3, 7, 8, 
y 9 pertenecían a la variable Vk210. 

A par\r de las secuencias de nucleó\dos se obtuvieron las secuencias de aminoácidos. En las 
secuencias de aminoácidos se podía observar, como había sido previamente descrito en diferentes 
cepas, una región N- terminal conservada no repe\da (RI), una región repe\da central (CRR) y una 
región C- terminal no repe\da (RII). La región repe\da central presentaba repe\ciones diferentes 
dependiendo de la variante a la que perteneciese la muestra.  

El alineamiento de las secuencias se realizó tanto con los nucleó\dos, como con los aminoácidos. En 
las secuencias de nucleó\dos se observaron más cambios que en las secuencias de aminoácidos, esto 
es debido a la degeneración del código gené\co. 
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	 4.4. Análisis de las diferentes variantes.

En primer lugar, se realizó un alineamiento entre las secuencias pertenecientes a la variante Vk210 en 
el que se pudo comprobar tanto en el alineamiento de nucleó\dos, como en el de aminoácidos que 
no había ningún cambio. En el caso de los alineamientos de la variante Vk247, se observaron 8 
polimorfismos en la secuencia de nucleó\dos y 4 cambios en la secuencia de aminoácidos. 

 4.4.1. Variante Vk247. 

Las muestras de la variante Vk247 contenían una región repe\da central formada por 18 repe\ciones 
con secuencias nonaméricas GAG(D/N)QPGAN y 2 repe\ciones finales idén\cas (Figura 9). En todas 
las muestras pertenecientes a esta variante Vk247 el gen csp sigue un mismo patrón (Figura 8). En la 
proteína codificada en el gen csp se observó una región N- terminal conservada no repe\da, además, 
todas las muestras presentaron en esta zona una región KLKQP (secuencia de aminoácidos: leucina, 
lisina, leucina, glutamina y prolina) y una región ED (Ácido glutámico y ácido aspár\co). La región 
KLKQP, se encontraba presente no sólo en nuestras muestras, sino en todas las muestras clínicas 
analizadas hasta el momento. Además esta secuencia fue encontrada siempre en la misma posición, 
justo antes de la región repe\da central. Además de la región KLKQP, encontramos una región ED que 
estaba presente en todas las muestras de esta variante, pero no en las secuencias de la variante 
Vk210. Esta región ED ya ha sido descrita previamente en algunas muestras (ar{culo aún no 
publicado). Finalmente, se observó una región C- terminal conservada no repe\da (Figura 8).  
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Figura 8: Secuencias de nucleó\dos y aminoácidos de las muestras pertenecientes a la variante 
Vk247. El triplete ATG inicial marcado en rojo representa al codón de inicio; la secuencia de 
nucleó\dos subrayada en rojo es la región conservada KLKQP (presente en todas las muestras 
analizadas hasta el momento); la secuencia subrayada en morado indica la secuencia ED presente 
solo en muestras de la variante Vk247; las secuencias subrayadas en amarillo indican el nonámero 
GAGDQPGAN; la secuencias subrayadas en verde indican el nonámero GAGNQPGAN; las secuencias 
subrayadas en azul son las secuencias GAGGQAAGGNAANKKAGDA, presente solo en las muestras de 
la variante Vk247, y finalmente el asterisco indica el codón de STOP (TAA). 
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Figura 9: Región repe\da central de las muestras pertenecientes a la variante Vk247 y secuencia 
consenso. 

4.4.2. Variante Vk210. 

Las muestras pertenecientes a la variante Vk210 contenían una región repe\da central formada por  
20 repe\ciones con secuencias nonaméricas GDRA(A/D)GQPA (Figura 11). Esta variante también 
sigue un mismo patrón en todas las muestras analizadas aunque se han se encontraron ciertos 
cambios tanto en la secuencia de nucleó\dos, como en la de aminoácidos. En la proteína codificada 
en el gen csp se observó una región N- terminal conservada no repe\da, además, todas las muestras 
presentaron en esta zona una región KLKQP. Las muestras de esta variante a diferencia de las de la 
variante anterior no presentaban la región ED. Por úl\mo, se encontró en la secuencia un extremo C- 
terminal no repe\do y conservado (Figura 10). 
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Figura 10: Secuencias de nucleó\dos y aminoácidos de las muestras pertenecientes a la variante 
Vk210. El triplete ATG inicial marcado en rojo representa al codón de inicio; la secuencia de 
nucleó\dos subrayada en rojo es la región conservada KLKQP (presente en todas las muestras 
analizadas hasta el momento); las secuencias subrayadas en verde oscuro indican el nonámero 
GDRADGQPA; la secuencias subrayadas en rosa indican el nonámero GDRAAGQPA y finalmente el 
asterisco indica el codón de STOP (TAA). 
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Figura 11: Región repe\da central de las muestras pertenecientes a la variante Vk210 y secuencia 
consenso. 
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4.5. Análisis filogenébco. 

Para visualizar el agrupamiento de las diferentes variantes existentes atendiendo a las secuencias del 
gen csp en P. vivax, se construyó un árbol filogené\co de máxima verosimilitud (Maximal Likelihood, 
ML) mediante el método de Bootstrap (Figura 12). Además de las 8 secuencias de las muestras 
analizadas, se incluyeron las secuencias de nucleó\dos del gen csp de la cepa Salvador I 
(XM-001613018) y North Korea (EU401928), como secuencias \pos de las variantes Vk210 y Vk247, 
respec\vamente. El árbol filogené\co obtenido muestra dos grupos principales, presentados en dos 
clados con un soporte estadís\co del 100 %. Como cabía esperar, en uno de los clados aparece la 
cepa Salvador I junto a las muestras 3, 7, 8 y 9, mientras que en el otro aparece la cepa North Korea 
junto a las muestras 1, 2, 6 y 10. 
 

Figura 12: Árbol filogené\co obtenido a par\r del alineamiento de secuencias de nucleó\dos 
obtenidas del ensamblaje del gen csp. Para la obtención de este árbol se usó el modelo GTR (general 
\me reversible model) + G. Como outgroup se usó el gen csp de Plasmodium cynomolgi. La secuencia 
\po Vk210 de la cepa Salvador I (XM-001613018) y \po Vk247 de la cepa North Korea (EU401928) se 
incluyen en el árbol para tenerlas como referencia en cada variante. 
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5. CONCLUSIONES. 

1. Se han diseñado unos cebadores que han permi\do llevar a cabo la secuenciación del gen csp en 
8 muestras analizadas. 

2. Se ha secuenciado el gen csp y se han iden\ficado las dos variantes alélicas: Vk210 (muestras 3, 
7, 8 y 9), Vk247 (muestras 1, 2, 6 y 10). 

3. En la “región repe\da central” de la variante Vk247 se han iden\ficado 8 polimorfismos en la 
secuencia de nucleó\dos y 4 cambios en la secuencia de aminoácidos. 

4. En la “región repe\da central” de la variante Vk210 no se han observado cambios. 

5. En la región constante del gen, justo antes de la región repe\da central existe una región KLKQP 
(secuencia de aminoácidos: leucina, lisina, leucina, glutamina y prolina) y una región ED (ácido 
glutámico y ácido aspár\co), esta úl\ma sólo está presente en las muestras de la variante Vk247, 
pero no en las muestras de la variante Vk210. 

6. Para visualizar el agrupamiento de las diferentes variantes existentes atendiendo a las secuencias 
del gen csp en P. vivax, se construyó un árbol filogené\co que muestra dos grupos principales, 
presentados en dos clados: en uno de los clados aparece la cepa Salvador I junto a las muestras 
3, 7, 8 y 9, y en el otro clado aparece la cepa North Korea junto a las muestras 1, 2, 6 y 10. 
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