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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 La malaria 

La malaria es una enfermedad causada por parásitos del género Plasmodium (P. falciparum, P. 

vivax, P. malariae y P. ovale), pertenecientes a filo Apicomplexa del reino protista, que es transmitida a 

los seres humanos mediante la picadura del mosquito hembra del género Anopheles. Produce cuadros 

febriles, escalofríos y otros síntomas, llegando a complicarse y producir la muerte. Se estima que en 2016 

hubo 216 millones de casos de malaria y unas 445.000 muertes atribuidas a ella (WHO, 2018). Su 

distribución abarca el trópico (Organización Mundial de la Salud (OMS), 2016; World Health 

Organization (WHO), 2018), siendo esta región la que posee mayor incidencia de la enfermedad, no 

obstante las áreas templadas también son propensas, sobre todo durante el verano cuando la temperatura 

permite la multiplicación del vector, un mosquito del género Anopheles. Además, muchos viajeros 

pueden movilizarse desde zonas tropicales de alta incidencia en malaria hacia zonas templadas y llevar 

el parásito, esto es especialmente cierto para infecciones por P. vivax, que presenta un periodo  de latencia 

(White, 2011). 

1.1.1 La malaria en Venezuela 

En Venezuela los casos de malaria han ido en aumento acelerado desde 2011 (Figura 1), para el 

año 2017 se estimaban en más de 450 mil reportados por la OMS y más de 1 millón en 2018 (Bruzual et 

al., 2018; OMS y OPS, 2018). De estos casos Plasmodium vivax es el causante de la mayoría de los 

reportes con más del 80%, sin embargo, en años recientes el número de casos reportados para P. 

falciparum ha ido en aumento (2% entre 2016 y 2017), inclusive en zonas donde antes no había sido 

reportado (Bruzual et al., 2018). Si bien los casos se registran en 17 de los 24 estados del país, el 

municipio Domingo Sifontes, en el estado Bolívar, concentró la mayor cantidad de casos a nivel nacional 

con el 43% del total de casos notificados. Con un comportamiento epidémico relacionado con el auge de 

la explotación minera y la movilización de personas procedentes de otros estados y países, que se 

establecen en condiciones propicias para la transmisión de la malaria (Bruzual et al., 2018). En años 

recientes se habla incluso de casos de inmigrantes venezolanos que llevan el parásito a otros países 

latinoamericanos (Jaramillo-Ochoa et al., 2019). 
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Figura 1 Casos confirmados de Malaria en el periodo 2011-2015 en Brasil, Colombia, Perú y Venezuela. Extraído 

Recht et al. (2017). 

1.2 El parásito: Plasmodium falciparum  

Los organismos pertenecientes al phylum Apicomplexa son los únicos que poseen apicoplasto, un 

organelo proveniente de un plastidio degenerado que cumple funciones indispensables a la hora de que 

estos parásitos infecten distintos tipos de células (Lim y McFadden, 2010). En este phylum, todos son 

parásitos, siendo aquellos que más afectan al hombre Toxoplasma sp. y Plasmodium sps. Existen 5 

especies del género Plasmodium que pueden causar malaria; P. falciparum, P. vivax, P. malaria, P. ovale 

y eventualmente P. knowlesi, siendo P. falciparum el parásito causante de la malaria más severa, con 

más casos y muertes registradas a nivel mundial (WHO, 2018b). Plasmodium falciparum posee 14 

cromosomas, que contienen alrededor de unos 5300 genes, donde se ha reportado que los genes de 

variación antigénica se encuentran en las regiones subteloméericas de los cromosomas (Gardner et al., 

2002). Una particularidad clara de P. falciparum con respecto a otras especies del género es su bajo 

contenido de guanina y citosina (GC), 27,11 %, en su genoma (Musto et al., 1997).  

1.2.1 Ciclo de vida del parásito  

 El ciclo de vida de Plasmodium tiene numerosas etapas donde el parásito sufre diferentes 

transformaciones. A continuación, se ahondará brevemente en las etapas del ciclo (Figura 2). 

Inicialmente un mosquito infectado pica a la persona e inyecta esporozoítos de Plasmodium, los 

esporozoítos viajan por el torrente sanguíneo y comienzan a infectar células del hígado. Una vez dentro 

de estas células se forman esquizontes y al estar maduros se rompen liberando merozoítos nuevamente 
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al torrente sanguíneo, creándose un ciclo que se denomina ciclo exo-eritrocítico, que va desde la 

introducción de los esporozoítos hasta la liberación de los merozoítos. P. vivax y P. ovale tienen la 

particularidad de infectar las células hepáticas y alternativamente mantenerse en ellas de forma latente, 

esta forma del parásito se denomina hipnozoíto. En sangre, los merozoítos infectan glóbulos rojos, una 

vez dentro se forman anillos y luego trofozoítos, que maduran multiplicándose asexualmente, para formar 

esquizontes. Cuando se produce la ruptura del glóbulo rojo, los esquizontes liberan su contenido de 

merozoítos (aproximadamente 30) nuevamente al torrente sanguíneo, que a su vez pueden infectar otros 

glóbulos rojos, este ciclo del parásito en sangre se denomina ciclo intraeritrocítico (en inglés 

intraeritrocity development cycle). Algunos trofozoítos pueden producir gametos (gametocitos) y 

liberarlos en sangre con la ruptura del eritrocito, en este punto otro mosquito puede tomar sangre con 

gametocitos y continúa el ciclo en el vector. Dentro del estómago del mosquito los gametos masculinos 

(microgametocitos) y femeninos (macrogametocitos) se fusionan formando cigotos, móviles y alargados, 

los ooquinetos, que pueden invadir las paredes del intestino medio donde forman ooquistes. Cuando los 

Figura 2 Ciclo de vida de Plasmodium falciparum, se separan las partes del ciclo ocurridas en el vector 

(izquierda) y en el humano (derecha) extraído y modificado de Lee et al. (2014). 
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ooquistes maduran, se rompen y liberan esporozoítos que se trasladan hasta las glándulas salivales del 

mosquito, quedando este en capacidad de infectar nuevos humanos, de esta forma el ciclo se cumple y 

puede repetirse, esta parte del ciclo de vida dentro del mosquito se puede denominar ciclo esporogónico 

(Figura 2, Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2019). 

1.2.2 Metabolismo de P. falciparum 

Como hemos visto Plasmodium falciparum tiene un ciclo de vida complejo que involucra distintos 

microambientes donde se desarrolla y multiplica en nichos intracelulares y extracelulares dentro del 

huésped humano y el vector mosquito, esto evidentemente implica cambios metabólicos (Aly et al., 

2009). A pesar de esta variedad de entornos, el flujo de sustancias con el huésped facilita la obtención de 

metabolitos indispensables para el parásito y gracias a que ha evolucionado en este medio, se ha reducido 

su maquinaria metabólica (Kafsack y Llinas, 2010), evidencia de ello son la pérdida de rutas como la 

síntesis de purinas (Krungkrai y Krungkrai, 2016) y la β-oxidación de ácidos grasos (Olszewski y Llinas, 

2011), de hecho el parásito no puede sintetizar aminoácidos esenciales y algunos no esenciales (Payne y 

Loomis, 2006). 

En este trabajo se presentará principalmente el metabolismo de P. falciparum durante el ciclo 

intraeritrocítico que como ya se mencionó comprende las formas de anillo, trofozoíto y esquizonte. 

El eritrocito es una célula anucleada que carece de organelos y no tiene la capacidad de sintetizar 

proteínas ni lípidos de novo, esto también implica la pérdida de rutas para la importación de varios 

metabolitos (Baumeister et al., 2010). Cuando el eritrocito es infectado surge un nuevo sistema de 

membranas y compartimientos, siendo el más notorio la vacuola parasítica que rodea al parásito pero se 

diferencia de su citosol o del eritrocito, teniendo incluso algunas proteínas propias que son exportadas 

por el parásito (Jacot et al., 2016). La permeabilidad del eritrocito cambia debido a las modificaciones 

que induce el parásito y se forman las llamadas nuevas rutas de permeabilidad (NRPs), de esta manera 

el parásito puede obtener diferentes nutrientes desde el plasma sanguíneo que son muchas veces 
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impermeables a la membrana del eritrocito humano cuando no están infectados (Figura 3) (Baumeister 

et al., 2010). 

Figura 3 Obtención de diferentes nutrientes por el parásito P. falciparum dentro del eritrocito A) pantotenato (Vitamina B 

5) e Isoleucina mediante nuevas rutas de permeabilidad (NRP) que pueden ser inhibidas por Furosemida, la isoleucina 

también puede ser obtenida mediante los transportadores endógenos del eritrocito (L) que pueden ser inhibidos por BCH el 

ácido aminobiciclo[2,2,1]heptano-2-carboxílico .B) Regulación de los niveles de Na+ y K+ mediante las NRP, nótese que la 

bomba Na+/K+ (P) actúa en sentido contrario para ambos iones. C) Importación de Hexosas, aminoácidos neutros, 

nucleósidos y bases nitrogenadas en la membrana del parásito, se ha podido identificar el transportador de hexosas (PfHT, 

H) nucleósidos y bases nitrogenadas (PfENT1, N) pero no de aminoácidos neutros (?). D) transporte de diferentes iones entre 

el citosol del eritrocito y el parásito. E) importe de Fosfato (en forma H2PO4
-) en cotransporte con dos átomos de Na+ 

mediante la proteína PfPiT. Extraído y modificado de (Kirk y Lehane, 2014) 

 El parásito puede obtener la mayoría de los aminoácidos mediante la digestión de hemoglobina o 

importándolos del medio, ya sea a través de las NRPs o bien por el sistema de importe de aminoácidos 

del eritrocito (Figura 3 A), haciendo uso de estos sistemas para obtener cualquiera de los 20 aminoácidos, 

de éstos, la metionina e isoleucina deben ser estrictamente importadas (Martin et al., 2005; Martin y 

Kirk, 2007; Cobbold et al., 2011) debido a que esta última está ausente en la hemoglobina humana. El 

cuadro de modificaciones en la permeabilidad que induce el parásito es aún más complicado si se toma 

en cuenta que las proteínas propias del eritrocito podrían también tener cambios en la permeabilidad 

inducidos por el parásito, este podría ser el caso del transporte de L-glutamato y D-aspartato, que aumenta 

en eritrocitos infectados mediante transportadores que normalmente se encuentran inactivos (Winterberg 

et al., 2012). Por su parte el intercambio iónico también se ve afectado, P. falciparum induce una 
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reducción drástica en las concentraciones de K+ del citosol del eritrocito y un aumento en el Na+, 

generando un citosol similar al plasma sanguíneo en lo que respecta a concentración de Na+ y K+ (Figura 

3 B) (Kirk y Lehane, 2014). Otros cofactores importantes como el ácido pantoténico (vitamina B5) 

precursor necesario de la coenzima A (Saliba et al., 1998) también son importados por el parásito. 

Otra característica del eritrocito es que carece de mitocondrias y depende totalmente de la 

fermentación de glucosa y tiene un consumo normal del orden de 5μmol glucosa/24 h/109 glóbulos rojos 

(Jensen et al., 1983). Cuando los glóbulos rojos son infectados por merozoítos de P. falciparum el 

consumo de glucosa aumenta hasta 100 veces, rondando los 122μmol glucosa/24 h/109 glóbulos rojos, 

siendo los trofozoítos y esquizontes los mayores consumidores de glucosa (Roth, 1990; Shivapurkar et 

al., 2018) ya que hay un aumento masivo de biomasa en estos estadios. El eritrocito provee de un 

ambiente rico en glucosa que el parásito adquiere haciendo uso de los transportadores pfHT1 

(PF3D7_0204700, Figura 3 C), que tienen mayor afinidad por la glucosa que los transportadores GLUT 

expresados en el eritrocito (Woodrow et al., 1999), se ha probado que el transportador PfHT1 de P. 

falciparum y su homólogo en P. berghei son indispensables para el ciclo intraeritrocítico (Slavic et al., 

2010) y al parecer es el único transportador que permite que el parásito tome toda la glucosa que requiere 

del huésped sin problema.  

La glucosa entra al eritrocito y es fosforilada mediante la hexoquinasa del glóbulo rojo lo que la 

hace impermeable a la membrana del parásito, para que pueda entrar a éste es necesario que sea 

desfosforilada por la enzima GAP50 (proteína asociada al glideosoma 50, PF3D7_0918000) una 

fosfatasa ácida que también desfosforila otros metabolitos requeridos por el parásito (Muller et al., 2010), 

de hecho se ha propuesto que esta desfosforilación inespecífica induce a una pérdida de energía en el 

citosol del eritrocito, y el parásito la podría solventar proveyendo de ATP y otras moléculas 

metabólicamente activas al eritrocito (Olszewski y Llinas, 2011). 

Sobre la obtención de energía en este ambiente se sabe que el parásito no realiza fosforilación 

oxidativa a saber: i) Hay un aumento drástico (de 5 a 100 veces) en la acumulación de ácido láctico en 

eritrocitos infectados (Zolg et al., 1984), ii) cuando se emplea glucosa marcada radioactivamente una 

cantidad reducida se transforma en CO2 (Scheibel y Pflaum, 1970) y iii) la mitocondria en el estado de 

trofozoíto es pequeña y poco crestada (Rudzinska, 1969). Para cultivar los parásitos in vitro requieren de 

glucosa o sacarosa y se cree que P. falciparum no puede emplear otras fuentes de carbono como 

aminoácidos o grasas (Olszewski y Llinas, 2011). 
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Lo mencionado indica que el parásito obtiene la mayoría de su ATP de la fermentación de glucosa 

en el ciclo intraeritrocítico y sumado a lo anterior debemos indicar que. P. falciparum posee todas las 

enzimas de la glucólisis y muestran un aumento en su expresión dentro del glóbulo rojo (Srivastava et 

al., 2016). El parásito no posee fructosa bifosfatasa identificada en su genoma, y probablemente no 

realiza gluconeogénesis, ya que esta enzima es esencial para el proceso, también es evidencia de ello el 

que no puede usar otras moléculas como fuente de energía que no sean glucosa o fructosa (Olszewski y 

Llinas, 2011). Es interesante que; a pesar de no hacer gluconeogénesis dos enzimas normalmente 

asociadas con esta ruta: la Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, PF3D7_1426700) y la 

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK, PF3D7_1342800) se encuentran presentes en el parásito y 

además son metabólicamente importantes (Storm et al., 2014) .  

El parásito realiza la vía de las pentosas fosfato (VPF), una ruta que le permite obtener NADPH 

para las reacciones de síntesis y defensa contra el estrés oxidativo, y ribosa para la síntesis de ácidos 

nucleicos (Olszewski y Llinas, 2011). Cuando el eritrocito es infectado por el parásito se observa un 

aumento progresivo en la VPF que alcanza su nivel más alto en el estadio de trofozoíto y luego decrece 

en el esquizonte, este aumento es de al menos 78 veces respecto a eritrocitos no infectados, al cual el 

parásito contribuye en un 82%. Es necesario indicar que la VPF del eritrocito también tiene 24 veces más 

actividad y posiblemente se deba al estrés oxidativo causado por el parásito (Atamna et al., 1994). En 

pacientes con deficiencia en la Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD), la primera enzima de la VPF, 

se ha encontrado que los parásitos experimentan mayor estrés oxidativo en el eritrocito y se ha sugerido 

que esto confiere mayor tolerancia de las personas a la enfermedad, curiosamente el continente africano 

presenta el mayor número de personas con esta deficiencia metabólica y es también el continente con 

mayor incidencia de malaria (Cappellini y Fiorelli, 2008). 

P. falciparum tiene diferencias importantes en el ciclo de Krebs, también denominado ciclo de los 

ácidos tricarboxilicos o ciclo del ácido cítrico, y en otras proteínas metabólicamente activas ubicadas en 

la mitocondria respecto al huésped, varios de estos cambios son compartidos con otros organismos del 

filo Apicomplexa e incluso con los dinoflagelados, un grupo hermano que junto a los ciliados forman 

parte del suprareino Alveolata (Figura 4, (Jacot et al., 2016)). De estas diferencias son relevantes en P. 

falciparum:  

a) Presencia de malato quinona reductasa (MQO, PF3D7_0616800 en remplazo de la malato 

deshidrogenasa (MDH),  

b) Fumarato hidratasa (FH) del tipo I (y no del tipo II, PF3D7_0927300) 
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c) Presencia de una -cetoácido deshidrogenasa de cadena ramificada (PF3D7_0504600),  

(BCKDH del inglés Branched-Chain Ketoacid Dehydrogenase) en sustitución de la piruvato 

deshidrogenasa (PDH) mitocondrial, hecho sustentado en la medición de actividad PDH por la 

BCKDH y en que esta enzima se encuentra huérfana en la ruta de la degradación de -cetoácidos 

de cadena ramificada (Jacot et al., 2016). 

d) El complejo I de la cadena transportadora de electrones se encuentra sustituido por una sola 

proteína, la NADH ubiquinona oxidorreductasa del tipo II (PF3D7_0915000) que no bombea 

protones hacia la matriz  

e) Una isocitrato deshidrogenasa (IDH, PF3D7_0820700) dependiente de NADPH y no de NAD+.  

Durante el ciclo intraeritrocítico el parásito no depende del ciclo de Krebs para generar el ATP que 

necesita, hecho que se sustenta de diferentes formas ya mencionadas, además, varias de las enzimas del 

ciclo de Krebs son dispensables durante el ciclo sanguíneo (Ke et al., 2015; Jacot et al., 2016). Pese a 

esto algunas de las enzimas como la MQO son necesarias para el desarrollo del parásito, posiblemente 

implicadas en la síntesis de pirimidinas y otros procesos (Jacot et al., 2016).  

A diferencia de otros organismos la entrada principal de carbonos al ciclo Krebs de P. falciparum 

proviene de la glutamina que es transformada en glutamato y luego α-cetoglutarato que se traslada en 

antiporte con malato a la mitocondria y el malato es excretado por el parásito (Olszewski y Llinas, 2011; 

Jacot et al., 2016) más adelante se retomará la importancia del ciclo Krebs para el parásito. 

Figura 4 Cambios en la mitocondria en diferentes grupos del suprareino Alveolata (Jacot et al., 2016) 
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Respecto al metabolismo de lípidos, los eritrocitos infectados difieren en la composición lipídica 

de sus membranas respecto a los no infectados (Vial y Mamoun, 2005). Siendo proporciones de los 

fosfolípidos; fosfatidilcolina (PC, 45-55%), fosfatidiletanolamina (PE, 20-35%), fosfatidilserina (PS, 4-

8%), fosfatidilinositol (PI, ~5%) y esfingomielina (3-20%) (Wein et al., 2018) En el caso de la membrana 

del parásito se encuentra principalmente compuesta de PC y PE, representando entre 40-50% y 35-45%, 

respectivamente, porcentajes inusualmente altos para organismos eucariotas, adicionalmente, P. 

falciparum no puede producir colesterol, siendo su membrana pobre en esta molécula (Vial y Mamoun, 

2005). 

Es interesante resaltar que Plasmodium falciparum requiere de un suministro de ácidos grasos para 

su desarrollo durante el ciclo intraeritrocítico (Olszewski y Llinas, 2011) y a pesar de que el importe de 

estos componentes ha sido difícil de esclarecer, al parecer el parásito toma del suero sanguíneo los ácidos 

grasos pero no fosfolípidos o lípidos neutros, ayudado también por la hidrólisis de algunos lípidos (Vial 

y Mamoun, 2005).  

Los ácidos grasos para poder ser incorporados a la membrana deben transformarse en tioesteres de 

acil-CoA, mediante la acil-CoA sintetasa (ACS), y para ello Plasmodium posee al menos 11 genes que 

codifican para posibles acil-CoA sintetasas que se encuentran en diferentes cromosomas y todos son 

expresados durante el ciclo intraeritrocítico (Vial y Mamoun, 2005). Algunas de estas ACSs podrían 

estar implicadas en el importe de ácidos grasos ya que son exportadas por el parásito hacia el eritrocito 

e incluso pueden interactuar con su citoesqueleto (Vial y Mamoun, 2005). 

El metabolismo de ácidos grasos en Plasmodium spp. ha sido un tema polémico, los datos indican 

la ausencia de enzimas implicadas en la síntesis de ácidos grasos. Sin embargo en 1998 un análisis del 

genoma del apicoplasto constató la presencia de todas las proteínas necesarias para la síntesis de ácidos 

grasos del tipo bacterial (FASII del inglés type II fatty-acid biosynthesis) (Waller et al., 1998). Trabajos 

anteriores empleando el marcaje radiactivo mostraron la capacidad del parásito para fijar carbono 

procedente de la glucosa sólo en el esqueleto de glicerol y no en las cadenas acilo de los lípidos,  

evidenciándose posteriormente que el parásito tiene la capacidad de alargar cadenas de 14 carbonos a 16, 

y de 16 a 18, además de producir desaturaciones principalmente en la posición ω-9 (Olszewski y Llinas, 

2011). Por ello, se ha propuesto que el parásito toma ácidos grasos del eritrocito y del plasma, 

produciendo en ellos ciertas modificaciones como elongaciones o desaturaciones, y solo emplea un 

esqueleto de glicerol para ensamblar los lípidos que necesita (Olszewski y Llinas, 2011).  
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Las enzimas de la ruta FASII se encuentran en el apicoplasto, un organelo donde ocurren también 

otras rutas metabólicas relevantes como parte de la síntesis de grupos hemo o la síntesis de precursores 

de isoprenoides, siendo esta última ruta la única función esencial del apicoplasto durante el ciclo 

intraeritrocítico (Shears et al., 2015). Aunque la ruta FASII es dispensable durante el ciclo eritrocítico, 

se ha encontrado que varias de sus enzimas son necesarias para que el parásito retorne del estado de 

dormancia en cepas resistentes a la artemisinina (Chen et al., 2014), más adelante se profundizará sobre 

otros aspectos esta resistencia. 

Para la síntesis de ADN y ARN, el parásito requiere de purinas y pirimidinas que obtiene de 

diferentes maneras; las purinas son recuperadas del huésped (Figura 5) y las pirimidinas sintetizadas de 

novo (Figura 6). En el caso de las purinas, estas son importadas del eritrocito a través del transportador 

de 

nucleósidos hENT1 y el transportador de bases nitrogenadas hFNT1, dos transportadores pertenecientes 

al eritrocito, también se pueden importar nucleósidos y bases nitrogenadas, a través de las NRPs, pero al 

parecer esta ruta es dispensable para el parásito (Quashie et al., 2010). 

En la forma intraeritrocítica de P. falciparum, la adenilosuccinato liasa (PF3D7_0206700), 

necesaria para la síntesis de inosina monofosfato (IMP), es la única de las 10 enzimas necesarias para la 

Figura 5 Esquema resumido de la ruta de recuperación de purinas, extraído de (Krungkrai y Krungkrai, 2016), se 

resalta en rojo la ruta principal de obtención de purinas, el parásito obtiene la hipoxantina del huésped y también 

del metabolismo de poliaminas. 
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síntesis de purinas de novo que se ha identificado para esta ruta. Esta enzima a su vez también puede 

actuar en la ruta de recuperación de purinas para transformar adenosina monofosfato (AMP) en IMP 

(Figura 5, (Krungkrai y Krungkrai, 2016). Como se puede apreciar, el parásito depende de los 

precursores presentes en sangre para producir purinas, siendo la hipoxantina la fuente principal 

(Krungkrai y Krungkrai, 2016). 

A diferencia de las purinas, las pirimidinas existen en el eritrocito solo en pequeñas 

concentraciones de forma que el parásito ha retenido la capacidad para sintetizarlas de novo (Cassera et 

al., 2011). Se ha encontrado que P. falciparum incorpora pocas moléculas de orotato, uracil, uridina, 

timina o timidina marcadas radiactivamente en su ADN y, a pesar de que la mayoría de las enzimas para 

la recuperación de pirimidinas han sido identificadas, sus actividades son bajas, de forma que el parásito 

obtiene pirimidinas casi exclusivamente sintetizándolas a partir de bicarbonato (HCO3
-), glutamina (Gln) 

y ATP para producir Uridina 5’-monofosfato (UMP)(Krungkrai y Krungkrai, 2016), los 6 pasos 

enzimáticos necesarios para la síntesis de pirimidinas se muestran en la Figura 6 y todos son realizados 

por el parásito. 

 La dihidroorotato deshidrogenasa (DHOD) permite la transformación de dihidroorotato en orotato 

mediante la reducción de ubiquinol y se encuentra en la membrana interna mitocondrial. Se ha propuesto 

que esta enzima requiere para su funcionamiento de varias de las enzimas implicadas en la cadena de 

Figura 6 Esquema de la ruta para la síntesis de pirimidinas de novo en P. falciparum, tomado de 

(Krungkrai y Krungkrai, 2016) 
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transporte de electrones, debido a que la DHOD requiere ubiquinona para producir orotato, de estas 

podemos resaltar al complejo III de la cadena de electrones que oxida ubiquinol, produciendo ubiquinona  

(Jacot et al., 2016).  

Con todo lo ya mencionado se puede tener una idea de diferentes aspectos metabólicos de P. 

falciparum y en la Figura 7 se esquematiza los principales aspectos del metabolismo central de carbono 

en el parásito, con este esquema presente se pueden agregar otras particularidades metabólicas. Las 

enzimas MQO y Complejo I de la cadena transportadora de electrones al parecer contribuyen a mantener 

la diferencia de potencial en la mitocondria, a pesar de que el complejo I se ve sustituido por un NADH 

deshidrogenasa del tipo II que se asocia con la membrana pero no la traspasa y no contribuye con el 

bombeo de protones, pero si cumple su función transfiriendo los electrones del NADH al ubiquinol (Jacot 

et al., 2016). La MQO mitocondrial cumple la función que tendría la malato deshidrogenasa (MDH) 

Figura 7 Esquema del metabolismo central de carbono en P. falciparum, en rojo se resaltan las rutas principales 

que siguen las moléculas de glucosa y glutamina tomadas por el parásito, extraído de (Jacot et al., 2016) 
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mitocondrial al oxidar malato en oxalacetato. Debemos destacar que P. falciparum posee una MDH 

citosólica pero no mitocondrial, una característica que no es compartida con otros integrantes del phylum 

Apicomplexa, por ejemplo, T. gondii si tiene MDH mitocondrial (Jacot et al., 2016). Estas enzimas junto 

con la FH son indispensables para el parásito durante el ciclo intraeritrocítico, lo cual podría deberse a 

su participación en diferentes rutas metabólicas, como la FH en la recuperación de purinas (Jacot et al., 

2016). 

1.2.3 Estrés oxidativo en P. falciparum 

El parásito debe lidiar con un estrés oxidativo importante durante el ciclo intraeritrocítico. Los 

anillos, trofozoítos y esquizontes digieren hemoglobina para obtener aminoácidos para su desarrollo y 

también para poder ocupar un mayor espacio dentro del glóbulo rojo a medida que el parásito crece y se 

divide, debido a que la hemoglobina es la proteína más abundante del eritrocito (Olszewski y Llinas, 

2011).  

La digestión masiva de hemoglobina trae como consecuencia la necesidad de un sistema para 

deshacerse de los grupos hemo que contribuyen a la formación de especies reactivas de oxígeno (en 

inglés reactive oxigen species, ROS) como son: el ion superóxido (•O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2) 

y el radical hidroxilo (•OH). Plasmodium acumula los grupos hemos en cristales de hemozoína, sin 

embargo, debido a la alta concentración de hemoglobina, parte de esta irremediablemente produce 

especies reactivas de oxígeno las que pueden producir daños celulares en distintos niveles al reaccionar 

con lípidos, aminoácidos, carbohidratos y ADN (Yu, 1994).  

Es por ello que Plasmodium debe producir moléculas capaces de combatir este estrés oxidativo, 

para ello usa dos proteínas: la tioredoxina (Trx) y el glutatión (GSH). La Tioredoxina es una pequeña 

proteína que puede donar electrones mediante la formación de un puente disulfuro entre residuos de 

cisteína de su estructura, la tioredoxina oxidada (Trxox) es reducida mediante la enzima tioredoxina 

reductasa (TrxR) en una reacción dependiente de NADPH. El glutatión es un tripéptido formado de 

glutamato, cisteína y glicina, que permite donar electrones a través del grupo tiol (SH) de la cisteína, por 

la unión de dos moléculas de glutatión unidos mediante un puente disulfuro, formando el glutatión 

oxidado (GSSG). El GSSG puede ser reducido formando nuevamente GSH mediante la enzima glutatión 

reductasa (GR) que, de forma similar a TrxR, emplea NADPH. 

El glutatión es activamente sintetizado por el parásito mediante dos enzimas, la Gamma-

glutamilcisteína sintetasa que produce γ-L-glutamil-L-cisteína y la glutatión sintetasa que produce el 
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GSH agregando glicina a la γ-L-glutamil-L-cisteína en una reacción que emplea la energía de la hidrólisis 

de ATP.  

Existen otros procesos donde el Glutatión se ve involucrado como la S-glutationilación de proteínas 

(proteína-SSG) y también en la desintoxicación de compuestos mediante las glioxilasas (Becker et al., 

2003). 

En Plasmodium la forma GSH (tiol) es la más abundante (2mM), mientras que la forma oxidada 

(GSSG) se encuentra en concentraciones de 10μM o menos, siendo concentraciones mayores a 100μM 

perjudiciales para el parásito. Otras formas donde está presente el glutatión son las proteínas S-

glutationiladas que se encuentran en una concentración de 10μM a 1mM, el S-glutatión-nitroso (GSNO), 

la forma GSO- (el anión del ácido sulfénico GSOH), la forma Ar-SG donde Ar es un compuesto 

aromático y la coenzima A glutationilada (CoA-S-S-G), estas formas existen en concentraciones mucho 

menores y oscilantes (Becker et al., 2003). 

Gran parte del glutatión oxidado producido por el parásito debe ser excretado al eritrocito, y se ha 

encontrado un aumento de hasta 60 veces en la excreción de GSSG en eritrocitos infectados con 

Plasmodium respecto a eritrocitos no infectados (Becker et al., 2003). 

Es conveniente resaltar que aunque la tioredoxina también juega un papel en la regulación del 

estrés oxidativo, se ha encontrado que la contribución al potencial redox del parásito producida por el 

GSH es de -480mM.MV, al menos un orden de magnitud mayor que otros sistemas redox del parásito, 

lo que sugiere que el glutatión es el principal encargado de mantener reducido el entorno donde se 

desarrolla  y cualquier cambio en lo que al estrés oxidativo respecta probablemente sea manejado por el 

parásito a través del reciclaje del glutatión mediante la GR o mediante la síntesis de novo de GSH (Becker 

et al., 2003). 

1.3 Control de la malaria  

Debido a que la malaria produce miles de muertes y contagios a nivel mundial desde el siglo pasado 

se han implementado diferentes métodos para su control, que en esencia podemos separar en dos clases; 

orientados hacia el control del vector y orientados hacia el control del parásito, los dos enfoques implican 

un conjunto de metodologías particulares. 
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1.3.1 Control del vector 

Los enfoques orientados hacia el control del vector buscan una disminución en el tamaño 

poblacional de los moquitos del género Anopheles lo que implica una disminución en la propagación de 

la enfermedad, bloqueando la tasa de trasmisión, este fin se alcanza mediante la implementación de tres 

métodos propuestos por la OMS a nivel mundial; mosquiteros tratados con insecticidas, rociado residual 

interdomiciliario y control de larvas (WHO, 2013, 2015), incluso se ha propuesto el empleo de 

mosquiteros rociados con drogas que atacan al Plasmodium y no al mosquito, un enfoque que contempla 

el control del parásito por medio de metodologías para el control del vector (Paton et al., 2019). 

En América existen varios vectores para la enfermedad, tanto para P. falciparum como para P. 

vivax, siendo estos; Anopheles freeborni, An. pseudopunctipennis, An. quadrimaculatus, An. albimanus, 

An. albitarsis, An. aquasalis, An. darlingi, An. marajoara y An. nuneztovari (Sinka et al., 2012), en 

Venezuela y los países con más casos de malaria del continente, An. darlingi es el más relevante, esta es 

una especie antropofílica que puede picar tanto en el peridomicilio como en intradomicilio (Recht et al., 

2017), es por ello que es indispensable el control del vector en zonas urbanas y rurales para disminuir los 

contagios. 

1.3.2 Drogas empleadas para combatir la malaria 

Diferentes drogas antimaláricas han sido empleadas de manera masiva desde el siglo XX. Hasta 

los años 30 la quinina era la principal droga contra malaria, esta se extraía de un árbol de América del 

Sur del género Cinchona, aunque la resistencia a esta droga surgía esporádicamente, con el devenir de la 

segunda guerra mundial se apresuró la búsqueda de otros medicamentos contra la malaria (Malaria Site, 

2015).  En el año 1934 se descubre la cloroquina (CQ), que solo pudo usarse luego del final de la segunda 

guerra mundial, salvando a millones de personas por al menos 20 años, antes de que se apareciera la 

resistencia a la droga (Krafts et al., 2012). Durante el siglo XX diversos investigadores buscaron 

sustitutos para la cloroquina, permitiendo el surgimiento de la Primaquina en 1950, actualmente en uso 

principalmente contra los gametos y los hipnozoíto de Plasmodium vivax. Otras drogas son la 

sulfadoxina/pirimetamina desarrollada en 1967 o la mefloquina en 1985, sin embargo, la resistencia a 

estas surgió a pocos años de su implementación debido a su uso masivo (Malaria Site, 2015; Antony y 

Parija, 2016). Por otra parte, el conocimiento de las propiedades de la Artemisia annua contra la malaria 

se remontan a casi 2000 años, según lo expuesto en el libro de Ge Hong (Burns, 2008), pero no fue hasta 

el año 1967 cuando científicos chinos comenzaron a tratar de aislar el compuesto antimalárico, 

reportándose en 1979 el resultado de los estudios en humanos (Malaria Site, 2015), es por ello que se le 
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otorgó el premio nobel de Medicina a Tu Youyou en 2015 por su contribución al aislamiento de la droga 

(Nobel Prize, 2015). En la actualidad tratamientos basados en artemisinina son los recomendados como 

primera arma contra la malaria producida por P. falciparum según la OMS (WHO, 2018b). 

1.3.3 Surgimiento de resistencia en Plasmodium spp.  

La aparición de resistencia en Plasmodium a los fármacos antimaláricos se ve reflejada en una 

supervivencia o multiplicación del parásito, a pesar de la administración y absorción de la droga dada en 

dosis iguales o mayores a las recomendadas, tomando en cuenta la tolerancia del sujeto (WHO, 2010). 

Esta resistencia puede ser producida por una o múltiples mutaciones, que podrían estar asociadas a 

grandes niveles de parasitémia, ambientes con uso indiscriminado de los fármacos antimaláricos o 

también uso de los fármacos en dosis demasiado bajas. Las resistencias a diversos fármacos se han 

generado en diferentes momentos fuera de África, es el caso de la resistencia a cloroquina que surgió en 

dos focos independientes, uno en América del Sur y otro en el Sudeste asiático en los años 70. Todas las 

resistencias a drogas antimaláricas esparcidas por Asia se han generado en la frontera de Tailandia y 

Camboya más específicamente en la provincia de Pailin, se cree que factores como poco acceso a 

medicinas, uso de medicamentos falsos o de mala calidad, dosis reducidas, uso de monoterapias y un 

intenso tráfico de personas han contribuido a formar cepas resistentes a casi todas las drogas 

antimaláricas, incluso a la artemisinina, la más usada actualmente (Paloque et al., 2016). Se ha observado 

que la resistencia tiende a surgir con mayor frecuencia en cepas de P. falciparum que en P. vivax, como 

ejemplo de ello, se puede mencionar que a este último todavía se lo controla empleando cloroquina 

(Phong et al., 2019), mientras que para tratar P. falciparum no se usa cloroquina desde hace décadas 

debido a su resistencia a esta droga a nivel global. 

Los tratamientos recomendados actualmente por la OMS para tratar malaria por P. falciparum son 

los basados en artemisinina, sin embargo, se ha encontrado la resistencia a la artemisinina en cepas de 

este parásito en el sudeste asiático (Haldar et al., 2018; Phong et al., 2019). 

1.4 Resistencia de P. falciparum a artemisinina  

En el año 2008 se reportó resistencia a la artemisinina en Camboya (Noedl et al., 2008), en base a 

una persistencia del parásito en sangre luego de 7 días de tratamiento o una reemergencia del parásito en 

los 28 días después de comenzar el tratamiento. Esta resistencia puede rastrearse hasta años antes de 

2008 en la zona, entre 2002 y 2005 se encontró un aumento en los tiempos de eliminación del parásito 

en el borde entre Camboya y Tailandia, en septiembre de 2005 la OMS alertó del potencial surgimiento 
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de resistencia a la artemisinina en la subregión del Gran Mekong (GMS) en el sudeste asiático (WHO, 

2010), nombre que toma por el Río Mekong que cruza el territorio de 6 países: China, Birmania, 

Tailandia, Laos, Camboya y Vietnam (Wikipedia, 2020b, 2020a). En vista al panorama, en 2006 la OMS 

propone eliminar el uso de monoterapia de artemisinina, o drogas derivadas para tratar la malaria por P. 

falciparum, haciéndose esto efectivo en 2007, luego en 2009, se confirma la resistencia en la zona y se 

crea un plan para contenerla (WHO, 2010, 2011). Desde entonces se han publicado distintos reportes 

donde se actualiza la situación respecto a la resistencia contra la artemisinina en cepas de P. falciparum; 

uno en enero de 2014 (WHO, 2014), otro en agosto de 2018 (WHO, 2018a). 

En el último reporte de la OMS (WHO, 2018b), se menciona que hasta 2018 no había evidencia de 

resistencia completa a la artemisinina por parte del parásito y que la resistencia parcial surgida en la 

subregión del Gran Mekong no ha podido ser asociada con un aumento en la morbilidad o mortalidad, 

se resalta que todavía los ACTs son el principal tratamiento efectivo contra la malaria. Esto muestra que 

la situación podría ser mucho más grave si aparecen cepas con una resistencia más pronunciada a los 

ACTs razón para que todos los países de la GMS sean monitoreados frecuentemente respecto a la eficacia 

de los tratamientos y al parecer, al menos en esta región, han sido evaluados durante la última década. El 

reporte habla poco respecto al continente americano, principalmente por falta de estudios, y los pocos 

que hay no mostraban la presencia de cepas resistentes, no obstante Vreden et al. (2013) encuentran una 

reducción en el periodo de eliminación del parásito en Suriname al comparar un grupo pequeño de 

pacientes en 2005-2006 con un grupo de 2011, Mathieu et al. (2020) muestran que en la Amazonia se ha 

encontrado la mutación C580Y en el gen pfkelch 13, asociada con resistencia in vitro en P. falciparum. 

Sin embargo, esta mutación esta poco esparcida en la región, más estudios son requeridos para saber la 

verdadera situación actual respecto a la resistencia en América del sur. 

1.4.1 Marcadores genéticos de la resistencia a la artemisinina y la proteína pfkelch13 

Una de las primeras aproximaciones al mecanismo de acción de la artemisinina, y a un posible 

mecanismo para generar resistencia, fue la ATPasa dependiente de Ca+2 del retículo sarcoplasmático 

(SERCA), que tiene un ortólogo en Plasmodium falciparum (PfATP6). Esta proteína interactúa con la 

artemisinina en el parásito (Shandilya et al., 2013) y se ha propuesto que un cambio en un aminoácido 

(L263E) en el tercer segmento transmembranal modula la susceptibilidad a la artemisinina en 

Plasmodium falciparum (Uhlemann et al., 2005). Este mecanismo de resistencia ha sido polémico 

(Sanjeev Krishna et al., 2010), pues pocos años después de la publicación de dicho estudio se encontró 

que Plasmodium berghei, una especie que infecta roedores, puede generar resistencia heredable a la 
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artemisinina sin mostrar mutaciones en el gen atp6 (Afonso et al., 2006), lo que pone en duda que 

mutaciones en esta ATPasa puedan estar involucradas en la resistencia a la droga. En la actualidad se 

han encontrado al menos 124 proteínas con las que la artemisinina puede interactuar (Ismail et al., 2016), 

estas proteínas se encuentran implicadas en diferentes rutas metabólicas lo que sugiere un mecanismo de 

acción mucho más complejo (Wang et al., 2017).  

Otra asociación de la resistencia de P. falciparum a la artemisinina ha sido encontrada con una o 

varias mutaciones en el gen pfkelch en el cromosoma 13 reportada inicialmente por Ariey et al. (2014), 

luego se ha corroborado por otros investigadores (Mok et al., 2015; Haldar et al., 2018). Aunque el 

mecanismo de acción de esta resistencia aún es desconocido se propone que las cepas de P. falciparum 

resistentes a la artemisinina activan rutas de plegamiento de proteínas, probablemente para reparar los 

daños causados por la artemisinina, que produce proteólisis inespecífica dentro del parásito (Mok et al., 

2015; Haldar et al., 2018).  

Evidencias mucho más recientes sugieren que la proteína PfKelch 13 podría mediar la ingesta de 

hemoglobina por el parásito por medio de vesículas que lucen como citostomas, estructuras por donde 

ocurre fagocitosis en distintos protozoarios, al parecer las mutaciones en la proteína PfKelch 13 producen 

un importe deficiente de hemoglobina y ésto genera una disminución en la activación de la droga y por 

lo tanto menor daño a las estructuras del parásito (Yang et al., 2019; Birnbaum et al., 2020; Gnadig et 

al., 2020). Estos estudios además sugieren la presencia de varias proteínas que interactúan con PfKelch 

13 para producir la ingesta de hemoglobina, y que seguramente serán el foco de investigación respecto a 

esta resistencia en los próximos años. 

Además otros mecanismos para explicar la resistencia han sido propuestos, es el caso de Mbengue 

et al. (2015) quienes proponen que la resistencia se produce por un aumento en las concentraciones de 

fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P), debido a que la proteína PfKelch 13 mutada no puede interactuar de 

manera eficiente con la fosfatidilinositol 3 fosfato quinasa (PI3PK), y producir la ubiquitinación de esta 

última causando su degradación. De esta manera las cepas resistentes tendrían una mayor cantidad de 

PI3PK y con ello PI3P. Otros investigadores han obtenido in vitro cepas Dd2 de P. falciparum con una 

tolerancia a la artemisinina 25 veces mayor respecto a cepas sensibles, así como un aumento en el número 

de copias del gen pfmdr1 y un aumento en la expresión de enzimas implicadas en la defensa contra el 

estrés oxidativo (Cui et al., 2012). 
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1.4.2 Latencia en cepas resistentes de P. falciparum 

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la resistencia a la artemisinina es un retraso en el 

ciclo celular de P. falciparum el cual permite que el parásito evada los efectos de la droga y que pueda 

continuar con su ciclo celular una vez hayan disminuido las concentraciones de dihidroartemisinina 

(DHA) en sangre, que es metabolizada rápidamente en el ser humano. Este mecanismo fue propuesto en 

primer lugar en un modelo teórico por Hoshen et al. (2000), quienes plantearon que la dormancia podría 

explicar las discrepancias en los niveles de parasitemia en sangre tomando en cuenta el periodo de 

efectividad del artesenuato (droga similar a la artemisinina) en el cuerpo. Este periodo de dormancia en 

la que los parásitos pueden retrasar su ciclo ha presentó una duración de 3 a 8 horas (Kyle y Webster, 

1996), 24 horas (Hoshen et al., 2000), más de 20 días (Teuscher et al., 2010) y  28 días (Codd et al., 

2011). Es necesario resaltar que la dormancia permite al parásito evadir los efectos de la droga, pero no 

implica resistencia propiamente dicha (Cheng et al., 2012). 

Evidencia más reciente propone que la latencia es producida por la fosforilación de la subunidad α 

del factor 2 de iniciación de la traducción de eucariotas (elF2α, PF3D7_0728000) por medio de la quinasa 

de elF2α 4 (PK4, PF3D7_0628200), a la fecha este es el mecanismo mejor descrito que puede explicar 

la latencia en Plasmodium producida por la artemisinina. 

1.5 Estudios bioinformáticos en parásitos  

Los estudios bioinformáticos representan una posibilidad sin precedentes para realizar 

simulaciones en biología, que permiten plantear y probar las hipótesis in silico, incluso antes de realizar 

estudios experimentales (Di Ventura et al., 2006). El enfoque que surge en el siglo XXI se contrapone al 

del siglo XX, ponderando la integración sobre la simplificación, esto ha sido posible gracias a las 

herramientas tecnológicas que han surgido en el presente siglo. Denominamos como in silico a cualquier 

estudio que se desarrolle haciendo uso de herramientas informáticas y abordan áreas muy diversas en la 

biología, desde el modelado de drogas novedosas (Dasgupta et al., 2009; Fatumo et al., 2009) hasta el 

modelado de la distribución e incidencia de enfermedades e incluso predecir epidemias (Darkoh et al., 

2017; Hussien et al., 2017). Los parásitos humanos han sido ampliamente estudiados mediante técnicas 

in silico (Tong y Ng, 2011), permitiendo no solo conocer su genotipo sino entender cómo se expresa su 

fenotipo y su comportamiento poblacional y evolutivo. 
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1.5.1 Tecnologías ómicas en estudio de Plasmodium 

En el presente siglo se ha visto un acelerado crecimiento en la cantidad de datos biológicos 

obtenidos mediante diferentes técnicas experimentales cada vez más robustas, flexibles y económicas, 

las tecnologías ómicas permiten la obtención y clasificación de dichos datos a fin de comprender los 

organismos como un sistema (Schneider y Orchard, 2011). La palabra ómico (del inglés Omics) es un 

sufijo que significa la medición total del complemento de un nivel de moléculas biológicas e información, 

con esto en mente podemos mencionar a las principales ómicas, que son cuatro; Genómica, que es el 

estudio cuantitativo de las secuencias codificantes, elementos reguladores y secuencias no codificantes, 

Transcriptómica, que hace uso de medidas del mRNA y expresión génica, Proteómica, que analiza la 

abundancia de proteínas y Metabolómica, que evalúa metabolitos y redes metabólicas (Schneider y 

Orchard, 2011), no obstante el sufijo se ha usado para muchos otros como el “Quinoma” (kinome) que 

representa el total de las quinasas de un organismo (Johnson y Hunter, 2005) o “Epigenoma” que estudia 

todos los patrones epigenéticos. 

Estudiar a los organismos con una visión más amplia, analizando numerosos datos, intentando 

comprender un sistema de muchos componentes es una visión novedosa a nivel molecular, en parte 

permitida con el surgimiento de las nuevas tecnologías, pero también por un cambio en la concepción de 

las investigaciones, un estudio Genómico contempla toda las secuencias en el ADN del organismo 

mientras que un estudio genético se plantea preguntas dentro de unos pocos genes o variantes (Hasin et 

al., 2017). La comprensión de diferentes enfermedades se ha visto beneficiada enormemente por los 

enfoques ómicos, especialmente cuando los orígenes de la patología involucran diferentes genes, 

modificaciones postraduccionales, patrones epigenéticos o incluso a microorganismos (Hasin et al., 

2017). 

Con lo dicho no es de extrañar que estas tecnologías ómicas hayan sido aplicadas en parásitos, y 

en Plasmodium existen más de 20 años de estudios que lo corroboran. Como inicio podemos mencionar 

el Genoma de Plasmodium publicado por Gardner et al. (2002) solo un año después de la publicación de 

la primera versión del genoma humano (Moraes y Goes, 2016), luego se publica la proteómica (Florens 

et al., 2002) y transcriptómica (Roch et al., 2004), en los años siguientes se registró un aumento en los 

trabajos de Plasmodium que emplean un enfoque ómico, tendencia que sigue hasta nuestros días. Tanta 

información puede resultar difícil de condensar, y han surgido distintas bases de datos para que sea 

fácilmente accesible para cualquier investigador, en el caso del género Plasmodium PlasmoDB es la base 

de datos más completa y provee información de genómica, transcriptómica, proteómica y un conjunto de 
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herramientas para hacer comparaciones o análisis (Aurrecoechea et al., 2009). Cada proteína o gen 

reportado en PlasmoDB presenta enlaces a otras bases de datos para complementar toda la información 

dada, para este trabajo las siguientes serán de gran utilidad; función metabólica y ubicación en los mapas 

metabólicos realizados para Plasmodium suministrados por MPMP -Malaria Parasite Metabolic 

Pathways-, artículos científicos donde se menciona a la proteína o el gen en cuestión disponibles en 

PubMed del NCBI (National Center for Biotechnology Information)(NCBI, 1988), Secuencia en 

aminoácidos y estructura de la proteína (si la tiene). 

1.5.2 Importancia y ventajas de los estudios in silico en Plasmodium falciparum 

Conviene indagar más en la importancia de estudios in silico en parásitos, abordando a Plasmodium 

en este enfoque. En el caso de los estudios experimentales de genómica, transcriptómica, proteómica y 

metabolómica, producen datos que son procesados inevitablemente in silico, por lo que el procesamiento 

de datos para responder a preguntas puntuales y pertinentes requiere el uso de la informática. Todo esto 

ha sido ampliamente utilizado para Plasmodium, principalmente en P. falciparum, quien es el parásito 

más estudiado de este género, contando en la actualidad con la transcriptómica del parásito en diferentes 

estadios de su ciclo de vida. Por ejemplo, en la base de datos PlasmoDB se cuenta con al menos 13 

publicaciones que han hecho uso de la tecnología RNA-seq para diferentes cepas y diferentes 

microambientes, además, se cuenta con varios ensamblados genómicos para varias “cepas” (Gardner et 

al., 2002) .  

Las herramientas bioinformáticas también permiten la identificación de posibles blancos para 

nuevas drogas (Dasgupta et al., 2009; Fatumo et al., 2009), que pueden ser modeladas antes de 

sintetizarlas en laboratorio (Ranjit Kumar, 2007), otra aplicación relevante es la realización de modelos 

y simulaciones epidemiológicas de la enfermedad (Darkoh et al., 2017), estos son solo algunos de los 

aspectos abordados en P. falciparum empleando dichas herramientas. 

1.5.3 La resistencia a artemisinina en P. falciparum mediante técnicas bioinformáticas 

Los estudios bioinformáticos son un enfoque adecuado para abordar la resistencia a ART en P. 

falciparum y pueden servir para dilucidar las características metabólicas y funcionales de la resistencia, 

gracias a la enorme cantidad de datos y técnicas bioinformáticas disponibles. PlasmoDB tiene a 

disposición la caracterización de las cepas resistentes y su expresión génica (Mok et al., 2015),  que 

permite hacer comparaciones entre los perfiles de expresión de distintas cepas de P. falciparum (Zanghi 

et al., 2018). Siddiqui et al. (2017) realizan un enfoque multiómico de cepas resistentes, evaluando 
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proteómica, metabolómica y peptidómica. Además la bioinformática en la resistencia a la artemisinina 

ha sido usada en muchos otros trabajos (S. Krishna et al., 2004; Saralamba et al., 2010; Cheeseman et 

al., 2012; Cheng et al., 2012; Carey et al., 2017), donde se han modelado proteínas, planteado ciclos de 

desarrollo del parásito e incluso modelos metabólicos de análisis de flujo. 

El presente trabajo plantea la construcción de un modelo metabólico teórico en cepas de P. 

falciparum resistentes a la artemisinina usando para ello toda la evidencia ya obtenida mediante estudios 

bioinformáticos, tomando en cuenta el hecho de que todavia no se entiende del todo el mecanismos que 

sucumbe en dichas cepas (Wang et al., 2017). Se pretende comenzar con los datos de expresión génica 

obtenidos por (Mok et al., 2015).  
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2 HIPÓTESIS 

Basados en las evidencias de datos provenientes de transcriptómica, metabolómica, genómica, 

proteómica, y otros estudios moleculares, sobre cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina, se 

propondría un modelo metabólico que permita dilucidar uno o varios mecanismos empleados por el 

parásito para tolerar los efectos de la artemisinina. 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

• Construir un modelo metabólico teórico basado en la evidencia obtenida mediante diferentes 

técnicas sobre cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina 

3.2 Objetivos específicos 

1. Realizar una revisión bibliográfica extensa sobre la resistencia a la artemisinina, regulación y 

expresión génica en P. falciparum. 

2. Construir una base de datos con los genes expresados por P. falciparum en la resistencia a la 

artemisinina 

3. Inferir la función de las proteínas de P. falciparum con función desconocida expresadas en cepas 

resistentes mediante herramientas bioinformáticas, asociándolas con la resistencia a artemisinina.  

4. Evaluar el posible rol metabólico de las proteínas asociadas con la resistencia haciendo uso de bases 

de datos especializadas en metabolismo. 

5. Presentar un modelo actualizado para el mecanismo de resistencia a la artemisinina en P. falciparum.  
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4 JUSTIFICACIÓN Y APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS 

 En Venezuela la problemática con la malaria se ha venido agravando en los últimos años, con un 

incremento sin precedentes, llegando a un estimado de más de 1 millón para final de 2018 (Bruzual et 

al., 2018). Inclusive, se ha visto un alarmante aumento en casos reportados para P. falciparum en zonas 

históricamente libres de este parásito, con reportes anuales de más del 2% entre 2016 y 2017(OMS y 

OPS, 2018). En el país, factores como la minería ilegal, la puesta en marcha del Arco Minero, tráfico de 

hidrocarburos y drogas (Recht et al., 2017; Bruzual et al., 2018), sumado a una drástica reducción en el 

presupuesto para combatir y vigilar esta enfermedad (OMS, 2016) han contribuido con esta grave  

situación. La crisis actual se ha mencionado en varios reportes de la Organización Mundial de la Salud 

para la región (OMS, 2016; WHO, 2018b) y también en otras fuentes(Bruzual et al., 2018). Además a 

nivel mundial la malaria representa un problema grave para la salud en los trópicos que todavía no se ha 

podido erradicar y los tratamientos basados en artemisinina son la primera arma contra la malaria 

producida por P. falciparum (WHO, 2018b). Es alarmante que en el sudeste asiático se estén reportando 

cepas con mayor tolerancia a la artemisinina y es prioritario entender el mecanismo, o los mecanismos, 

que subyacen bajo esta resistencia. En vista a que no se ha esclarecido del todo los cambios metabólicos 

que le permiten al parásito tolerar la artemisinina, se pretende proponer un modelo metabólico teórico en 

base a la evidencia obtenida mediante distintas tecnologías para explicar la resistencia a la artemisinina 

en P. falciparum. 
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5 METODOLOGÍA 

5.1 Análisis de la función de proteínas desconocidas  

P. falciparum posee un alto número de proteínas generalmente denominadas como “proteínas 

conservadas de Plasmodium con función desconocida”. Partiendo de lo numerosas que son y a que tienen 

cambios en su expresión en diferentes transcriptómicas realizadas en cepas resistentes a la artemisinina 

como las descritas por Mok et al. (2015) o Cui et al. (2012), se propone la búsqueda de la posible función 

de un grupo de estas proteínas, aquellas que tengan cambios en la expresión en cepas resistentes. 

 Basándose en los genes cuya expresión se ve correlacionada con las cepas resistentes de P. 

falciparum, 487 genes sobrexpresados y 511 genes subexpresados, reportados por Mok et al. (2015), se 

procedió a buscar cada proteína y descargarla en PlasmoDB a fin de verificar su función (Aurrecoechea 

et al., 2009). 

De las 998 proteínas reportadas por los investigadores mencionados se encontraron 285 proteínas 

con función desconocidas, 126 correlacionadas positivamente y 159 negativamente, la metodología para 

analizarlas es la siguiente: 

a) Se investigó la secuencia de aminoácidos de cada proteína en Hmmer, que permite buscar 

secuencias homólogas mediante alineamiento usando modelos probabilísticos basados en perfiles 

ocultos de Markov (HMMs) (Eddy, 2011). Para este análisis se emplearon los valores de la 

búsqueda por omisión E-values Sequence: 0.01; Hit: 0.03. Significance bit scores Sequence: 25.0; 

Hit: 22.0. La búsqueda se realizó en tres bases de datos disponibles en Hmmer: Reference 

proteomes, UniProtKB y SwissProt, de ellas SwissProt es la menos extensa pero la más curada y 

UniProtKB es la más extensa y menos curada. Los resultados de cada enzima se guardaron en 

formato .txt mediante la opción “Descargar” (Download) suministrada por el portal. 

b) Las secuencias fueron analizadas con la herramienta MotifScan del portal MyHits (Pagni et al., 

2007) que forma parte del ExPASy, provisto por el instituto Suizo de Bioinformática (SIB), este 

portal permite encontrar motivos descritos en otras bases de datos (Pfam, Prosite, HAMAP) en la 

secuencia de interés, los resultados fueron guardados para cada proteína, el portal muestra con el 

símbolo “!” aquellos motivos con un alto grado de certeza y con “?” aquellos motivos con poco 

certeza que fueron omitidos. 

c) Haciendo uso del portal de NCBI se realizó un PSI-Blastp (Position-Specific Iterated BLAST), 

que es más sensible a la detección de secuencias biológicamente relevantes que el BLAST (Basic 
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Local Alignment Search Tool), este último permite hacer alineamientos de la secuencia de interés 

con muchas otras a fin de encontrar similitudes entre estas (Altschul et al., 1997), los resultados 

fueron guardados en formato texto plano (.txt) mediante la opción “Descargar” (Download) de la 

página de resultados del PSIBlast, se realizaron dos búsquedas para cada secuencia, una sin 

excluir ningún grupo taxonómico y otra excluyendo al grupo Plasmodium (Id: 5820), debido a 

que en muchos casos las secuencias mostraban parecido con otras secuencias desconocidas de 

Plasmodium de otras especies, siendo posibles homólogos de la proteína de interés. 

d) Con Interpro también se analizó cada secuencia de aminoácidos, este portal emplea a la vez otros 

como Pfam y PANTHER para clasificar las proteínas en familias, superfamilias y predecir la 

presencia de dominios y otros sitios importantes (Mitchell et al., 2019) , los resultados 

encontrados con Interpro fueron guardados en PNG y SVG, este último permite revisar el 

resultado de manera más detallada, de ser necesario. 

e) Una vez encontrados indicios de una posible función en cada proteína, se suplementó el 

resultado con información de trabajos científicos muchas veces con la bibliografía reportada en 

las entradas de Interpro o también realizando una búsqueda manual en NCBI o Google scholar. 

f) En base a la información recabada se propuso la posible función de cada proteína y qué papel 

podría estar presentando en la resistencia a la artemisinina. 

5.2 Construcción de un Modelo metabólico para las cepas resistentes de P. falciparum a la 

artemisinina 

Mediante el empleo de datos de transcriptómica, proteómica, metabolómica, genomica y otras 

evidencias se propuso un posible modelo metabólico para las cepas resistentes a la artemisinina, esta 

informacion se ve resumida en la Tabla 1, se tomaron en cuenta, principalmente, los datos de 

transcriptómica obtenidos por Mok et al. (2015) debido a que contempla gran parte de la variabilidad en 

la expresión  genica obtenida de 13 zonas endemicas para la malaria ubicadas principalmente en el 

sudeste asíatico, con muestras de 1043 pacientes. También se incluyeron otros trabajos con evidencia 

obtenidas de cepas resistentes in vitro. Se esquematizaron las enzimas implicadas en diferentes rutas 

metabólicas y se construyó un modelo que concordara con la evidencia obtenida mediante diferentes 

técnicas. 

Para la obtención de las rutas metabólicas se usó principalmente el servidor Malaria Parasite 

Metabolic Pathways (MPMP, Ginsburg et al. (2020)), en esta página se encuentran esquemas de las 
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principales rutas del parásito con genes identificados por su ID de plasmoDB, número EC (Enzyme 

Commission numbers) e incluso si la enzima puede ser inhibida por alguna droga específica. 

Tabla 1 Trabajos sobre las cepas resistentes a la artemisinina de P. falciparum empleados para la construcción del 

modelo metabólico 

Descripción Referencia 

Análisis de 1043 aislados sanguíneos originados de 13 regiones endémicas de malaria 

del sudeste asiático y África 

(Mok et al., 2015) 

Selección in vitro de cepas Dd2 para producir cepas resistentes a la artemisinina 
(Cui et al., 2012) 

Análisis de cepas resistentes a la artemisinina mediante cromatografía liquida y 

espectrometría de masa 

(Siddiqui et al., 2017) 

En cepas resistentes con la mutación C580Y se evaluó el metabolismo del fosfatidil 

inositol 3 fosfato (PI3P) y la posible relación entre la proteína PfKelch 13 con la 

enzima Fosfatifilinositol-3-fosfato quinasa (PFPI3K) 

(Mbengue et al., 2015) 

Análisis de los cambios metabólicos en cepas sensibles de P. falciparum al aplicar 

artemisinina y otras drogas antimaláricas 

(Cobbold et al., 2016) 

• Posible asociación entre la resistencia a la artemisinina y la mutación en la 

proteína PfKelch13 y su relación con digestión de hemoglobina (Hb). 

• Estudio de la ruta endocítica mediada con Pfkelch13 y su asociación con la 

resistencia a la artemisinina 

• Estudio de la ubicación celular y asociación proteica de la proteína PfKelch13 

y su asociación con la resistencia. 

• Asociación entre la degradación de Hb y la sensibilidad de anillos de P. 

falciparum a la artemisinina. 

(Yang et al., 2019) 

(Birnbaum et al., 2020) 

(Gnadig et al., 2020) 

(Xie et al., 2016) 

Mapa global de la ubicación de los polimorfismos en la proteína PfKelch13 
(Ménard et al., 2016) 

Evaluación de la mutación C580Y y otras cepas sin mutaciones en para la resistencia a 

la artemisinina 

(Mukherjee et al., 2017) 

Determinación de las proteínas que interactúan con la artemisinina 
(Ismail et al., 2016) 

Modelo matemático de las cepas resistentes, con un periodo de latencia 
(Saralamba et al., 2010) 

Estudio de las proteínas que se expresan en diferentes rutas metabólicas en cepas con 

dormancia  

(Chen et al., 2014) 

Evaluación del potencial de membrana en una pequeña muestra de parásitos en 

dormancia  

(Peatey et al., 2015) 

 

5.3 Modelado de un posible transportador de citrato/α-cetoglutarato mitocondrial de P. 

falciparum 

Del modelo metabólico obtenido se planteó que la proteína PF3D7_1223800, homólogo de la 

proteína YHM2 de levaduras que es un transportador mitocondrial de citrato/α-cetoglutarato que 

contribuye a la tolerancia al estrés oxidativo en estos hongos, podría estar relacionado con las rutas 
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involucradas en combatir el estrés oxidativo en las cepas resistentes a la artemisinina de P. falciparum 

(sección 7.2.1), por ello se decidió realizar un análisis mediante otras técnicas bioinformáticas en esta 

proteína que será denominada PfCOCP (del inglés citrate/oxoglutarate Carrier protein). 

Para PfCOCP se realizó un modelado y acoplamientos moleculares (dockings). Para ello se 

tomaron en cuenta las estructuras del transportador en la conformación C, abierto al citosol, y la 

conformación M, abierto hacia la mitocondria. La metodología empleada fue la siguiente: 

a) Se obtuvo la secuencia en aminoácidos de la proteína PfCOCP en PlasmoDB y del NCBI otras 

secuencias de transportadores mitocondriales que pudieran ser de interés para compararla 

mediante alineamientos con la proteína de P. falciparum, estas otras secuencias incluyeron otras 

especies del género y a YHM2, el transportador de citrato/α-cetoglutarato de S. cerevisiae. 

b) Mediante el servidor Phyre 2 se obtuvo un modelado de PfCOCP, este algoritmo permite construir 

un modelo 3D al buscar homologías con otras secuencias usando modelos de cadenas ocultas de 

Markov, y de la misma manera, permite realizar simulaciones del plegamiento de zonas de la 

proteína que no tienen homología detectable (Kelley et al., 2015), la proteína modelada obtenida 

se encuentra en la conformación que permite la unión al sustrato en el citosol (conformación C o 

estado C). 

c) El modelo obtenido fue refinado dos veces con GalaxyRefine, este programa realiza varias 

perturbaciones y relajaciones en la proteína, posteriormente muestra los 5 mejores resultados del 

refinamiento en cuanto a valores de GDT-HA, RMSD, MolProbity y Rama favored (Heo et al., 

2013), este último se refiere a que tan adecuada es la conformación de la proteína respecto a los 

ángulos de rotación de los carbonos de cada aminoácido propuesto en el diagrama de 

Ramachandran (Ramachandran et al., 1963), se tomó especial atención a este valor debido a que 

la mayoría de las estructuras secundarias vistas en las proteínas concuerdan con las predicciones 

y limitaciones teóricas del diagrama (Voet y Voet, 2006). 

d) Un segundo modelado de PfCOCP usando el servidor SwissModel (Waterhouse et al., 2018) fue 

realizado empleando como molde el transportador de ADP/ATP de Thermothelomyces 

thermophilus (PDB id: 6GCI) con la finalidad de obtener la proteína en la conformación que 

permite la unión del sustrato en la matriz (conformación M o estado M), este modelo también se 

refinó con GalaxyRefine. 

e) Además de los valores mencionados para evaluar la calidad de los resultados, se usó el portal 

SwissModel para obtener los gráficos de Ramachandran del modelo original y cada paso de 
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refinamiento, a fin de verificar gráficamente las mejoras en la proteína obtenida, se utilizó para 

ello la opción de Structure Assessment de la pestaña Tools disponible en esta herramienta. 

f) Una vez obtenido el modelo refinado se procedió a realizar dockings (acoplamientos moleculares) 

con posibles sustratos de la proteína usando el servidor SwissDock (Grosdidier et al., 2011), este 

servidor permite usar los modelos ya obtenidos, en formato PDB, y acoplarlos con diferentes 

sustratos disponibles en la base de datos ZINC (Irwin y Shoichet, 2005). Para este docking se 

usaron los sustratos por separado; Citrato (ZINC895081) y α-cetoglutarato (ZINC1532519). Se 

seleccionaron los mejores acoplamientos dependiendo de los parámetros FullFitness y ΔG, 

buscando en ambos valores negativos (Grosdidier et al., 2007). 

g) Usando el software UCSF Chimera 1.13.1 (Pettersen et al., 2004) se visualizaron los 

acoplamientos obtenidos de SwissDock con la opción ViewDock, se buscó el acoplamiento más 

adecuado en cuanto a los parámetros ya mencionados y se visualizaron los residuos de 

aminoácidos posiblemente implicados en la interacción con el sustrato, para ello se simularon los 

puentes de hidrogeno en Chimera usando la opción FindHBond. La unión del sustrato con la 

proteína se comparó con la información reportada en la literatura para transportadores 

mitocondriales. 

h) Se realizaron alineamientos de las secuencias a fin de evaluar sitios conservados entre los 

diferentes transportadores mitocondriales, para los alineamientos se usó el modo Expresso del 

servidor T-Coffee, que es recomendado para trabajar con secuencias donde existan estructuras 

conocidas (Di Tommaso et al., 2011), siendo el caso de esta clase de transportadores que cuentan 

con varias estructuras determinadas por cristalografía. Otras dos herramientas también fueron 

usadas para alineamientos; MUSCLE (Edgar, 2004) y MAFFT(Katoh y Standley, 2013) 

i) Se evaluaron los lugares conservados de los alineamientos en base a la literatura ya conocida de 

los transportadores mitocondriales. 

j) Las secuencias alineadas de Plasmodium spp. fueron usadas para calcular el valor de π (diversidad 

nucleotídica) que es el número promedio de diferencias entre nucleótidos por sitio entre dos 

secuencias de ADN seleccionadas aleatoriamente (Nei y Li, 1979), con el fin de evaluar cómo ha 

cambiado la proteína en diferentes especies del género. A las mismas secuencias se les realizó la 

prueba D de Tajima, que evalúa si hay regiones en la secuencia con bajo neutralidad (Tajima, 

1989). 

k) Se realizó un árbol filogenético con MEGA X(Kumar et al., 2018), empleando las secuencias de 

Plasmodium spp. para la proteína PfCOCP, se usó primero la opción Find Best DNA/Protein 

Models que encuentra el modelo más adecuado, usándose luego en un árbol de máxima 
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verosimilitud probando la filogenia con el método de Bootsrap en 1000 repeticiones. El árbol 

obtenido fue comparado con la filogenia de Plasmodium spp. reportada en la literatura. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Análisis de la función de proteínas desconocidas 

En el análisis de la función proteica se pudo establecer la posible función de 31 de 126 proteínas 

correlacionadas positivamente (Tabla 2), mientras que para 159 proteínas correlacionadas 

negativamente se pudo establecer la posible función de 35 (Tabla 3). Varias de estas proteínas se 

pudieron asociar con procesos metabólicos específicos, como se resume en la Figura 8 y Figura 9 para 

las proteínas correlacionadas positiva y negativamente, respectivamente. 

6.1.1 Proteínas correlacionadas positivamente 

De estas proteínas se identificaron al menos 6 proteínas que probablemente se encuentren 

implicadas en el procesamiento del material genético (transcripción, traducción, entre otras, Figura 8). 

Inicialmente la proteína PF3D7_1442800 fue asociada con un factor de elongación EF1B, por la 

herramienta Interpro, este factor cumple el papel de reciclar el factor de elongación EF1A que es 

indispensable para el acoplamiento del ARNt con el ribosoma, EF1A se enlaza al GDP una vez que 

ocurre su hidrólisis y es en este momento que EF1B es necesario para restaurar EF1A (Andersen et al., 

2003).  

 

 

Figura 8 Procesos metabólicos identificados para las proteínas desconocidas correlacionadas positivamente de P. 

falciparum que podrían estar asociados con la resistencia a la artemisinina, los números en la figura representan el 

número de proteínas en cada categoría. 
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Por su parte PF3D7_1204500 pertenece a la familia de la subunidad SNAP43 del complejo SNAPc 

(Complejo activador de proteínas de ARN  pequeños, en inglés Small Nuclear RNA Activating Protein 

Complex), un factor de trascripción responsable del reclutamiento de la ARN polimerasa II y III para 

sintetizar los ARNsn (Wong et al., 1998). PF3D7_1466800 también pertenece a la familia y además tiene 

un dominio del tipo Noc1p que es necesaria para el ensamblaje de los ribosomas (Milkereit et al., 2001).  

La proteína PF3D7_0725300 presentó dominio WDR74 que en mamíferos es necesaria para el 

reclutamiento de la proteína NVL2 para las partículas ribosomales pre-60S (Hiraishi et al., 2015). 

También, al igual que la proteína PF3D7_1004100, tiene una región homóloga para la superfamilia de 

las quinoproteínas similares a alcohol deshidrogenasas, así que podría tratarse de una alcohol 

deshidrogenasa.  

En cuanto a la proteína PF3D7_1369500, podría estar implicada en la maduración de ARNm, 

debido a que pertenece a la familia de la subunidad mayor (CBP80 en eucariotas pluricelulares) del 

complejo CBC (Complejo de unión de la Cap-5’) que se asocia con la Cap del pre ARNm y media la 

asociación con otros componentes de la maquinaria para el procesamiento y exportación del ARNm 

maduro (Mazza et al., 2001), también tiene una región homóloga a la superfamilia con dominios 

similares a MIF4G y plegamientos del tipo armadillo(arm), ambos también implicados en el 

procesamiento de ARN.  

Por su parte PF3D7_1026200 tiene un dominio THUMP que se ha determinado puede estar 

implicado en el reconocimiento de motivos de ARN (Tanaka et al., 2009). 

Estas 6 proteínas podrían estar implicadas en un aumento en la transcripción de proteínas en cepas 

resistentes y tiene sentido ya que el parásito debe reparar el daño producido por la artemisinina, así como 

producir algunas proteínas necesarias para mantener funcionando rutas metabólicas específicas, como lo 

es el aumento en varias enzimas de la glucólisis en los datos de transcriptómica en cepas resistentes 

reportado por Mok et al. (2015), estos autores también encuentran muchas otras proteínas implicadas en 

la traducción y transcripción correlacionadas positivamente con la resistencia a la artemisinina. 

Otro proceso donde pueden asociarse varias de las proteínas estudiadas es en el tráfico vesicular. 

De esta forma la proteína PF3D7_1340500 contiene un dominio ARK y un dominio DIX. El primero ha 

sido implicado en la segregación de los centrómeros división celular (Leverson et al., 2002), mientras 

que el segundo se ha visto implicado en la modificación del citoesqueleto de actina y tráfico vesicular, 
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adicional a esto, se ha observado que algunas mutaciones en este dominio estarían relacionadas con 

algunos tipos de cáncer (Capelluto et al., 2002). 

En el caso de PF3D7_0524300, tiene una región de interacción con adaptinas, las cuales son 

subunidades del complejo de Adaptinas (AP) involucradas en la formación de vesículas y selección de 

cargas para la incorporación a esas vesículas (Boehm y Bonifacino, 2001). La similitud se encontró 

específicamente con una proteína denominada p34 que puede interactuar con las proteínas α-adaptina y 

γ-adaptina, y se cree podría tener un rol de chaperona en el proceso de formación de la vesícula (Page et 

al., 1999).  

Por su parte PF3D7_1142200 tiene una región homóloga a la superfamilia de la proteína Ist1 las 

cuales se ha propuesto que tienen la función de regular la proteína Vps4 que catalizan el des ensamblaje 

del complejo ESCRT-III (Xiao et al., 2009). Estos complejos ESCRT permiten el remodelamiento de la 

membrana y se encuentran implicadas en la formación e los cuerpos multivesiculares que permiten el 

envío de vesículas al exterior celular (Xiao et al., 2009).  

También PF3D7_1469100 pertenece a la familia de la subunidad 1 del complejo receptor SNAP 

del aparato de Golgi, complejo necesario para el tráfico vesicular en este organelo (Xu et al., 2000).  

Por último, PF3D7_1107200 pertenece a la familia de las proteínas de fusión vacuolar CCZ1 

estudiada en Saccharomyces cerevisiae y es una proteína de membrana que reside principalmente en los 

endosomas tardíos, además se encuentra relacionado con otras proteínas involucradas en la fusión de 

endosomas con vacuolas y en la fusión homotípica de vacuolas (Hoffman-Sommer et al., 2005). En vista 

a lo descrito se pudiera sugerir que el parásito sobrexpresa estas proteínas para mediar el tráfico vesicular 

en cepas resistentes, esto concuerda con que las cepas resistentes deben importar algunos metabolitos del 

huésped como es el caso de varios aminoácidos (Bunditvorapoom et al., 2018) 

Hay al menos tres proteínas encontradas en cepas resistentes que podrían estar relacionadas con la 

interacción con lípidos. Así, PF3D7_1447700 puede ser una aciltransferasa de ácido lisofosfatídico 

(LPAATs)/aciltransferasa de acilglicerolfosfato (AGPATs), las cuales son un grupo homólogo de 

enzimas que catalizan la formación de ácido fosfatídico a partir de ácido lisofosfatídico y un ácido graso 

con un grupo acil-CoA de novo (Bradley y Duncan, 2018). Agregado a ello, los resultados hallados en 

Hmmer indicaron que PF3D7_1253100 y PF3D7_0601700 podrían ser proteínas de unión con acil-CoA, 

isoforma s1, (ACBP1). 
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Hay otras proteínas que podrían tener funciones variadas en vista que poseen dominios que se han 

asociado con procesos diversos. La primera es PF3D7_1462900 que tiene un dominio ATPasa AAA, 

estos son dominios que se han relacionado con diversas funciones como la asociación de proteínas en 

complejos proteicos o la agrupación de ADN con proteínas, además se han encontrado varias de ellas 

cumplen función de chaperonas (Neuwald et al., 1999).  

Por otro lado PF3D7_1205900 contiene un dominio alfa/beta hidrolasa, las cuales se componen de 

una estructura de láminas Beta conectadas con Alpha hélices con sustratos variables (Ollis et al., 1992), 

la proteína también contiene un dominio DUF726 presente en más de 5000 proteínas de eucariotas con 

función desconocida. Para PF3D7_1004100 Interpro indica que pertenece a la superfamilia similares a 

las quinoproteínas alcohol deshidrogenasas y también que tiene un dominio similar a repeticiones 

WD40/YVTN. Esta repeticiones WD40 y YVTN consisten en unos 40 aminoácidos (AA) que pueden ser 

de secuencia variable pero estructuralmente son similares a una hélice (propeller) compuesta de 7 aspas 

(8 en algunos casos) cada una conformada por 4 láminas-β antiparalelas (InterPro, 2020d). Por otro lado 

las quinoproteínas alcohol deshidrogenasas se encuentran en bacterias; algunas de éstas metabolizan 

metanol/etanol o tienen grupos hemo, otras están implicadas en el metabolismo otras sustancias, 

inclusive, hay una glucosa deshidrogenasa quinoproteína (Anthony, 2001). La proteína PF3D7_0307800 

tiene un dominio PDZ, estos son dominios globulares de entre 80 a 100 aminoácidos que se han 

encontrado en diversos grupos de animales (Ponting et al., 1997), levaduras, plantas y bacterias (Ponting, 

1997). Los dominios PDZ median la interacción proteína-proteína y se ha evidenciado que están 

implicados en esta clase de interacción para formar complejos proteicos (Ponting et al., 1997). Por 

último, PF3D7_0107900 tiene un dominio OB (dominio de unión con oligonucleótidos y oligosacáridos) 

que pueden interactuar con oligonucleótidos, ya sea ADN o ARN doble cadena o no, y también con 

oligosacáridos (Agrawal y Kishan, 2003). En el análisis se encontró una similitud del 60% en la secuencia 

con la subunidad 20S del proteasoma beta 3 de Plasmodium vinckei petteri y además una similitud con 

la proteína ribosómica 30S S1 de Clostridium intestinale, es probable que estas similitudes se deban 

únicamente al dominio OB.  

Algunas de las proteínas encontradas cumplen funciones específicas en organismos muy distintos 

a P. falciparum y es difícil teorizar qué función podrían desempeñar en el parásito. En este orden de 

ideas, PF3D7_1417600 tiene un tamaño de más de 4000 AA y pertenece a la familia de las proteínas 

similares a los receptores Toll (Toll-like receptor, TLR) que se encuentran en varias células del sistema 

inmune como macrófagos o células dendríticas, y reaccionan hacia antígenos en microorganismos bien 

conservados como las proteínas de la pared celular de ciertas bacterias (Kaisho y Akira, 2006). También 
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tiene un dominio de más o menos 70 AA que interactúa con ADN denominado HSA (Dominio asociado 

con helicasa/SANT) (Doerks et al., 2002).  

Otra de éstas es la proteína PF3D7_0213700 que pertenece a la familia de proteínas con dominio 

DUF842, los cuales no tienen función conocida (del inglés Domain unknow function), sin embargo, 

Interpro menciona que estos motivos pueden presentar dedos de cinc (Zinc finger), lo que es interesante 

ya que Hmmer encuentra similitud con la proteína YOU2-like small euk. con dedos de cinc C2C2 de 

Babesia, otro Apicomplejo. Por último, Interpro la relaciona con la proteína FAM136A que en 

vertebrados puede estar implicada en el desarrollo y funcionamiento del oído interno (Requena et al., 

2015).  

La proteína PF3D7_1208700 pertenece a la familia TOAG-1(gen asociado con la tolerancia) 

mitocondrial y promueve la apoptosis por la sobreexpresión en células T de roedores (Keeren et al., 

2009) y también tiene un dominio DUF4460 que podría tener un papel en la regulación de la activación 

de células T o apoptosis.  

La proteína PF3D7_1239300 tiene una región conservada dedo de cinc PHD, este motivo se ha 

encontrado que media interacciones proteína-proteína para la formación de complejos proteicos, también 

podría estar implicado en la ubiquitinación de proteínas (Matthews y Sunde, 2002). Tiene 

aproximadamente 50 AA y podría estar involucrado en la regulación de la transcripción (Pascual et al., 

2000). 

Por otro lado, PF3D7_0404300 tiene un dominio de unión con la proteína Ran que podría estar 

implicada en la terminación del transporte desde el núcleo (Vetter et al., 1999). 

La proteína PF3D7_1320300 no muestra resultados concluyentes en Interpro, sin embargo, Hmmer 

muestra mucha similitud con una proteína con un dominio C2H2 de Plasmodium ovale y con una proteína 

de la familia de endonucleasas/exonucleasas/fosfatasas de Besnoitia besnoiti. Los dominios C2H2, 

poseen dedos de cinc implicados en la regulación de la transcripción e interactúan generalmente con 

ADN o ARN (Iuchi, 2001) . 

Por su lado PF3D7_1135000 pertenece a la familia de la proteína Lec35 también llamada defecto 

de utilización 1 de manosa-P-dolicol (MPD) y es indispensable para dos pasos de la glucosilación de 

proteínas: C-mannosilación dependiente de MPD y la glicosilación de LLO (oligosacárido ligado a 

lípidos) dependientes de glucosa-P-dolicol (Anand et al., 2001). La sobreexpresión de esta proteína 

podría indicar un aumento en la glicosilación de proteínas. 
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La proteína PF3D7_1022200 es un transportador de la superfamilia MFS (superfamilia de mayores 

facilitadores); transportadores de un solo péptido capases de realizar transporte secundario solo de 

pequeños solutos en respuesta a un gradiente quimiosmótico (Pao et al., 1998). Específicamente esta 

proteína pertenece a la familia de transportadores de Folato-Biopterina (FBT)(Eudes et al., 2010). El 

folato (Vitamina B9) es un cofactor importante para muchas funciones metabólicas y las células 

requieren transportadores para tener acceso a él dentro de los diferentes compartimientos subcelulares, 

el transportador también podría transportar Biopterina (otro cofactor) o S-Adenosyl methionine siendo 

otro cosustrato.  

PF3D7_1467700 pertenece a la familia de la subunidad VIb de la citocromo C oxidasa o también 

llamado complejo IV, el último paso de la cadena de electrones para la formación de H2O luego de 

transferir los electrones al Oxigeno. Hay otros genes en el listado que son posibles subunidades del 

complejo IV, sin embargo, todos están subexpresados. 

Como se ve en la Figura 8, 13 de estas proteínas no se pudieron asociar con una función específica, 

la razón principal es que las características encontradas por los diferentes servidores pueden asociarse 

con procesos metabólicos muy variados, estas han sido descritas por separado en los párrafos anteriores. 

 

Tabla 2 Nuevos nombres propuestos para algunas proteínas con función desconocida correlacionadas positivamente con 

cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina 

ID Nombre Nuevo Nombre 

PF3D7_1462900 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

ATPasa AAA, putativa 

PF3D7_1442800 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Factor de enlongación de la traducción 

EFTs/EF1B, putativa 

PF3D7_1205900 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

α/β hidrolasa, putativa 

PF3D7_1340500 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio para interación con 

ARK y con dominio DIX, putativa 

PF3D7_0811400 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio DUF2009, 

putativa 

PF3D7_1204500 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

proteína SNAP43, putativa 

PF3D7_1466800 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína Noc1p, putativa 

PF3D7_1467700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Subunidad Vib de la citocromo C 

oxidasa, putativa 

PF3D7_1422700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio DUF179, putativa 

PF3D7_1004100 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína similar a quiniproteína alchol 

deshidrogenasa o con repeticiones 

similares a YVTN/Quiniproteína amino 

deshidrogenasa, putativa 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

44 

 

PF3D7_1456900 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio DUF167, putativa 

PF3D7_0404300 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio de unión a RAN, 

putativa 

PF3D7_0725300 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína WDR74 o similar a 

quiniproteína alcohol deshidrogenasa, 

putataiva 

PF3D7_1239300 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio dedo de cinc y 

PHD, putativa 

PF3D7_0307800 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio PDZ, putativa 

PF3D7_0107900 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio OB, putativa 

PF3D7_0524300 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

proteína p34 de enlace con alfa y gamma 

adaptina, putativa 

PF3D7_1142200 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína asociada con el tráfico vesicular 

similar a IST1, putativa 

PF3D7_1320300 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio C2H2, putativa 

PF3D7_1135000 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Lec35, defecto de utilización 1 de 

manosa-P-dolicol, putativa 

PF3D7_1022200 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Transportador de folato-biopterina, 

putativo 

PF3D7_1447700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Aciltransferasa de ácido lisofosfatídico, 

putativa 

PF3D7_1253100 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

ACBP1, proteína de unión con acil-CoA, 

putativa 

PF3D7_0601700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

ACBP1, proteína de unión con acil-CoA, 

putativa 

PF3D7_0213700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominios C2C2 dedo de 

cinc, DUF84 similar a YOU2-like small 

euk, putativa 

PF3D7_1469100 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Subunidad 1 del complejo receptor 1 del 

aparato de Golgi, putativa 

PF3D7_1417600 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Receptor similar a Toll, putativa 

PF3D7_1369500 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Subunidad 1 del complejo de unión de 

Cap del ARNm, putativa 

PF3D7_1026200 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína con dominio THUMP, putativa 

PF3D7_1208700 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína similar a TOAG-1, putativa 

PF3D7_1107200 Proteína conservada de Plasmodium con función 

desconocida 

Proteína similar a Ccz1p, putativa 

  

6.1.2 Proteínas correlacionadas negativamente 

En la Tabla 3 se presentan las proteínas correlacionadas negativamente en cepas resistentes cuya 

función pudo ser identificada, de estas; 13 no pudieron asociarse con una función específica en vista de 

que las características encontradas en los servidores se pueden asociar con funciones muy variadas 

(Figura 9) 
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Figura 9 Procesos metabólicos identificados para las proteínas desconocidas correlacionadas negativamente de P. 

falciparum que podrían estar asociados con la resistencia a la artemisinina, los números en la figura representan el 

número de proteínas en cada categoría. 

 

Varias de las proteínas correlacionadas negativamente se encuentran implicadas de alguna manera 

en el procesamiento del material genético (Figura 9). La primera de estas es PF3D7_1225300 que 

pertenece a la familia de las proteínas procesadoras ARNr Fcf1 y Utp23. La proteína Fcf1 en levaduras 

tiene una función indispensable para la producción del ARN ribosomal 18S (Rempola et al., 2006), ésta 

podría ser necesaria para la traducción de proteínas, al igual que Utp2, quien también se ve implicada en 

dicho proceso.  

Por su lado PF3D7_1357600 pertenece a la familia de las proteínas L44 componentes de la 

subunidad ribosomal 54S. Los ribosomas mitocondriales permiten la síntesis de algunas proteínas usadas 

en dicho organelo incluyendo varias de la cadena de transporte de electrones. En el caso de la subunidad 

54S ribosomal, ésta se encuentra compuesta por 39 proteínas distintas, una de ellas es L44 (Amunts et 

al., 2014). Por otro lado, Interpro también indica que pertenece a la superfamilia de proteínas similares 

a la tioredoxina, normalmente implicada en la respuesta al estrés oxidativo. 

La proteína PF3D7_1302500 pertenece a la familia de las hidrolasas de nucleósidos trifosfato que 

contienen P-loop, y además tiene un dominio similar a la helicasa DNA2/NAM7, denominado AAA. 
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DNA2 es una helicasa implicada en el procesamiento de los fragmentos de Okazaki en seres humanos 

(Gloor et al., 2012).  

PF3D7_0531400 tiene un dominio G-patch, éstos constan de aproximadamente 48 aminoácidos y 

se encuentran como una sola copia en proteínas que se asocian con ARN, siendo un dominio bastante 

común en eucariotas pero ausente en bacterias y arqueas, éste normalmente se encuentra en conjunto con 

otros dominios que se enlazan a ARN (InterPro, 2020b), pareciendo ser el único en la proteína.   

Por otro lado, PF3D7_0403400 tiene un dominio dedo de cinc C2H2 y también un dominio similar 

al factor de transcripción TFIIIC de interacción con bloques B. En levaduras, este factor de transcripción 

TFIIIC es un complejo proteico de varias unidades que interactúa con dos promotores de elemento de 

control de clase III (denominado así ya que interactúan con la ARN polimerasa III), estos elementos se 

denominan los bloques A y B, en el caso de las levaduras esta proteína es indispensable (Lefebvre et al., 

1992).  

PF3D7_0905800 posee un dominio factor de transcripción (TF) IIS N-terminal y también 

pertenece a la familia de dominios TFIIS/LEDGF. TFIIS es un factor de elongación compuesto de 3 

dominios que estimulan al complejo ARN polimerasa II para retomar la transcripción (Booth et al., 

2000).  

PF3D7_0819000 pertenece a la familia CPSF (factor de especificidad de clivaje y poliadenilación), 

subunidad 2. Esta subunidad 2 del CPSF es una región de unos 100kDa posiblemente implicada en la 

regulación de la poliadenilación citoplasmática de los ARNm (Dickson et al., 1999). CPSF-73 es una 

subunidad del complejo CPSF estudiada en humanos y su sitio activo se encuentra entre los dos 

dominios; metalo-β-lactamasa y β-CASP que le permiten tener actividad endonucleasa (Mandel et al., 

2006). PF3D7_0819000 también presenta estos dos dominios que son importantes para la actividad 

catalítica.  

La proteína PF3D7_0305300 pertenece a la familia de las Histona acetiltransferasa GCN5 y posee 

una región homóloga a la superfamilia de los transportadores MFS. La proteína GNC5 ha sido estudiada 

en levaduras y trabaja en conjunto con dos complejos de histonas acetil transferasas para poder acetilar 

histonas en los nucleosomas (Grant et al., 1997). Por otro lado la superfamilia MFS ya ha sido descrita 

en el presente trabajo para la proteína sobrexpresada PF3D7_1022200 (Pao et al., 1998). 

La proteína PF3D7_1204200 pertenece superfamilia P-loop NTasa, involucradas en varios 

procesos fisiológicos, como la transcripción, traducción, replicación y reparación del ADN, tráfico 
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intracelular, transporte en membrana y la activación de varios metabolitos, para ello emplean la hidrólisis 

de ATP o GTP (Gangwar et al., 2009).  

Por su lado PF3D7_0819600 pertenece a la familia de las Ubiquitinas. Estas son proteínas 

globulares de menos de 100 AA que están bien conservadas en los eucariotas y permiten la ubiquitinación 

a través del enlace peptídico del residuo de glicina C-terminal de la ubiquitina y grupos de residuos de 

glicina de la proteína blanco (Jentsch et al., 1991).   

Por otro lado, algunas de las proteínas podrían estar implicadas en el tráfico vesicular. Comenzando 

con PF3D7_14398600 que pertenece a la familia de la proteína 4 del tráfico Golgi-ER (Get4) y también 

tiene un dominio DUF410. En levaduras Get4 es parte del complejo GET que inserta proteínas ancladas 

con cola (tail-anchored) en la membrana del retículo endoplasmático. En humanos Get4 es parte del 

complejo BAG6/BAT3, que mantiene proteínas no plegadas y con parches hidrofóbicos en un estado 

soluble, además facilitan el adecuado traslado al retículo endoplasmático (RE) o también, promueven su 

envío z al proteasoma donde son degradadas (InterPro, 2020c). El complejo BAG6/BAT3 está 

involucrado en el envío de proteínas modificadas postraduccionalmente (con cola GPI agregada) y 

proteínas transmembranales del tipo II hacia la membrana del RE, función al parecer similar a la vista en 

levaduras (InterPro, 2020c). Ésta funciona en la distribución de proteínas del aparato del Golgi al RE y 

al parecer es el único homólogo al gen Get4 de humanos presente en P. falciparum, hecho corroborado 

al realizar un blastp con la secuencia de Get4 humana (Uniprot ID: Q7L5D6) contra todo genoma de P. 

falciparum dentro de PlasmoDB. Es interesante que esta proteína esta subexpresada pues el plegamiento 

de proteínas y tráfico vesicular son funciones normalmente sobrexpresadas en cepas resistentes. Otro 

hecho interesante sobre esta proteína es la presencia de un dominio DUF410, ahora bien, la región del 

dominio DUF41 se superpone en gran parte con la región homóloga a la proteína Get4, planteando así 

que el dominio DUF41 pudiese estar implicado en las funciones asociadas a la proteína Get4.  

La proteína PF3D7_1018300 pertenece a la familia de las Rab GTPasas activadoras de proteínas 

(GAPs) y a la familia con dominio TBC1 23; también es homóloga a la superfamilia de las peptidasas 

aspárticas. TBC1 23 es catalíticamente inactiva y participa como adaptador de las golginas para el tráfico 

desde el endosoma al aparato de Golgi (Shin et al., 2017).  

 PF3D7_0604500 tiene un dominio GYF, dominios que reconocen regiones ricas en prolina que 

pueden estar implicadas en la interacción proteína-proteína (Kofler y Freund, 2006).  
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La proteína PF3D7_1470800 no tiene una función clara, sin embargo, en Hmmer y Psiblast 

muestran una similitud en una región grande con la proteína marcador de resistencia a la cloroquina de 

P. yoelii. 

Dos de las proteínas subeexpresadas podrían encontrarse implicadas en la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial. La primera es PF3D7_0728400 que es homóloga a la familia de la proteína Sdh5 

que en mamíferos interactúa con la subunidad catalítica del complejo succinato deshidrogenasa (SDH), 

Sdh5 es requerida para la respiración dependiente de la SDH e incorporación de la flavina adenina 

dinucleótido como cofactor (Hao et al., 2009). Que esta proteína esté subexpresada concuerda con otras 

proteínas subexpresadas de la cadena transportadora de electrones en cepas resistentes, el sistema SDH 

reduce ubiquinona al igual que la proteína DHODH implicada en la producción de pirimidina, así que si 

Sdh5 está subexpresada podría indicar un aumento en la cantidad de ubiquinona disponible. La segunda 

proteína es PF3D7_114740 que putativamente es la subunidad 2 del complejo citocromo C oxidasa, este 

resultado es interesante en vista de que la subunidad Vib del mismo complejo se encontraba 

sobrexpresada (PF3D7_1467700). 

PF3D7_1223500 pertenece a la familia de los receptores similares a Toll, y tiene más de 4000 AA, 

de manera muy similar a la proteína PF3D7_1417600, que esta sobrexpresada. Estos receptores se 

encuentran en varias células del sistema inmune como macrófagos o células dendríticas, y reaccionan 

hacia antígenos en microorganismos bien conservados como las proteínas de la pared celular de ciertas 

bacterias (Kaisho y Akira, 2006). 

La proteína PF3D7_1114500 pertenece a la superfamilia de las acil-CoA deshidrogenasa/oxidasas. 

Las acil-CoA deshidrogenasas son una familia de proteínas que contienen flavina adenina dinucleótido 

(FAD) y permiten agregar una desaturación en la cadena acilo asociada con un grupo CoA (Battaile et 

al., 2002). Si se busca en PlasmoDB esta secuencia, al parecer es la única acil-CoA deshidrogenasa de 

P. falciparum.  

PF3D7_1303800 es una proteína de más de 9000 aminoácidos y tiene una región homóloga a la 

superfamilia de las quinasas, y otra a las repeticiones del tipo Armadillo. Como quinasa; las rutas donde 

podría estar actuando pueden ser variadas, y también es el caso de las repeticiones del tipo armadillo 

(arm) que pueden ser encontrados en proteínas con funciones muy distintas (Groves y Barford, 1999). 

Hay varias proteínas que tienen dominios comunes como lo son WD40 y mano-EF. 

PF3D7_0606600 tiene un dominio WD40, éstos son abundantes en el genoma de eucariotas en general, 
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y en eucariotas inferiores están involucrados en crecimiento, ciclo celular, desarrollo, y virulencia (Jain 

y Pandey, 2018). También actúan de forma regulatoria como andamio para interacciones proteína-

proteína o ADN-proteína (Jain y Pandey, 2018). Además, Interpro (mediante Panther) indica que hay 

una región que concuerda con el potenciador de la proteína 4 encargada de eliminación de la Cap-’5 del 

ARNm. 

La proteína PF3D7_0513200 tiene un dominio factor C terminal de especificidad de clivaje y 

poliadenilación (CPSF), subunidad A. CPSF es requerida para el splicing (parte del proceso de 

maduración) de pre-ARNms con un solo intrón (Y. Li, Chen, et al., 2001). También presenta homología 

a la superfamilia de WD40/YVTN, ya explicados. PF3D7_0619800 también es homóloga a la 

superfamilia de las proteínas que contienen un motivo WD40.  

Para PF3D7_1209700 MotifScan encuentra un dominio mano-EF de unión a calcio, sin embargo, 

no se ve en los otros servidores.  

PF3D7_0728500 presenta un dominio similar al igual que PF3D7_1221300. Los dominios mano-

EF son una estructura compuesta por dos hélices-α y una región que las conecta, se caracterizan por una 

secuencia de 12 residuos entre las hélices que permite la interacción con calcio en una simetría pentagonal 

bipiramidal (Maki et al., 2002), de forma resumida es un dominio de interacción con Ca+2.  

La proteína PF3D7_0108600 se encuentra en la superfamilia de las chaperonas con los dominios J 

(J domain)  que tienen un tamaño aproximado de 70 AA (Keley, 1998). Estos dominios cumplen un 

papel regulatorio como co-chaperonas reclutando otras chaperonas del tipo Hsp70 y acelerando los pasos 

que implican hidrólisis de ATP en el ciclo de las chaperonas. Las proteínas con dominios J puedes estar 

implicadas en procesos biológicos complejos como la regulación de quinasas y exocitosis (Keley, 1998).  

Por su lado PF3D7_1147300 es homóloga a la superfamilia de las metiltransferasas dependientes 

de S-adenosil-L-metionina (SAM MTasa). Las metiltransferasas dependientes de adenosilmetionina se 

encuentran implicadas en la biosíntesis, transducción de señales, reparación de proteínas, regulación de 

la cromatina y silenciamiento de genes (Schubert et al., 2003). 

La proteína PF3D7_1319200 presentó homología con la superfamilia de las proteínas TPR, 

abreviación de Tetratrico peptide repeat este motivo consiste en 3 a 16 repeticiones de 34 residuos de 

aminoácidos (D'Andrea y Regan, 2003). Es un motivo estructural que se encuentra en proteínas muy 

variadas y media la interacción proteína-proteína y el ensamblaje de complejos multiproteicos, se han 

identificado estos motivos en organismos muy diversos, desde bacterias hasta humanos y se han 
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implicado en diferentes procesos biológicos como la regulación del ciclo celular, control de la 

transcripción, transporte de proteínas en mitocondrias y peroxisomas, plegamiento de proteínas y otros 

(D'Andrea y Regan, 2003). También Interpro y MotifScan resaltan repeticiones de 7 residuos, sin 

embargo, no se encuentra la entrada de Pfam, Interpro menciona que esa repetición se encuentra en 

algunas especies de Plasmodium y Theileria, hay que aclarar que no es la misma región TPR. 

PF3D7_1009300 tiene un dominio sintetasa/ligasa dependiente de AMP. En este grupo existen 

diferentes proteínas que requieren de la asociación con AMP para sintetizar otras moléculas, son 

ejemplos de esta familia la luciferasa, CoA ligasa de ácidos grasos de cadena larga, Acetil-CoA sintetasa 

y otras (InterPro, 2020a). 

La proteína PF3D7_0803600 presenta un dominio GRAM y uno PH. El primero puede estar 

implicado en la señalización intracelular mediante la interacción con proteínas o lípidos en procesos 

asociados a la membrana, no obstante estas predicciones no se han probado in vitro (Doerks et al., 2000). 

Por otro lado, los dominios de homología a Pleckstrina (PH) son pequeños y modulares muchas veces su 

función es actuar dirigiendo las proteínas hacia la cara citosólica de las membranas celular al poderse 

asociar con fosfoinositoles (Cozier et al., 2004). Interpro también encuentra que esta proteína pertenece 

a la familia de las proteínas ancladas a la membrana de unión a lípidos similares a Ysp2/Lam4 que poseen 

generalmente un dominio GRAM. 

PF3D7_1002500 es homóloga a la súper familia de las proteínas con dominio sulfhidrilo 

ERV/ALR. Algunas de estas proteínas catalizan la oxidación de grupos sulfhidrilos a puentes disulfuros 

mediante la reducción de oxígeno a peróxido de hidrogeno (Hoober et al., 1999). 

Por otro lado, PF3D7_1013700 es homóloga a la familia de las tioredoxinas, que como ya se 

mencionó, están implicadas en la respuesta al estrés oxidativo del parásito.  

La proteína PF3D7_1421100 es homóloga a la súper familia de las proteínas multi hélices similares 

a la Hemo Oxigenasa. La hemo oxigenasa produce la disociación del hierro en el grupo hemo para 

producir Biliverdina en un proceso donde el hemo actúa como cofactor y sustrato (Lad et al., 2004), 

habría que estudiar más a fondo si esta enzima cuenta con todos los residuos necesarios para funcionar 

como una hemo oxigenasa. 

PF3D7_1412200 tiene motivos MORN (Múltiples Nexos de Ocupación y reconocimiento en la 

Membrana) que pueden estar implicados en la modificación del citoesqueleto y asociación con la 

membrana en apicomplejos (Gubbels et al., 2006). 
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La proteína PF3D7_1226400 pertenece a la familia MON1-CCZ1 y tiene un dominio de la proteína 

reguladora del complejo MON1-CCZ1, la región C terminal (de ~160 AC). Esta proteína al parecer es 

una subunidad del complejo CCZ1-MONz RAB7 de factor intercambiador de nucleótido de guanina 

(GEF) y se encuentra implicada en la regulación de la autofagia y macroautofagia (Vaites et al., 2018). 

Tabla 3 Nuevos nombres propuestos para algunas proteínas con función desconocida correlacionadas positivamente con 

cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina 

ID Nombre Nuevo Nombre 

PF3D7_1204200 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

P-loop Ntasa, putativa 

PF3D7_0819600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína parecida a Ubiquitina, 

putativa 

PF3D7_1438600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína 4 de tráfico del Aparato de 

Golgi al ER, putativa 

PF3D7_0604500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio GYF, 

putativa 

PF3D7_0728400 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Sdh5, putativa 

PF3D7_1223500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Receptor similar a Toll, putativo 

PF3D7_1470800 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Marcador de resistencia a la 

cloroquina, putativo 

PF3D7_0403400 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Subunidad de interacción con 

bloque B del complejo TFIIIC, 

putativa 

PF3D7_1114500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Acil-CoA deshidrogenasa 

PF3D7_1303800 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con repetición 

ARMADILLO, quinasa, putativa 

PF3D7_0606600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio WD40, 

putativa 

PF3D7_0108600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio J, putativa 

PF3D7_1147300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Metiltransferasa dependiente de S-

adenosil-L-metionina, putativa 

PF3D7_1147400 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Subunidad II del complejo 

Citocromo C oxidasa, putativa 

PF3D7_1319200 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína TPR, putativa 

PF3D7_0531400 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio G- patch, 

putatia 

PF3D7_1209700 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con mano-EF para unión a 

calcio, putativa 

PF3D7_1221300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con mano-EF para unión a 

calcio, putativa 

PF3D7_1009300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Sintetasa/ligasa dependiente de 

AMP, putativa 

PF3D7_1225300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína Fcf1/Utp23, putativa 

PF3D7_0513200 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

C-terminal del factor específico de 

clivado y poliadenilación (CPSF), 

subunidad A, putativa  

PF3D7_0803600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio GRAM y 

PH, putativa 
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PF3D7_1002500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio sulfhidrilo 

ERV/ALR, putativa 

PF3D7_1013700 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Tiorredoxina, putativa 

PF3D7_0728500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con mano-EF para unión a 

calcio, putativa 

PF3D7_0305300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Histona acetiltransferasa GCN5, 

transportador MSF, putativo 

PF3D7_1421100 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína similar a Hemo-

oxigenasa, multi hélice, putativa 

PF3D7_1412200 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con repeticiones MORN, 

putativa 

PF3D7_1357600 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína L44 de la particula 

ribosomal 54S mitocondrial, 

putativa 

PF3D7_1302500 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Helicasa similar a DNA2/NAM7 

con dominio AAA, putativa 

PF3D7_1226400 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Regulador del complejo MON1-

CCZ1, putativo 

PF3D7_1237700 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con dominio DUF4149, 

putativa 

PF3D7_0819000 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Subunidad 2 del factor de 

especificidad de clivado y 

poliadenilación , putativa 

PF3D7_1018300 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína 23 con dominio TBC1, 

putativo 

PF3D7_0619800 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Proteína con repeticiones WD40, 

putativa 

PF3D7_0905800 Proteína conservada de Plasmodium con 

función desconocida 

Factor de transcripción TFIIS, N-

termina, putativo 

 

6.2 Construcción de un modelo metabólico para las cepas resistentes de P. falciparum a la 

artemisinina 

En base a varias de las evidencias obtenidas en diferentes trabajos para cepas de P. falciparum 

resistentes a la artemisinina; se pudo construir el modelo metabólico presentado en la Figura 10. En el 

presente apartado se exponen las características más importantes de este modelo.  

En las cepas resistentes podría haber un aumento del consumo de glucosa ya que las enzimas de la 

glucólisis; hexoquinasa, fosfoglucosa isomerasa, fosfofructoquinasa tienen un aumento en su expresión, 

esto, sumado a una reducción en la transcetolasa de la VPF sugiere un aumento del flujo glucolítico y 

una reducción en el flujo de la VPF. Por otro lado, una parte del flujo glucolítico se redirije hacia el ciclo 

de Krebs; que está truncado en estas cepas, la otra parte se transformaría en lactato. Estos planteamientos 

surgen de cambios en la expresión de enzimas de la glucólisis y el ciclo de Krebs en los datos de análisis 

de transcriptómica de parásitos resistentes a la artemisinina (Mok et al., 2015). 
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En este modelo la glucólisis producirá fosfoenol piruvato (PEP), una parte de éste será 

transformado en oxalacetato mediante la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) o por la fosfoenol 

piruvato carboxilasa (PEPC), y luego en malato por la malato deshidrogenasa (MDH), este malato se 

traslada a la mitocondria a través del transportador de malato/α-cetoglutarato PfDTC (PF3D7_0823900), 

que también puede transportar oxalacetato/α-cetoglutarato. Otra parte del PEP sera transformada en 

piruvato el cual entra a la mitocondria para ser transformado en acetil-CoA, reacción llevada a cabo por 

la BCKDH. Un aumento en la expresión de la citrato sintasa sugiere un incremento en el citrato, y una 

reducción en la expresión de las enzimas α-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA ligasa y succinato 

deshidrogensa. Estos cambios en la expresión de enzimas del ciclo de Krebs generan una acumulación 

de citrato y α-cetoglutarato en la mitocondria, y la diferencia de concentración de estos metabolitos 

respecto al citosol, permite que sean trasladados fuera de la mitocondria a través de un transportador de 

citrato/α-cetoglutarato (PF3D7_1223800), que se encuentra sobreexpresado en cepas resistentes. 

El citrato transportado hacia el citosol puede transformarse en α-cetoglutarato mediante la reacción 

catalizada por una isocitrato deshidrogensa citosólica dependiente de NADPH, este metabolito es 

necesario para tolerar el estrés oxidativo ya que se usa en el reciclaje de glutatión oxidado (GSSG) y 

tioredoxina. 

Por su parte el α-cetoglutarato del citosol, obtenido del transporte desde la mitocondria o de la 

transformación de citrato, será convertido en glutamato mediante una glutamato deshidrogenasa 

dependiente de NADH (GDH3, Pf3D7_0802000) o de una aspartatoaminotransferasa, esta última enzima 

es descrita como esencial en el parásito (Wrenger et al., 2012). El glutamato producido, junto con otros 

dos aminoacidos, cisteína y glicina, se usará para la producción de glutatión (GSH). Este GSH servirá 

para que el parásito tolere el estrés oxidativo que produce la artemisinina, de forma que el GSSG 

generado será exportado hacia el eritrocito donde puede ser reducido por los sistemas de tolerancia al 

estrés oxidativo del globulo rojo, sin embargo, una menor proporción del GSSG puede ser reducido por 

el parásito por la glutatión reductasa (GR), subexpresada en cepas resistentes. 

El modelo planteado también implica cambios en otras rutas y procesos metabólicos del parásito; 

la cadena transportadora de electrones mitocondrial, regulación del ciclo de vida, obtención de 

hemoglobina (Hb) desde el eritrocito y metabolismo de lípidos (Figura 10). 

En la membrana de la matriz mitocondrial hay una reducción en la expresión de todos los complejos 

proteicos implicados en la cadena de transporte de electrones (I, II, III y IV) y también de la ATP sintasa. 

Por ello hay una reducción general en el transporte de electrones, bombeo de protones, producción de 
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ATP y potencial de membrana mitocondrial. Lo anterior indica que el mantenimiento energético del 

parásito se sustentaría en la fosforilación a nivel de sustrato, lo cual implicaría un incremento en la tasa 

de consumo de glucosa. 

En cuanto al metabolismo de segundos mensajeros intracelulares, probablemente haya una 

reducción en la concentración de AMPc citosólico y alteraciones en la concentración de Ca+2, estas dos 

moléculas juegan un papel importante en la progresión del ciclo de vida del parásito y sus cambios 

pueden producir letargo en el ciclo. Además, hay alteraciones en la expresión de numerosas quinasas que 

podrían asociarse con la progresión hacia otros estadios, como los son la quinasa 5 dependiente de calcio 

(PfCDPK5) necesaria para el surgimiento de los merozoítos desde el esquizonte y la quinasa dependiente 

de ciclina 1 (PfCLK1) que podría estar asociada con la regulación génica. 

Otro proceso alterado en estas cepas resistentes es la formación y traslado de vesículas que 

transportan Hb desde la membrana del parásito hasta la vacuola digestiva. Estos procesos presentarían 

una reducción, ya sea debida a la formación de vesículas de menor tamaño o un menor número, esto 

como resultado de la disminución en la expresión de varias proteínas necesarias para la formación de las 

vesículas: Coronina y Rab5a, también por las mutaciones en PfKelch 13. La reducción en la digestión de 

Hb implicaría que menos artemisinina se activaría y como se recordará, su interacción con grupos hemo 

(proveniente de la degradación de hemoglobina) es necesaria para que la droga actúe sobre el parásito, 

por lo tanto, estos cambios pueden estar asociados con una menor concentración de artemisinina activa 

en P. falciparum. 

Por último, probablemente haya una reducción en la producción de lípidos en el parásito debida a 

cambios en la expresión de diferentes enzimas, donde la fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina 

(PE), los lípidos más abundantes en las membranas de P. falciparum, se producirían a una menor 

velocidad, basados en la reducción en la expresión de las enzimas estearoil-CoA desaturasa, 

colina/etanolamina fosfotransferasa y acil-CoA sintasas. Por otro lado, otras enzimas sugieren un 

aumento en la producción de cardiolipina; la glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferasa y la 

fosfatidilglicerofosfato sintasa, siendo la cardiolipina un lípido de la membrana mitocondrial que podría 

asociarse con un mayor transporte de metabolitos a través de la membrana, ya que permite estabilizar 

diferentes proteínas transmembranales. 
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Figura 10 Modelo metabólico propuesto para cepas resistentes de P. falciparum a la artemisinina. Se muestra el flujo central del carbono principalmente en tres 

rutas: glicolisis, ciclo de Krebs y estrés oxidativo. Se muestran también otros procesos metabólicos complementarios que se diferencian en cepas resistentes: aumento 

de síntesis de pirimidinas, disminución de la cadena transportadora de electrones, importación de Hemoglobina, producción de cAMP y transporte de Ca+2 hacia 

el RE. 
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6.3 Modelado de un posible transportador de citrato/α-cetoglutarato mitocondrial de P. 

falciparum 

En la Figura 11A se muestra el modelo obtenido por Phyre2 para el transportador de citrato/α-

cetoglutarato (PF3D7_1223800) que posee 308 residuos. Phyre2 muestra que se modelaron 86% de los 

residuos de la proteína con >90% de confianza usando principalmente 3 transportadores mitocondriales 

como plantillas; el transportador de ATP/ADP isoforma 3 (Protein Data Bank ID: 4C9Q) de S. cerevisiae, 

el transportador de ATP/ADP (1OKC) de Bos Taurus y de ATP/ADP (2LCK) de Mus musculus. La 

proteína cuenta con 6 segmentos transmembranales (Figura 11B). 

 

Figura 11 Modelo del transportador de PfCOCP obtenido de Phyre2, A) modelo en 3D rojo (N-terminal), azul (C-terminal) 

B) 6 segmentos transmembranales obtenidos en la proteína por Phyre2. 

El modelo inicial arrojado por Phyre2 presentaba varios ángulos de enlace poco favorables según 

el diagrama de Ramachandran obtenido en SwissModel (solo el 78,1% de los ángulos se encontraban en 

zonas favorables) (Figura 12), luego de dos pasos de refinamiento usando el portal GalaxyWEB se 

observó una mejora notable en el modelo, con el primer refinamiento se aumentó a 92,48% de ángulos 

en la región favorable y el segundo refinamiento se logró elevar a 94,12% los ángulos en la región 

favorable (Figura 12), no se realizaron más refinamientos debido a que al realizar un tercero, no se 

obtuvo mejora en el modelo. Al realizar refinamientos en GalaxyWEB el portal muestra los cinco 

mejores modelos, en el primer paso de refinamiento se tomó el quinto modelo arrojado por GalaxyWeb 

y en el segundo paso se tomó el cuarto modelo arrojado por el servidor. 

En la Figura 13 A se presenta el modelado de PfCOCP en estado C luego de dos pasos de 

refinamiento con GalaxyWeb y se superpone el modelo original obtenido con Phyre2 (sin refinar), para 
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ello se usó la opción MatchMaker de UCSF Chimera, se observan cambios en la estructura compuesta 

de 6 segmentos transmembranales. 

Los transportadores mitocondriales tienen dos conformaciones o estados alternantes, C si el 

sustrato entra desde el citosol y M si el sustrato entra desde la matriz (Ruprecht y Kunji, 2019a). El 

modelo obtenido de Phyre2 es el transportador en su conformación C, debido a que todos los moldes que 

encontró el servidor son transportadores mitocondriales en esta conformación. Por otro lado, Phyre2 no 

permite usar un molde dado por el usuario, de forma que se usó SwissDock para obtener la conformación 

M, al suministrarle como molde una proteína en esta conformación (PDB id: 6GCI, Ruprecht et al. 

(2019)). El modelo en estado M presentó inicialmente un 92,5% de ángulos favorables entre residuos 

según el diagrama de Ramachandran y luego del refinamiento un 95,7% (Anexo 2), y no mejoró con otro 

refinamiento. De igual manera al superponer la estructura refinada con la inicial se pueden observar 

cambios en la estructura (Figura 13B). 

 

Figura 12 Diagramas de Ramachandran para el modelo de la proteína PfCOCP obtenida del servidor Phyre 2 (puntos en 

color naranja), primer refinamiento en el servidor GalaxyWEB (color amarillo) y segundo refinamiento (color azul). Los 

diagramas fueron obtenidos con el servidor SwissDock. 
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Figura 13 Modelo refinado del transportador de citrato/alfacetoglutarato (PF3D7_1223800) de P. falciparum, la proteína 

refinada se encuentra coloreada y se superpone en gris el modelo original obtenido en Phyre2(izquierda) y de SwissModel 

(derecha). A) conformación C y B) conformación M. Visualización producida con UCSF Chimera 1.13.1. 

Los acoplamientos moleculares (Dockings) se realizaron con citrato y α-cetoglutarato con la 

proteína en la conformación C y M. En la Figura 14 se ve el resultado de estos acoplamientos y en las 

Tablas 4 y 5 (sección de Anexos) se presentan los valores de la diferencia en la energía libre de Gibbs 

(ΔG) y Fullfitness para cada uno de los acoplamientos mostrados. El ΔG fue menor para los 

acoplamientos con las proteínas en estado M respecto al estado C. Nótese que en ambas conformaciones 

hay residuos de aminoácidos que interactúan con ambos sustratos en casi todos los acoplamientos; lisina 

(Lys) 67, glutamina (Gln) 152 y arginina (Arg) 151, no obstante, algunos residuos solo son accesibles en 

la conformación M como la arginina 262, otros residuos como el triptófano 156 interactuaron con el 

sustrato solo en algunos acoplamientos. 
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Figura 14 Acoplamientos moleculares en el transportador PfCOCP realizados con SwissDock. A) y C) α-cetoglutarato y 

citrato con la proteína en la conformación C, respectivamente. B y D α-cetoglutarato y citrato con la proteína en la 

conformación M. Se usaron acoplamientos que pertenecían al cluster de menor energía predicho por el servidor, también se 

resaltan los residuos de aminoácidos que forman puentes de hidrógeno con el sustrato según la opción FindHBond de UCSF 

Chimera 1.13.1. 

La Figura 15 muestra a PfCOCP con los acoplamientos ya mencionados vistos desde diferentes 

ángulos, se observa que en la conformación C el citrato (rojo) y el α-cetoglutarato (azul) no están 

centrados en el sitio activo del transportador y pese a que en ambas conformaciones hay interacción con 

parte de los mismos residuos (Arg 151, Gln 152 y Lys 67) sólo hay interacción con dos segmentos 

transmembranales H2 y H4 (Figura 15 A, C y D), el aumento en la energía libre de Gibbs y la ubicación 

de los sustratos respecto a los diferentes segmentos transmembranales que conforman el transportador, 

podría indicar que el transporte es más efectivo en la conformación M que en la conformación C. Que el 

sitio I interactúe con el sustrato mediante una lisina, el sitio II con una arginina y glutamina, y el sitio III 

con una arginina concuerda con los sitios de unión reportados para al menos dos transportadores 

mitocondriales de S. cerevisiae; el transportador de succinato (PDB ID: FC1P) y el de citrato malato 

(TP1P) (Robinson y Kunji, 2006). 
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Figura 15 Acoplamientos moleculares de citrato (rojo) y alfacetoglutarato (azul) con el transportador mitocondrial de citrato 

PfCOCP en conformación C (A, C, E) y M (B, D, F) vistas desde diferentes ángulos; vista lateral (A y B), desde el citosol 

(C y D), desde la Matriz mitocondrial (E y F). Representaciones realizadas con UCSF Chimera 1.13.1 
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En la Figura 16 se presenta el alineamiento de la secuencia de PfCOCP con su homólogo en levaduras 

YHM2 realizado usando T-coffee. El resultado en general es un buen alineamiento   

Figura 16 Alineamiento de las secuencias de PfCOCP con YHM2 realizado en T-coffee. Los asteriscos (*) representan 

residuos conservados, dos puntos (:)residuos con propiedades similares y punto (.) residuos con propiedades distintas. En 

base a qué tan conservados son los residuos, presencia de vacíos, y otros aspectos el servidor colorea en rosado las zonas 

que representan un buen alineamiento, en amarillo un alineamiento regular y en verde un mal alineamiento. Se resaltan en 

azul y en rojo las hélices-α en la proteína de P. falciparum y S. cerevisiae, respectivamente, en base al modelado obtenido 

para cada proteína. Los 6 segmentos transmembranales H1,2, 3, 4, 5, 6, segmentos H12, H34, H56 y sitios de unión al 

sustrato I, II, III se encuentran rotulados en ambas proteínas. El sitio III identificado para PfCOCP solo interactúa con el 

sustrato en la conformación M. Los motivos GxxxG y πxxxπ se indican con círculos violetas y amarillos, respectivamente, 

los motivos [PS]x[DE]xx RK] se resaltan con triángulos verdes, las abrazaderas Q y Y con cuadrados verdes y azules 

respectivamente. 

entre ambas proteínas, donde la mayoría de los residuos están conservados (*) o sustituidos por un 

aminoácido de propiedades similares (:), la única región con poca similitud y vacíos se encuentra entre 
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H4 y H5, donde la proteína de P. falciparum no tiene ningún segmento transmembranal y tiene una zona 

rica en Asparagina (N) una particularidad de numerosas proteínas de este parásito que no comparte con 

las levaduras. Todos los segmentos transmembranales se encuentran conservados en estructura para 

ambas proteínas y la ubicación de distintos motivos de estos transportadores como los sitios de unión 

sustrato II y III  en las hélices H2 y H4 también concuerdan. En esta figura también se resaltan diferentes 

motivos comunes para los transportadores mitocondriales. 

A fin de evaluar el grado de conservación de esta proteína en el género Plasmodium se realizó un 

alineamiento de los homólogos de PfCOCP en otras especies del género que infectan a humanos; P. 

vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, otros que infectan roedores; P. chabaudi, P. yoelii, P. berghei, 

y otras especies que infectan simios; P. reichenowi, P. gaboni y P. praefalciparum estas últimas se 

encuentran cercanas filogenéticamente con P. falciparum. El alineamiento de las secuencias (Anexo 3) 

muestra un alto grado de conservación en los 6 dominios transmembranales del transportador y en todos 

los casos los tres sitios de unión con el sustrato son idénticos, solamente la región entre H4 y H5 que no 

tiene dominios transmembranales presenta diferencia entre varias especies, este hecho se verificó 

midiendo la variación de la diversidad nucleotídica (π) entre las secuencias de estas proteínas (Anexo 4) 

que resultó ser baja en las regiones correspondientes con los 6 segmentos transmembranales y elevada 

en la zona entre H4 y H5 que ya mencionamos. La prueba D de Tajima (Anexo 5) muestran valores de 

D<0 en varias regiones de los segmentos transmembranales incluyendo los sitios de unión al sustrato en 

H2, H4 y H6, lo que podría indicar que estos sitios están bien conservados y posiblemente bajo selección 

negativa, no obstante aparecen varias zonas con valores de D>0 lo que indica que son altamente 

polimórficos, la mayoría de estos polimorfismos probablemente se deban a diferencias entre especies y 

sean sustituciones sinónimas ya que hay pocos cambios de residuos en las secuencias proteicas de las 

especies (Anexo 3), algunas regiones tienen valores de D cercanos a 0 lo que sugiere que se encuentran 

evolucionando bajo neutralidad. 

La evaluación del mejor modelo con MEGA X arrojó al modelo de Tamura-Nei con una 

distribución Gamma de 2,6 y algunos sitios invariables (36,28%) como el más adecuado para los datos, 

con esos parámetros y 1000 réplicas con el método Bootstrap se realizó el árbol filogenético con el 

método de máxima verosimilitud para el gen de la proteína PfCOCP en Plasmodium spp. (Anexo 6). Las 

agrupaciones obtenidas en el árbol concuerdan en parte con las encontradas en el trabajo de Loy et al. 

(2017) (Anexo 7), esta concordancia se ve en los grupos más cercanos, como P. vivax y P. cynomolgi, 

pero las relaciones más distantes, como la que existe entre P. ovale y P. vivax, no concuerdan, los 

resultados sugieren que los genes de COCP han tenido pocos cambios que pueden estar asociados con la 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

63 
 

diversificación de las diferentes especies de Plasmodium y agregando lo obtenido en el alineamiento, la 

diversidad nucleotídica y la prueba D, hay clara evidencia de que COCP es un gen funcional en todas las 

especies y las regiones importantes para de la proteína (los segmentos transmembranales), se encuentran 

bien conservadas en Plasmodium spp. 
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7 DISCUSIÓN 

7.1 Análisis de la función de proteínas desconocidas 

Con el fin de identificar las funciones putativas se usaron diferentes servidores que en una parte 

del total de proteínas desconocidas permitió al menos identificar las superfamilias, familias o dominios 

que tenían estas proteínas, y en algunos casos asociarlas con funciones específicas, de estas algunas 

pudieron relacionarse con la resistencia a la artemisinina. 

En el caso de las correlacionadas positivamente, se pudo identificar la posible función de 31 

proteínas, de ellas al menos 6 se podrían asociar con el procesamiento del material genético; el factor de 

elongación EF1B necesario para el acoplamiento del ARNt con el ribosoma, la subunidad SNAP43 

implicada en la síntesis de ARNsn, Noc1p necesaria para el ensamblaje del ribosoma, dominio WDR47 

implicado en el reclutamiento de otras proteínas en la formación de las partículas ribosomales pre-60S, 

subunidad del complejo CBC que permite asociar el cap al ARNm inmaduro y dominio THUMP que 

reconoce motivos de ARN. En el listado propuesto por Mok et al. (2015) muestra un aumento en muchas 

proteínas implicadas en el procesamiento del material genético (maduración del ARNm, producción de 

ARNt, ADN polimerasas, entre otros, Anexo 1) así que estas 6 proteínas pueden ser concordantes con el 

patrón observado por estos investigadores, no obstante el mecanismo de la resistencia se complica más 

al tomar en cuenta que también hay proteínas implicadas en el procesamiento del material genético 

subexpresadas. Es probable que las cepas resistentes, ante la presencia de la artemisinina, requieran de 

la expresión de proteínas implicadas en rutas metabólicas específicas y de la reducción de otras, lo que 

supone, por ejemplo, que algunos factores que inducen el splicing del ARN y tARN ligasas se encuentren 

sobrexpresados y otros se encuentren subexpresados como lo muestran los datos provistos por Mok et 

al. (2015). 

Por otro lado, hay 5 proteínas correlacionadas positivamente que podrían estar implicadas de 

alguna manera en el tráfico vesicular y modificación del citoesqueleto; dominios ARK, DIX, región de 

interacción con adaptinas, regulador Ist1 para el desensamblaje del complejo ESCRT-III (implicado en 

la formación de cuerpos multivesiculares), tráfico vesicular del aparato de Golgi (subunidad 1 del 

complejo SNAP receptor del aparato de Golgi) y proteína de fusión vacuolar CCZ1. Estos resultados 

sugieren que en cepas resistentes podría haber un cambio en el importe o exporte de vesículas. Ya se ha 

reportado que las vesículas que importan Hb al parásito se encuentran reducidas en cepas resistentes 

(Yang et al., 2019) y también que requieren del importe de varios aminoácidos respecto a cepas sensibles 

(Bunditvorapoom et al., 2018), de forma que las cepas resistentes podrían presentar alteraciones en el 
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tráfico vesicular, posiblemente para tomar nutrientes o metabolitos necesarios para tolerar el efecto de la 

droga. 

Se encontró un posible transportador de folato-biopterina (PF3D7_1022200) correlacionado 

positivamente con la resistencia. El folato es necesario para la producción de purinas y pirimidinas. P. 

falciparum  puede obtener el folato sintetizándolo de novo o importándolo del medio (Hyde, 2005). Si 

PF3D7_1022200 es un transportador de folato podría indicar que el parásito requiere una mayor 

disponibilidad de este cofactor para tolerar los efectos de la droga, y como es sabido el folato en forma 

de N5,N10-metilen-tetrahidrofolato es esencial para la conversión de los residuos de uracilo del dUMP en 

timina para formar dTMP para la biosíntesis de ADN, esencial en la reparación de las células que están 

sometidas a estrés oxidativo. A la fecha solo se han descrito dos transportadores para el folato en P. 

falciparum; PfFT1 (PF3D7_0828600) y PfFT2 (PF3D7_1116500), ambos transportan principalmente 

ácido p-amino benzoico (pABA), un precursor para la síntesis de folato y otros compuestos 

metabólicamente activos que surgen de él (Salcedo-Sora et al., 2011). En el plasma sanguíneo la forma 

más abundante del folato es el 5-metiltetrahidrofolato, compuesto pobremente transportado por PfFT2 y 

en absoluto por PfFT1 (Salcedo-Sora et al., 2011), surge la posibilidad de que el nuevo transportador de 

folato descrito pueda asociarse con formas del metabolito que no son transportadas por PfFT2 o PfFT1 

como el 5-metiltetrahidrofolato, esta hipótesis requeriría más evidencia experimental para probarse. 

Por otra parte, se encontró una proteína con un dominio de unión a proteína Ran, esto puede indicar 

que se moviliza desde o hacia el núcleo, además tiene un motivo de ubicación nuclear (señal de 

localización nuclear bipartita) identificado mediante MotifScan, haciendo posible que sea una proteína 

que se importa hacia el núcleo celular. 

En el caso de las proteínas correlacionadas negativamente se pudo identificar la posible función de 

35, de estas hay 8 posiblemente implicadas en el procesamiento del material genético; Fcf1/Utp23, L44 

componente de la subunidad ribosomal 54S, helicasa DNA2/NAM7, dominio G-patch, factor de 

transcripción TFIIC, subunidad 2 del complejo CPSF e Histona acetiltransferasa GCN5. Dos proteínas, 

Fcf1/Utp24 y la subunidad 54S, podrían indicar una reducción en la producción de proteínas en la 

mitocondria, recuérdese que este organelo tiene su propio material genético y produce algunas proteínas 

implicadas en los procesos metabólicos que se llevan a cabo en él, varios de estos procesos se encuentran 

reducidos en cepas resistentes, por lo que una disminución en dos proteínas relacionadas con los 

ribosomas mitocondriales concuerda con lo esperado en vista a un posible reducción en algunas proteínas 

de este organelo. La helicasa DNA2/NAM7 pudiese relacionarse con una reducción en la replicación de 
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ADN que concuerda con el retraso en el ciclo celular. La histona acetiltransferasa GCN5 podría indicar 

cambios en patrones epigenéticos en cepas resistentes, y de hecho en los datos de transcriptómica hay 

otros 3 genes conocidos que podrían ser histonas; nombrados Histone H2A variant putative 

(PF3D7_0320900), Histone H2B variant putative (PF3D7_0714000) y una posible chaperona de histonas 

ASF1 (PF3D7_1224500), todos subexpresados en cepas resistentes lo que concuerda con lo planteado. 

Los cambios en patrones epigenéticos ya han sido estudiados en Plasmodium sobre todo para los genes 

implicados en la invasión a eritrocitos, evasión del sistema inmune y citoadherencia, estos genes se 

encuentran en un gran número de copias en el genoma de P. falciparum y solo se expresan de manera 

individual o en un número reducido en cada parásito (Cortes y Deitsch, 2017). Además, se ha probado 

que la resistencia a drogas que acceden al parásito a través del canal PSAC (canal aniónico de superficie) 

es regulada por el gen clag3, a su vez regulado de manera epigenética, cuando se aplican inhibidores de 

las histonas metiltransferasa se puede reducir esta clase de resistencia (Chan et al., 2020). Por último, las 

drogas que afectan la metilación del ADN, un proceso epigenético distinto a la modificación de histonas, 

son eficientes contra cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina (Nardella et al., 2020), todavía 

se requieren otros estudios para verificar específicamente el papel de qué modificaciones en las histonas 

pueden asociarse con la resistencia a la artemisinina. 

Dos proteínas subexpresadas también podrían estar participando en el tráfico vesicular: Get4 y la 

GTPasa activadora de proteína (GAP). Get4 participa en el tráfico de proteínas desde el aparato de Golgi 

hacia el RE o proteasoma, GAP participa en el tráfico desde la endosoma al aparato de Golgi. Es difícil 

concluir sobre cómo estas proteínas podrían estar afectando a cepas resistentes, pero Get4 tiene un 

dominio DUF41 que se superpone con la región homóloga a la proteína Get4, el hecho de que estas dos 

regiones calcen en longitud y ubicación podría ayudar a esclarecer la función de los dominios DUF41 en 

base a la información ya conocida para la proteína Get4, este planteamiento requiere de estudios 

posteriores. El hecho de que estas proteínas se encuentren subexpresada también podría implicar que el 

parásito tiene cambios en el tráfico vesicular. 

Dos proteínas actuantes en la cadena transportadora de electrones se encontraron subexpresadas; 

Sdh5 del complejo succinato deshidrogenasas y la subunidad 2 del complejo citocromo C oxidasa. Estas 

concuerdan con la reducción en la expresión de proteínas de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial en cepas resistentes. Hay que resaltar que al analizar los genes correlacionados 

positivamente se encontró la subunidad VIb del complejo citocromo C oxidasa, este es un resultado que 

se sale del modelo planteado ya que varias subunidades de los complejos implicados en la cadena de 

transporte de electrones se encontraron correlacionados negativamente con cepas resistentes, pero podría 
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ser una pista de que la subunidad VIb cumple otra función fuera del complejo citocromo C oxidasa que 

aún no ha sido descrita. 

En este análisis hay dos proteínas con un tamaño considerable (más de 4000 AA) que pertenecen 

a la familia de proteínas similares a receptores Toll, estas presentan una similitud en cuanto a la secuencia 

de entre 30 a 40% entre ellas y una se encuentra correlacionada positivamente y otra negativamente. Los 

receptores Toll-like se encuentran en varias células del sistema inmune y reaccionan hacia antígenos en 

microorganismos bien conservados (Kaisho y Akira, 2006). Es difícil predecir que función podrían 

cumplir esta clase de proteínas en Plasmodium debido a que han sido estudiadas principalmente en el 

sistema inmune de diferentes organismos pluricelulares, sin embargo, sería bueno profundizar más en su 

estudio, en vista a que más de una tiene la expresión modificada en cepas resistentes. 

Si bien para una parte de las proteínas no pudo ser esclarecida su función, este enfoque permitió 

tener un punto de inicio para profundizar más sobre muchas de ellas a las cuales se les pudo asociar con 

superfamilias, familias así como la presencia de dominios que antes no estaban reportados para estas 

proteínas.  
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7.2 Construcción de un modelo metabólico para las cepas resistentes de P. falciparum a la 

artemisinina 

7.2.1 Glicólisis, ciclo de Krebs y estrés oxidativo  

En la Figura 17 se muestra un diagrama más detallado de la glicólisis, ciclo de Krebs y estrés 

oxidativo ya expuestos en la Figura 10. 

 

Figura 17 Cambios en las rutas metabólicas; glucolisis, ciclo de Krebs y estrés oxidativo propuesto para cepas resistentes, 

las flechas de color rojo brillante indican el principal flujo metabólico en estas rutas, las flechas opacas muestran reacciones 

con menor flujo. Se muestran los nombres abreviados de las enzimas correlacionadas positivamente con la resistencia a la 

artemisinina en P. falciparum y los círculos azules representan aquellas proteínas correlacionadas negativamente, basados 

en los datos de Mok et al. (2015).  
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Como ya se ha mencionado, P. falciparum tiene a su disposición grandes concentraciones de 

glucosa durante el ciclo intraeritrocítico y esta debe atravesar dos membranas para poder ser utilizada: la 

membrana de la vesícula parasítica y la del parásito. El transporte de la glucosa a la vesícula parasítica 

ocurre de forma pasiva, así que las concentraciones en este compartimiento son tan elevadas como en el 

citosol del eritrocito. Por otra parte, el transporte en la membrana del parásito se ha descrito como activo 

y es mediado por la proteína PfHT1 (PF3D7_0204700), que tiene una similitud de 20 a 30% con los 

transportadores de glucosa en seres humanos GLUTs (Landfear, 2010), hay que agregar que PfHT1 es 

un transportador de alta afinidad por la glucosa con una Km de 0.48 mM, a modo de comparación, el 

transportador del eritrocito GLUT1 tiene una Km de 6.9 mM (Woodrow et al., 1999). El parásito regula 

el consumo de glucosa en base a su producción de ATP, que sería el factor limitante en este transporte, 

ya que la glucosa es abundante en el entorno y el transportador de PfHT1 tiene alta afinidad. No se han 

reportado cambios en la expresión de la proteína PfHT1 en cepas resistentes (Mok et al., 2015) pero esto 

no implica que no exista un cambio en el flujo de glucosa ya que el transportador podría permitir un 

mayor flujo si así lo requiere el parásito al producir más ATP.  

Es de resaltar que un transportador de triosas o hexosas (PF3D7_1218400) se encuentra 

subexpresado en cepas resistentes (Mok et al., 2015) y podría estar participando en el importe de glucosa, 

sin embargo, esta proteína ha sido poco estudiada y solo por técnicas bioinformáticas (Martin et al., 

2005), a la fecha no se ha podido describir su función y ubicación subcelular in vitro, así que la 

informacion disponible indica que el importe de glucosa ocurre principalmente a través del tranportador 

PfHT1 (Slavic et al., 2010). 

Lo expuesto debe tomarse en cuenta para hablar de un posible aumento en el flujo glucolítico en 

cepas resistentes en vista de un aumento en la expresión de las primeras tres enzimas de la glucólisis: 

Hexoquinasa (HK, PF3D7_0624000), Fosfoglucosa isomerasa (PGI, PF3D7_1436000) y 

Fosfofructoquinasa (PFK, PF3D7_0915400, Figura 17 y Figura 18) (Mok et al., 2015). Estas enzimas 

emplean ATP y son claves dentro de esta ruta, al ser puntualizado como puntos de regulación en muchos 

organismos, adicionalmente HK y PFK se han descrito con un importante coeficiente de control de flujo 

en P. falciparum (Penkler et al., 2015; Niekerk et al., 2016). Adicionalmente la fosfogliceratoquinasa 

(PGK, PF3D7_0922500) también esta sobreexpresada. Varias de estas enzimas transfieren grupos 

fosfato y pueden regular la velocidad en que se producen intermediarios en toda la glucólisis. Es probable 

que las cepas resistentes del parásito utilicen una mayor cantidad de glucosa, también esta sobrexpresión 

enzimática podría deberse a que la HK, PGI y PGK pueden interactuar con artemisinina (Ismail et al., 

2016) y quizás perder su actividad, obligando al parásito a sobrexpresar las proteínas para contrarrestar 
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este efecto, aunque el efecto de la Dihidroartemisinina (DHA, la forma metabólicamente activa de la 

droga) sobre la actividad de estas enzimas no ha sido medido. 

 A diferencia de otros organismos del filo Apicomplexa, P. falciparum posee todas las enzimas del 

ciclo de Krebs funcionales pero no son necesarias para la producción de ATP durante el ciclo 

intraeritrocítico, el ATP se produce por glucólisis como se puede evidenciar por el aumento de lactato, 

esto concuerda con la alta disponibilidad de glucosa en el medio, la dependencia de la glucólisis para la 

producción de ATP se puede ver en otros parásitos que se desarrollan en la sangre, como algunos 

tripanosomátidos (Coley et al., 2011). El ciclo de Krebs no es indispensable para los estadios de anillo, 

trofozoíto y esquizonte, sin embargo si lo es en otros como gametocitos u ooquineto (Ke et al., 2015) y 

en cepas resistentes la diferencia de potencial en la membrana de la mitocondria es necesaria para que el 

parásito pueda continuar su ciclo celular luego de un estado de latencia (Peatey et al., 2015) asociado 

generalmente a la resistencia a la artemisinina (Cheng et al., 2012)(sección 1.4.2). Este hecho quizás se 

deba a que las enzimas del ciclo de Krebs pueden tener un papel importante en la latencia, y 

probablemente en la respuesta al estrés oxidativo u otro mecanismo que emplee el parásito para tolerar 

los efectos que produce la artemisinina. 

Por otro lado, cuando se inactiva la expresión de diferentes enzimas del ciclo de Krebs en cepas 

mutantes el parásito sigue desarrollándose durante el ciclo intraeritrocítico (Ke et al., 2015), lo que 

sugiere una gran plasticidad metabólica en esta ruta, siendo más acentuada en cepas resistentes (Carey et 

al., 2017). Los datos de transcriptómica sugieren que las cepas resistentes emplean solo una parte del 

ciclo. Las enzimas succinato deshidrogenasa (PF3D7_1010300, subunidad 4 putativa), succinato CoA 

ligasa (PF3D7_1108500, subunidad α putativa) y α-cetoglutarato deshidrogenasa (PF3D7_1320800) se 

Figura 18 Genes correlacionados positiva (rojo) y negativamente (azul) con la resistencia implicados en la 

Glicólisis (GL), ciclo de Krebs (TCA) y estrés Oxidativo (EO) en cepas de P. falciparum resistentes a la 

artemisinina. Datos tomados de (Mok et al., 2015). 
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encuentran subexpresadas en cepas resistentes. Por el contario, la citrato sintasa (PF3D7_1022500 y 

PF3D7_0609200 putativa) se encuentra sobreexpresada (Figura 17 y Figura 18). 

 Se ha evidenciado mediante el marcaje radiactivo de diferentes metabolitos que en las cepas 

silvestres de P. falciparum gran parte del carbono que entra ciclo de Krebs proviene de la glutamina que 

es obtenida del medio o de la digestión de Hb, esta glutamina es transformada en α-cetoglutarato (Figura 

19 A) que se convierte finalmente en malato y sale de la mitocondria (Ke et al., 2015). En cambio cuando 

se generan mutantes que no expresan la enzima α-cetoglutarato deshidrogenasa el parásito produce 

glutamato, en vez de usarlo, ya que los carbonos marcados en la glutamina nunca entran al ciclo de Krebs 

(Figura 19 B) (Ke et al., 2015). 

El modelo propuesto plantea que los cambios en la expresión de varias enzimas del ciclo de Krebs 

producen en el parásito cambios en esta ruta metabólica similares a los vistos en mutantes deficientes de 

α-cetoglutarato deshidrogenasa (Figura 19 B), tambien ilustrado en la Figura 17. La mayoría de la 

glucosa que entra al parásito se transforma en lactato (fermentación láctica), sin embargo, en nuestro 

modelo planteamos que una parte de esta glucosa entra al ciclo de Krebs en forma de malato y acetilCoA, 

en concordancia con lo ilustrado en la Figura 19 B.  

El fosfoenol piruvato (PEP) se transformará en oxalacetato mediante la fosfoenolpiruvato 

carboxilasa (PEPC) o por la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) citosólica. Estas enzimas pueden 

transformar el fosfoenolpiruvato (PEP) en oxalacetato; la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) emplea 

Figura 19 Flujo de metabolitos en el ciclo de Krebs en Plasmodium falciparum durante el ciclo intraeritrocítico . A) 

Flujo normal en cepas salvajes B) Flujo en cepas mutantes sin la enzima α-cetoglutarato deshidrogenasa. Extraído de 

Ke et al. (2015) 
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PEP y CO2 para producir oxalacetato y fosfato libre, mientras que la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 

(PEPCK) usa PEP, CO2 y además ADP para producir oxalacetato y ATP. Sin embargo, en el ciclo 

intraeritrocítico se ha propuesto que la PEPCK trabajaría en la dirección gluconeogénica, es decir  

produciendo fosfoenolpiruvato, ADP y CO2 (Storm et al., 2014), además de encontrarse mayormente 

expresada en el gametocito y estadios del parásito en el mosquito (Hayward, 2000), no obstante evidencia 

más reciente muestra que diferentes cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina pueden 

sobrexpresar PEPCK (Mok et al., 2021). Usar la PEPCK tiene como ventaja la producción de una 

molécula de ATP por cada molecula de PEP, esto es relevante pues cada molécula de PEP que se desvía 

de la glucólisis no produce ATP mediante la piruvato quinasa (PK). Creemos que la PEPCK podría estar 

proveyendo del ATP que no se produce por la PK, de esta manera el desvío de moléculas de PEP para 

producir oxalacetato no causa una reducción en la energía neta producida en la ruta glucolítica. Estos 

argumentos nos llevan a pensar que el parásito usa principalmente PEPCK en cepas resistentes, a pesar 

de que la PEPC también podría seguir operando. 

Una vez se produce el oxalacetato puede ser reducido a malato mediante una malato 

deshidrogenasa también citosólica (MDH). En las cepas resistentes a la artemisinina el malato entraría a 

la mitocondria a través del transportador PfDTC (PF3D7_0823900) mientras que el α-cetoglutarato sale 

a través del mismo transportador. Hay que resaltar que PfDTC no muestra cambios en la expresión en 

los datos de transcriptómica (Mok et al., 2015). Por el contrario, en las cepas salvajes el malato sale 

mediante el transportador PfDTC que también puede transportar el oxalacetato  mientras el α-

cetoglutarato entra a la mitocondria (Nozawa et al., 2011). Este malato que sale de la mitocondria en las 

cepas salvajes, puede ser transformado en oxalacetato mediante la MDH citosólica del parásito y dirigirse 

a otras rutas metabólicas como la recuperación de purinas o síntesis de pirimidinas si se transforma en 

aspartato (Jacot et al., 2016).  

Por otro lado, el piruvato que entra a la mitocondria se convertirá en acetil-CoA. Es de hacer notar 

que P. falciparum no posee el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) en la mitocondria y para 

transformar el piruvato producido por la glucólisis en Acetil-CoA emplea un sustituto, la BCKDH (del 

inglés Branched-Chain Ketoacid Dehydrogenase) que pertenece a la misma familia que la PDH y puede 

producir la reacción de PDH en otros organismos. Esta enzima es la única de la degradación de α-

cetoácidos de cadena ramificada que tiene el parásito por lo que estaría huérfana en esta ruta metabólica, 

entonces es muy posible que su función sea la de sustituir a la PDH en la mitocondria (Jacot et al., 2016). 
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En el modelo el ciclo de Krebs concluiría con la producción de α-cetoglutarato que sería expulsado 

de la mitocondria a la vez que el malato entraría en este organelo. En este planteamiento la mayoría de 

los átomos de carbono que entran al ciclo de Krebs provendrían principalmente de la glucosa y no de la 

glutamina que sería el origen en las cepas no resistentes. 

Por su parte, un posible transportador de citrato/α-cetoglutarato (PF3D7_1223800) se encuentra 

sobrexpresado en los datos de (Mok et al., 2015), un potencial homólogo de la proteína YHM2 de 

levaduras. YHM2 ha sido bien caracterizado en el intercambio de citrato/α-cetoglutarato y en mucha 

menor medida fumarato y succinato pero no malato (Castegna et al., 2010). Resalta el hecho de que 

YHM2 en levaduras proporcione al citosol de NADPH para reacciones de síntesis y para tolerar el estrés 

oxidativo (Castegna et al., 2010), si el homólogo de esta proteína en P. falciaprum tiene la misma función 

estaría en concordancia con el modelo planteado (Figura 17); donde el parásito tiene distintos cambios 

metabólicos  para tolerar el estrés oxidativo producido por la artemisinina. Este sería el hallazgo 

importante en este estudio, un aporte novedoso del modelo que plantea que la transformación de citrato 

en α-cetoglutarato en el citosol provee de una cantidad importante de NADPH disponible para tolerar el 

estres oxidativo, hecho que solo ha sido reportado en levaduras. 

En base a la importancia del transportador de citrato/α-cetoglutarato para el modelo, se realizaron 

otros estudios bioinformáticos a fin de caracterizarlo mejor mediante analisis in silico (secciones 6.3 y 

7.3), la proteína se nombró PfCOCP (del inglés Citrate/Oxoglutarate Carrier Protein) tomando en cuenta 

su posible función.   

En el modelo, PfCOCP estaría transportando solutos desde la matriz hacia el citosol, esto como 

consecuencia de la acumulación de citrato y α-cetoglutarato dentro de la matriz, recuerdese que la citrato 

sintasa en estas cepas se encuentra sobrexpresada y las enzimas que llevan acabo la transformación de 

α-cetoglutarato en malato estan subexpresadas, lo que podría significar una acumulación de citrato y α-

cetoglutarato, por otro lado la evidencia obtenida al realizar modelados del transportador PfCOCP y 

acoplamientos moleculares con citrato y α-cetoglutarato tambien concuerda con que el transporte ocurre 

solamente en un sentido. 

El citrato requiere de dos enzimas comunmente encontradas en la mitocondria para transformarse 

en α-cetoglutarato; la aconitasa y la isocitrato deshidrogenasa (IDH). La primera enzima transforma el 

citrato en isocitrato mienttras la segunda oxida el isocitrato en α-cetoglutarato. La aconitasa de P. 

falciparum (PF3D7_1342100), ha sido nombrada como IRP (iron regulatory-like protein) por su 

similitud con las proteínas reguladas por hierro en mamíferos (Hodges et al., 2005), se ha probado que 
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esta proteína posee actividad aconitasa y se encuentra en mitocondria y en otro compartimiento, 

posiblemente citosol o vacuola digestiva (Hodges et al., 2005). Por otro lado la IDH de P. falciparum 

(PF3D7_1345700) se encuentra en la mitocondria (Wrenger y Muller, 2003) sin embargo no se ha 

esclarecido si la proteína posee otra localización subcelular en P. falciparum. Un indicio importante de 

que tambien podría encontrarse en el citosol fue obtenido de P. knowlesi donde la mayoria de la actividad 

isocitrato deshidrogenasa se hallaba en la fracción citosólica (Sahni et al., 1992). Estas evidencias 

sugieren que ambas enzimas podrían estar disponibles en el citosol para la transformación de citrato en 

α-cetoglutarato. En concordancia con el modelo, la IDH del parásito es dependiente de NADPH y se ha 

propuesto que su rol más relevante es contribuir con la produccion de NADPH para mantener el equilibrio 

redox en el parásito (Wrenger y Muller, 2003), en este caso planteamos que la IDH podría cumplir ese 

rol en el citosol de P. falciparum en las cepas resistentes a la artemisinina y contribuir a el aumento en 

la tolerancia al estrés oxidativo. 

Como ya fue expuesto en cepas sensibles a la artemisinina; el flujo del ciclo de Krebs proviene de 

la glutamina que se convierte en glutamato en una  reacción llevada a cabo por la glutamina sintetasa 

(PF3D7_0922600) y el glutamato se transforma en α-cetoglutarato por la glutamato deshidrogenasa 

(GDH), por otro lado en las cepas resistentes a la artemisinina, ocurre la reacción inversa, el α-

cetoglutarato se transforma en glutamato, posiblemente mediante la GDH. P. falciparum tiene 3 GDHs 

y dos se cree que pueden estar actuando en el citosol, una dependiente de NADPH (GDH1, 

PF3D7_1416500) y otra dependiente de NADH (GDH3, PF3D7_0802000) (Olszewski y Llinas, 2011). 

Debido a que el parásito puede necesitar de NADPH extra para tolerar el estrés oxidativo, para el reciclaje 

del glutatión y la tierreoxina, seria improbable que esté usando la GDH1 que depende de NADPH, pues 

cada molecula de NADPH producida al transformar isocitrato en α-cetoglutarato se gastaría en 

transformar el α-ctoglutarato en glutamato, así que el parásito debería usar la GDH3 que depende de 

NADH y no de NADPH. En vista a que ninguna de estas enzimas tiene cambios en la expresión en los 

datos de transcriptómica, podemos observar como es la expresión normal en cepas salvajes para tener 

una idea de cual podría ser más relevante en cepas resistentes, en este sentido, se comparó la expresión 

de estos genes usando PlasmoDB mostrando los datos de expresión obtenidos por (Bártfai et al., 2010). 

De esto se ve que GDH3 tiene los mayores niveles de expresión durante el ciclo intraeritrocítico, llegando 

a 500 FPKM (Fragmentos por kilobase de transcrito por cada millón de lecturas), por otro lado GDH1 

(dependiente de NADPH) tiene niveles que oscilan los 200 FPKM al inicio del ciclo intraeritrocítico y 

luego su expresión decae, por último la aspartatodesaminasa ronda los 80 FPKM, para tener un punto de 

comparación, la HK tiene valores que rondan los 400 FPKM durante estos estadios. Otra posible 
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evidencia del uso de GDH3 por P. falciparum para la producción de glutamato es el aumento en la 

cantidad de NAD+ en los datos de metabolómica obtenidos en cepas resistentes a la artemsinina (Siddiqui 

et al., 2017). Así, aunque estas enzimas no tienen cambios en la expresión en cepas resistentes, el hecho 

de que hay 3 proteínas que pueden transformar α-ctoglutarato en glutamato sugiere que el parásito no 

tendría problemas en llevar a cabo esta reacción en las condiciones necesarias: alta diponibilidad de α-

ctoglutarato, aspartato, grupos aminos, NADH y/o NADPH, y de las tres enzimas GDH3 sería la 

principal.  

Los datos de metabolómica obtenidos de cepas resistentes por Siddiqui et al. (2017) muestran 3 

metabolitos en mayor cantidad: NAD+ (ya mencionado), Glutatión (GSH) y γ-Glutamilcisteína. Estos 

metabolitos sugieren un aumento en el estrés oxidativo debido a que el GSH es el principal antioxidante 

de las celulas (Pompella et al., 2003) además la γ-Glutamilcisteína permite producir glutatión. El 

glutatión extra que se ve en cepas resistentes puede ser consecuencia del ciclo de Krebs truncado que 

produce glutamato y que puede transformarse en γ-Glutamilcisteína por la γ-Glutamilcisteína Sintetasa 

(PF3D7_0918900) y luego en glutatión por la glutatión sintasa (PF3D7_0512200).  

El glutatión requiere de NADPH para reducirse y puede obtenerse de otras vías que no hemos 

mencionado hasta el momento. Primero podría ser producido por la vía de las pentosas fosfato (VPF) 

mediante dos enzimas, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (PF3D7_1453800) y la 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa (PF3D7_1454700), ninguna sobreexpresada en los datos de Mok et al. (2015). Esta vía 

tendria que competir con la glucólisis por la glucosa 6-fosfato y en vista de que la PGI de la glucólisis 

esta sobreexpresada gran parte de la glucosa seguiría por la glucólisis y un pequeño porcentaje la vía de 

las pentosas fosfato. Hay que agregar que la transcetolasa (PF3D7_0610800) de las pentosas fosfato se 

encuentran subexpresadas (Mok et al., 2015). Otra forma de obtener NADPH sería por medio de la 

NAD+kinasa (PF3D7_0913300) o la NAD(P) transhidrogenasa (PF3D7_1453500), pese a que no tienen 

su expresión alterada en cepas resistentes (Mok et al., 2015). Estas proteínas han sido poco estudiadas y 

solo identificadas por técnicas bioinformáticas, no obstante podrían estar proveyendo al parásito del 

NADPH extra que necesita. El NADPH también puede producirse mediante la isocitrato deshidrogenasa 

(PF3D7_0820700) en el ciclo de Krebs que como ya mencionamos se ha propuesto que es la fuente 

principal de NADPH en P. falciparum (Wrenger y Muller, 2003), la vía concuerda con un posible 

aumento de citrato, y con el ciclo de Krebs truncado propuesto donde este citrato será transportado hacia 

el citosol y allí transformado en α-cetoglutarato produciendo NADPH  (Figura 17).  
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Existe otra alternativa a esta propuesta de que las cepas resistentes a la artemisinina toleran el estrés 

oxidativo mediante el reciclade del glutatión oxidado (GSSG) por la glutatión reductasa (GR). Los datos 

de metabolómica muestran un aumento en el glutatión (GSH) y la γ-glutamilcisteína, esta es producida 

por la γ-glutamilcisteína ligasa, luego la glutatión sintasa produce GSH en una reacción mediada por la 

hidrólisis de ATP incorporando glicina a la γ-glutamilcisteína. De esta forna, las cepas resistentes toleran 

el estrés oxidativo haciendo uso de la síntesis de novo de GSH y no el reciclaje de GSSG y al respecto 

hay varios hechos que sostienen esta propuesta: i) En los datos suministrados por Mok et al. (2015) la 

glutatión reductasa (PF3D7_1419800) se encuentra correlacionada negativamente con la resistencia 

(subexpresada, Figura 18), ii) el aumento en las concetraciones de GSH y γ-Glutamilcisteína en los datos 

de metabolómica (Siddiqui et al., 2017) sugieren directamente un aumento en la producción de novo  de 

GSH, iii)  Patzewitz et al. (2011) encuentran que la biosíntesis de GSH es indispensable para el desarrollo 

asexual de P. falciparum, iv) al aumentar la cantidad de γ-glutamilcisteína ligasa en cepas mutantes y 

someterlas junto con cepas salvajes a un inhibidor de esta enzima, obtienen una concentración de GSH 

igual en ambas cepas. Adicionalmente, cuando la biosintesis de GSH se encuentra aumentada se produce 

una reducción en la cantidad de glutatión reductasa y un aumento en el eflujo de GSSG hacia el eritrocito. 

v) En cepas Dd2 resistentes a la cloroquina, encontradas comunmente en el sudeste asiático, estas 

responden al estrés oxidativo mediante la producción de novo de GSH y no por la reducción por la GR 

(Meierjohann et al. (2002). Esta alternativa concuerda tambien con el modelo que hemos discutido hasta 

el momento pues el citrato citosólico se terminaría transformando en GSH . 

Aunque sea menos relevante el reciclaje de GSSG en estas cepas, aún podrían necesitar de mayores 

niveles de NADPH para el reciclaje de otras moléculas para tolerar el estrés oxidativo como la 

tiorredoxina, así que una reducción del reciclaje de GSSG no implica que no haya mayor demanda de 

NADPH en cepas resistentes. Y como ya se mencionó, la transformación de isocitrato en α-ctoglutarato 

podría ser la fuente principal de este NADPH. Por último, las cepas resistentes a la droga obtenidas in 

vitro luego de años de exposicion a altas concentraciones artemisinina, mostraron una sobrexpresión de 

la GR, lo que sugiere que en parásito pueden surgir mecanismos para tolerar el estrés oxidativo que 

involucren un aumento o una disminución de la GR (Cui et al., 2012). 

El porqué de los cambios metabólicos que podrían estar ocurriendo en estas cepas resistentes 

expuestos en el modelo (Figura 17) posiblemente sea una consecuencia de aumentar la tolerancia del 

parásito contra al estrés oxidativo producido por la artemisinina, un efecto bien documentado de la droga 

sobre el parásito (Rocamora et al., 2018). 
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Otro indicio que vale la pena agregar y podría indicar un aumento en el flujo glucolítico planteado 

inicialmente en esta sección es la sobreexpresión de 2 glioxalasas en las cepas resistentes: glioxalasa 

citosólica II (cGLO2, PF3D7_1205700) y glioxilasa dirigida II (del inglés targeted glyoxalase II, tGLO2 

PF3D7_0406400) (Figura 18). Estas enzimas estan involucradas en la eliminación de especies reactivas 

producidas como producto secundario de la glucólisis como metilglioxal y otros 2-oxo-aldehidos para 

prevenir la formación de productos finales de glicosilación avanzada  que pueden ser dañinos para el 

parásito (Wezena et al., 2017). Cabe resaltar que cGLO2 es dispensable para el parásito durante el ciclo 

intraeritrocítico y tGLO2 no se ha podido evaluar (Wezena et al., 2017). 

7.2.2  Cadena de transporte de electrones y síntesis de pirimidinas  

Además de una subexpresión de varias enzimas implicadas en el ciclo de Krebs, distintas 

subunidades de los complejos proteicos que participan en la cadena de transporte de electrones (I, II, III, 

IV) y también de la ATP sintasa mitocondrial se encuentran subexpresados (Figura 20). En el caso de 

P. falciparum el complejo I de la cadena se encuentra sustituido por una sola proteína, una NADH 

deshidrogenasa del tipo II (PF3D7_0915000) que no tiene la capacidad de bombear protones, pero si 

transferir los electrones del NADH a la Ubiquinona y recientemente se probó que es dispensable durante 

el ciclo intraeritrocítico de P. falciparum (Ke et al., 2019), encontrándose este correlacionado 

negativamente con las cepas resistentes. Por su parte, el complejo succinato deshidrogenasas (SDH, 

también llamado complejo II) actúa en el ciclo de Krebs oxidando el succinato para formar fumarato y a 

la vez que reduce la ubiquinona a ubiquinol. Como ya se mencionó en cepas resistentes la subunidad 4 

del complejo (SDH4, PF3D7_1010300) está correlacionada negativamente. El complejo III se encarga 

de oxidar ubiquinol formando ubiquinona y también reduce el citocromo C, por ello se denomina 

ubiquinol-citocromo-C reductasa. El gen PF3D7_0211300 identificado en PlasmoDB como ubiquinol-

cytochrome-reductase assembly factor 1, putative está correlacionado negativamente en cepas 

resistentes, es probable que esta proteína cumpla un papel como chaperona para la formación del 

complejo III de la cadena de electrones, por otro lado la subunidad 7 del complejo (PF3D7_1012300) 

también se encuentra subexpresada. El complejo IV, Citocromo C oxidasa también tiene varios genes 

correlacionados negativamente con la resistencia, las subunidades ApiCOX14(PF3D7_1339400), 

ApiCOX19(PF3D7_1402200), ApiCOX25(PF3D7_1465000) y ApiCOX26(PF3D7_1439600), también 

el factor de ensamblaje 5 (PF3D7_0825600). De estos ApiCOX25 es indispensable para la fosforilación 

oxidativa en T. gondii (Seidi et al., 2018), no obstante, los genes ApiCOX no han sido estudiados en P. 

falciparum. El análisis de proteínas sobrexpresadas y subexpresadas con función desconocida (secciones 

6.1.1 y 6.1.2) mostró otras proteínas de la cadena de transporte subexpresadas; Sdhs5 del complejo SDH 
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(PF3D7_0728400) y la subunidad II del complejo citocromo oxidasa (PF3D7_1147400) hecho que 

concuerda con lo ya descrito, hay que resaltar que de este complejo se encontró la subunidad Vib 

correlacionada positivamente con la resistencia. 

 

Figura 20 Cambios cadena transportadora de electrones y síntesis de pirimidinas para cepas resistentes , se muestran los 

nombres abreviados de las enzimas correlacionadas positivamente con la resistencia a la artemisinina en P. falciparum según 

los datos de (Mok et al., 2015) 

Normalmente la diferencia de potencial generada por el bombeo de protones en los 3 complejos de 

la cadena de transporte de electrones (recuérdese que el complejo I en P. falciparum no tiene esta 

capacidad) es usada para sintetizar ATP mediante el complejo ATP sintetasa, los datos mostrados 

sugieren una reducción notable en la diferencia de potencial en la membrana de la matriz mitocondrial, 

agregado a esto, 3 proteínas que forman parte de la ATPsintasa se encuentran correlacionadas 
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negativamente con las cepas resistentes; la subunidad α (PF3D7_0217100), subunidad C 

(PF3D7_0705900) y el factor de ensamblaje 1 del complejo F1 (PF3D7_1209800). 

Se puede concluir entonces que en cepas resistentes hay una reducción en la producción de ATP 

mediante la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (fosforilación oxidativa), pese a que 

durante el ciclo intraeritrocítico la producción de ATP por esta vía ya es limitada. Se debe resaltar que, 

pese a los cambios antes mencionados, la cadena de transporte de electrones debe seguir operando en 

cepas resistentes debido a dos hechos importantes: i) Debe haber oxidación de ubiquinol a fin de producir 

ubiquinona para la síntesis de pirimidinas mediante la DHODH (Painter et al., 2007) y ii) Se ha probado 

que los parásitos requieren diferencia de potencial de membrana mitocondrial para surgir de la latencia 

(Peatey et al., 2015), el segundo hecho puede ser debido al primero. 

La síntesis de pirimidinas de novo es un proceso metabólico de 6 pasos (Figura 6, Figura 20 

sección 1.2.2), en el paso 2 se produce carbamoil aspartato a partir de aspartato y carbamoilfosfato, 

llevado a cabo por la enzima Aspartato transcarbamoilasa (ATC, PF3D7_1344800), el paso 3 emplea el 

carbamoilaspartato para formar dihidroorotato a través de la Dihidroorotasa (DHO, PF3D7_1472900), 

ambas enzimas se encuentran correlacionadas positivamente en los datos de transcriptómica (Figura 20) 

(Mok et al., 2015) y también la proteína enhancer of rudimentary (PF3D7_1037700) una proteína bien 

conservada en eucariotas que estimula la producción de pirimidinas y cumple otras funciones en la célula. 

Por último, en la identificación de las proteínas con función desconocida (sección 6.1.1) fue encontrado 

un posible transportador de folato-biopterina (PF3D7_1022200), hecho que podría indicar que estas 

cepas requieren de una mayor cantidad de folato para tolerar el estrés oxidativo, tomando en cuenta que 

el folato se encuentra implicado en la síntesis de pirimidinas (Hyde, 2005), la sobreexpresión de este 

transportador putativo podría estar asociada con el aumento en la producción de pirimidinas. 

Todo esto sugiere que hay un aumento en la síntesis de pirimidinas de novo en cepas resistentes y 

hace necesario que algunas enzimas implicadas en la cadena de transporte de electrones operen solo para 

el reciclaje de la ubiquinona, que es usada en la síntesis de pirimidinas por la DHODH, la única función 

esencial de la cadena durante el ciclo intraeritrocítico (Painter et al., 2007), no obstante surge una 

contradicción debido a que los cambios en la expresión de diferentes proteínas de los complejos de la 

cadena podrían afectar la disponibilidad de ubiquinona necesaria para que la DHODH actúe. Los 

complejos I y II se encuentran subexpresados lo que podría indicar que hay una mayor disponibilidad de 

ubiquinona para la DHODH, pero de forma similar, la subexpresión del complejo III sugiere que hay una 

menor oxidación de ubiquinol, la reacción que produce ubiquinona. Hay que agregar que la malato 
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quinona oxidorreductasa (MQO) no tiene cambios en la expresión en estas cepas y cumple una función 

importante para el flujo de metabolitos en el ciclo de Krebs propuesto, al transformar malato en 

oxalacetato (Figura 10 y Figura 17), contribuyendo también a la reducción en la ubiquinona disponible. 

Sería difícil esclarecer del todo el ciclo de la ubiquinona en estas cepas con los datos presentes, siendo 

un aspecto del modelo que requiere de más estudios. La evidencia reciente en cepas resistentes muestra 

que existe una acumulación de malato (Mok et al., 2021), hecho que sugiere que el malato se acumula 

en la mitocondria posiblemente debido a que la MQO no puede transformar todo el malato a la velocidad 

que es producido o importado del citosol, esto podría ser un problema en el modelo, sin embargo, el 

transportador de malato/α-glutarato también es muy eficiente transportando oxalacetato (Nozawa et al., 

2011), de estar forma si el malato se acumula porque la MQO no lo puede procesar rápidamente, el 

oxalacetato puede entrar directamente a la mitocondria.  

El aumento en la síntesis de pirimidinas pudiera ser debido a que las cepas resistentes requieren de 

una mayor reparación del ADN, recuérdese que la droga produce un aumento en el estrés oxidativo 

(Rocamora et al., 2018), lo que también afecta al ADN. Normalmente el parásito requiere de las 

pirimidinas para la duplicación del material genético en diferentes estadios del ciclo intraeritrocítico, no 

obstante, las cepas resistentes presentan un letargo en el ciclo celular lo que también siguiere una 

duplicación menor del material genético, estos planteamientos apuntan a que las pirimidinas extras que 

está produciendo el parásito en cepas resistentes no contribuyen a la duplicación del ADN sino a la 

reparación de este. Es necesario realizar más estudios para esclarecer el rol de este aumento de las 

pirimidinas en cepas resistentes. 

7.2.3 El Ca+2 y otras rutas de señalizacion 

P. falciparum regula los niveles de calcio (Ca+2) citosólico en un rango menor al micromolar 

(Alleva y Kirk, 2001) y pueden aumentar en base a la concentración de Ca+2 en el medio externo llegando 

a 0,76 en un medio externo con 1mM de Ca+2 (Alleva y Kirk, 2001), cabe resaltar que los eritrocitos no 

infectados mantienen niveles de Ca+2 de 30-60 nM (Bogdanova et al., 2013), ante esto, el parásito induce 

cambios en el entorno dentro de la vacuola parasítica para que la concentración de Ca+2 aumente a  

~40μM y el parásito pueda desarrollarse(Gazarini et al., 2003). Se produce también un aumento en el 

flujo de Ca+2 desde el plasma hacia el glóbulo rojo de hasta 18 veces por medio de la incorporación de 

canales de calcio en la membrana del eritrocito (Budu y Garcia, 2012). Las reservas del Ca+2 del parásito 

probablemente se encuentran en el retículo endoplasmático (RE) y en estructuras similares a los 

acidocalcisomas de otros protozoarios (Alleva y Kirk, 2001). 
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La homeóstasis del Ca+2 durante el ciclo intraeritrocítico se ve regulada por muchos otros 

mensajeros (Budu y Garcia, 2012), uno de ellos es el fosfatidil inositol 3 fosfato (PI3P). En este sentido, 

se ha observado que el PI3P induce la liberación de Ca+2 desde las reservas del retículo endoplasmático, 

efecto que se ve en trofozoíto, pero no en esquizonte y es posible que los estímulos que permiten la 

liberación de calcio dependan del estado de desarrollo del parásito (Alves et al., 2011). Hay que resaltar 

que los niveles de Ca+2 varían en los estadios sanguíneos del parásito siendo de 372,5 nM en anillo, 30 

nM en trofozoíto, 310 nM en esquizonte y 949,6 nM en merozoíto (Pandey et al., 2016), es importante 

tomar en cuenta estos cambios para estudiar como el aumento o disminución del calcio afecta al ciclo 

celular. 

Resalta el hecho de que en los datos de transcriptómica PfATP6 (PF3D7_0106300) se encuentra 

correlacionada negativamente en cepas resistentes a la artemisinina. Esta proteína posiblemente se 

encarga de transportar el calcio hacia el RE lo que podría indicar un aumento en los niveles de Ca+2 

citosólico, sin embargo, hay que tomar en cuenta que el parásito tiene otras reservas de este ion, como la 

vacuola digestiva o acidocalcisomas, también puede ser que la homeostasis de Ca+2 sea mediada por otras 

proteínas. La tapsigargina es un inhibidor de ATPasas del tipo SERCA y ha sido comúnmente usada para 

inhabilitar la retención de Ca+2 dentro del RE en P. falciparum,  mostrando que el RE no es el único lugar 

donde se retiene Ca+2, otro compartimiento acídico, posiblemente la vacuola digestiva (Pereira et al., 

2020) o acidocalcisomas probablemente estaría contribuyendo a la retención de Ca+2.  

Por otro lado, en cepas obtenidas in vitro de T. gondii (otro parásito del phylum Apicomplexa) que 

presentaban una resistencia baja a la artemisinina, se encontró una desregulación de los niveles de Ca+2 

citosólico, de hecho estas cepas tenían entre 2 y 2,5 veces mayor concentración de calcio citosólico 

respecto a cepas sensibles a la droga, los parásitos también eran poco eficientes reduciendo los niveles 

de Ca+2 si se aplicaba tapsigargina, además no secretaban las proteínas MIC (secreción dependiente de 

Ca+2) cuando se aplicaba artemisinina en ellas (Nagamune et al., 2007). Esta clase de desregulaciones en 

los niveles de Ca+2 pueden estar ocurriendo en cepas de P. falciparum resistentes a la artemisinina, sin 

embargo, aún no se ha reportado una reducción o aumento en los niveles de Ca+2 en cepas resistentes 

respecto a cepas salvajes. 

Mbengue et al. (2015) proponen un mecanismo que permite a cepas de P. falciparum resistir a la 

artemisinina a causa de un aumento en la concentración de Fosfatidil Inositol 3 fosfato (PI3P), debido a 

que la proteína PfKelch 13 mutada (C580Y) no es tan eficiente ubiquitinando la enzima fosfatidil inositol 

3 quinasa (PI3K, que produce PI3P) por ello se degrada menos y los niveles de PI3P son mayores. En 
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efecto estos investigadores encontraron que en cepas resistentes del sudeste asiático con diversas 

mutaciones en PfKelch13 (C580Y, Q431K, R538T) los niveles de PI3K eran entre 1,5 y 2 veces mayores 

respecto a cepas sensibles, de forma similar, cuando se modificaron genéticamente cepas sensibles 

insertando en el cromosoma la proteína PfKelch13 con la mutación C580Y se consiguió entre 2 a 3 veces 

más PI3K respecto a aquellos parásitos que no tenían la mutación. También encontraron que la proteína 

Pfkelch13 se asociaba con PI3K de manera más eficiente si no estaba mutada. En este trabajo no se 

midieron los niveles de Ca+2 citosólico, lo que habría sido importante para determinar si el PI3P afectaba 

sus niveles en estas cepas. Por último estos investigadores no encontraron cambios en los niveles de la 

proteína pfKelch13, cambios si encontrados en otros trabajos de la resistencia, una reducción en la 

cantidad de PfKelch13 (Siddiqui et al., 2017; Yang et al., 2019) . 

Por otra parte, la concentración de fosfoinositoles durante el ciclo intraeritrocítico para P. 

falciparum aumenta hasta 13 veces respecto a glóbulos rojos no infectados, lo que muestra la importancia 

de estos lípidos para el parásito (Tawk et al., 2010). Adicionalmente, la concentración de PI3P es bien 

diferenciable en los distintos estadios del ciclo intraeritrocítico; 11.64 en anillo, 146.39 en trofozoíto y 

184.72 en esquizonte (medido en conteos de radiactividad por minuto empleando lípidos marcados). Con 

todo lo dicho es probable que algunas cepas resistentes a la artemisinina presenten niveles mayores de 

PI3P en el estadio anillo respecto a cepas sensibles, básicamente lo propuesto por Mbengue et al. (2015), 

sin embargo tomando en cuenta los niveles de PI3P durante el ciclo intraeritrocítico es posible que un 

aumento de este lípido dentro del estadio anillo pueda activar respuestas al estrés oxidativo que emplea 

el parásito durante el estadio de trofozoíto lo que incrementaría la tolerancia a la artemisinina, respuestas 

tentativamente activadas por niveles más elevados de Ca+2 en vista al hecho de que el PI3P aumenta los 

niveles de este ion y a que en cepas de T. gondii resistentes a la droga existe una desregulación en los 

niveles de calcio, sin embargo hace falta mayor evidencia experimental para probar esta teoría, sobre 

todo tomando en cuenta que los niveles de Ca+2 son muy variables durante los distintos estadios del 

parásito en el ciclo intraeritrocítico (Pandey et al., 2016) y que los estímulos que regulan la concentración 

de Ca+2 (como el PI3P), pueden tener un efecto distinto dependiendo del estadio en que se encuentre el 

parásito (Alves et al., 2011). 

Cuando (Mbengue et al., 2015) plantearon este mecanismo no se había esclarecido la función de 

la proteína PfKelch13, hoy en día la evidencia muestra que actúa junto con muchas otras proteínas en la 

formación de vesículas que permiten la toma de hemoglobina por el parásito (Yang et al., 2019), PI3K 

también se encuentra implicada en este proceso y es exportada hacia el eritrocito (Vaid et al., 2010). Esto 

puede complicar más el panorama porque las proteínas cumplen funciones diferentes, por un lado PI3K 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

83 
 

permite la producción del PI3P y por otro funciona en la formación de vesículas que transportan Hb del 

eritrocito hacia el parásito, de manera similar PfKelch13 permite la formación de vesículas con Hb y 

también ubiquitina a PI3K para su degradación, establecer como estas funciones tienen un efecto en la 

resistencia a la artemisinina permitiría esclarecer como realmente funciona el mecanismo propuesto por 

Mbengue et al. (2015), también si en efecto el PI3P aumenta los niveles de Ca+2 y esto le permite a las 

cepas resistentes tolerar mejor el estrés oxidativo. 

El parásito tiene además otros segundos mensajeros que actúan en cascadas de señalización que 

también pueden verse afectadas por el calcio de manera directa o indirecta. El adenosin mono fosfato 

cíclico (AMPc) es uno de ellos, este se encuentra implicado en diferentes procesos celulares y se ha 

reportado su importancia para microbios patógenos (McDonough y Rodriguez, 2011). El AMPc puede 

ser generado mediante adenil ciclasas (AC) que emplean ATP y producen difosfato, el cual puede ser 

degradado mediante fosfodiasterasas que producen AMP (McDonough y Rodriguez, 2011). P. 

falciparum posee dos AC; adenil ciclasa α (PfACα, PF3D7_1404600) y adenil ciclasa β (PfACβ, 

PF3D7_0802600). En el ciclo intraeritrocítico el parásito depende principalmente de PfACβ que es 

indispensable para su supervivencia y tiene un aumento en su expresión en el trofozoíto y los niveles más 

altos del ARNm se ven en el esquizonte (Eric Salazar et al., 2012), PfACα se expresa en otros estadios 

del parásito, y al parecer no es indispensable durante el ciclo intraeritrocítico (Eric Salazar et al., 2012).  

Se ha demostrado que el AMPc tienen un efecto sobre los niveles citosólicos de Ca+2 y 

posiblemente regula la velocidad del ciclo celular, esta interacción se encuentra intervenida por quinasas 

dependientes de cAMP (PKA) (Beraldo et al., 2005). Una mayor cantidad de parásitos en el estadio 

esquizonte durante el ciclo intraeritrocítico son producidos cuando los niveles de AMPc son mayores, 

sin embargo, si los niveles de AMPc se reducen o se inhiben las PKA la proporción de parásitos en 

estadio trofozoíto o anillo tardío se incrementa (Beraldo et al., 2005). Se debe destacar que el retraso en 

la progresión de la primera mitad del ciclo intraeritrocítico ha sido mencionada en la resistencia a la 

artemisinina en P. falciparum (Mok et al., 2011; Mok et al., 2015). El aumento del Ca+2 citosólico ocurre 

por la liberación desde las reservas del parásito como el retículo endoplasmático o los acidocalcisomas 

y también por un aumento en la toma de calcio desde la vacuola parasítica (Beraldo et al., 2005). 

En los datos de transcriptómica la enzima PfACβ se encuentra correlacionada negativamente con 

la resistencia, lo que sugiere una disminución en el AMPc, un retraso en el ciclo celular en función a lo 

propuesto anteriormente y una posible reducción en los niveles del Ca+2 citosólico en cepas resistentes. 

Hay una reducción del AMPc y posiblemente del Ca+2, sin embargo, ya se había mencionado que las 
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cepas resistentes tienen un nivel mayor de PI3P y con ello mayores niveles de Ca+2 citosólico. 

Posiblemente los mecanismos de liberación de calcio inducidos por AMPc y por PI3P sean distintos, si 

tomamos en cuenta que el estadio de trofozoíto presenta los niveles de Ca+2 más bajos del ciclo 

intraeritrocítico (Pandey et al., 2016), es probable que un aumento en la concentración de Ca+2 citosólico 

durante el estadio anillo o una disminución del ion luego de la formación del trofozoíto puedan ser ambos 

procesos que ralenticen el ciclo celular. Serían necesarios más ensayos experimentales para dilucidar si 

el Ca+2 aumenta en cepas resistentes, en qué momentos del ciclo celular, qué segundo mensajero induce 

esta respuesta o desde que compartimiento procede el Ca+2 (ER, acidocalcisomas o el espacio 

extracelular), también es posible que la resistencia pueda surgir de diferentes maneras y que no todas 

impliquen el aumento en los niveles de Ca+2 en las primeras fases del ciclo intraeritrocítico. 

Las quinasas dependientes del AMPc (PKA) ya mencionadas, no son las únicas que juegan un 

papel importante en la regulación del ciclo de vida de P. falciparum de hecho el parásito tiene un pequeño 

quinoma, de menos de 100 quinasas y muchas enzimas esenciales han sido descritas (Lucet et al., 2012), 

en general los segundos mensajeros actúan mediante diferentes quinasas, como las PKA o las quinasas 

dependientes de calcio (CDPK), solo presentes en apicomplejos y plantas. Solyakov et al. (2011) 

identificaron 1177 sitios de fosforilación en 650 proteínas del parásito y de todas las quinasas presentes 

36 parecen ser esenciales durante el ciclo intraeritrocítico. En los datos de transcriptómica hay 5 de estas 

quinasas indispensables y 4 dispensables. Las 5 esenciales para el ciclo intraeritrocítico son: la quinasa 

similar a tirosin quinasa 1 (PfTKL1, PF3D7_0211700), la quinasa dependiente de ciclina 1 (PfCLK1, 

PF3D7_1445400) y 4 (PfCLK4, PF3D7_0302100), la quinasa dependiente de calcio 5 (PfCDPK5, 

PF3D7_1337800) y la quinasa 9 (PfPK9, PF3D7_1315100). Por otro lado las 4 quinasas dispensables 

son: la quinasa 2 involucrada implicada en la fosforilación de elF2α (PfEIK2, PF3D7_1444500), la 

quinasa 4 relacionada con NIMA (PfNEK4, PF3D7_0719200), la quinasa dependiente de calcio 4 

(PfCDPK4, PF3D7_0717500) y la quinasa dependiente de calcio/calmodulina (PF3D7_0715300). 

PfTKL1 es una de las 4 proteínas identificadas en P. falciparum similares a las Tirosin quinasas 

(Tyrosine Kinase- like), las tirosin quinasas se encuentran en otros grupos de eucariotas como mamíferos, 

pero no han sido identificadas en P. falciparum, y varias de las PfTKL no se parecen a ninguna quinasa 

vista en animales. De las cuatro PfTKL solo ha sido estudiada PfTKL3 (PF3D7_1349300) siendo la más 

parecida en cuanto a presencia y ubicación de los motivos SAM y MORN con PfTKL1 que se encuentra 

sobrexpresada en los datos de Mok et al. (2015). Lamentablemente es difícil esclarecer la función de 

PfTKL1 y qué papel puede estar cumpliendo en la resistencia, no obstante, el hecho de que sea 

indispensable para el desarrollo en el ciclo intraeritrocítico la hace un blanco de investigación atractivo. 
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PfCLK1 fue denominada inicialmente como PfLAMMER en vista a la semejanza con la familia de 

las quinasas LAMMER, y a la vez pertenece a la familia de las quinasas dependientes de ciclina (J.-L. 

Li, Targett, et al., 2001). PfLAMMER ha sido asociada con la diferenciación sexual del parásito en base 

a la expresión en estos estadios (J.-L. Li, Targett, et al., 2001). Posteriormente Agarwal et al. (2011) se 

refieren a PfLAMMER como PfCLK1 (quinasa dependiente de ciclina 1) y encuentran que es importante 

no solo en el ciclo sexual sanguíneo sino también en el asexual. Estos investigadores determinan que 

PfCLK1 se localiza principalmente en el núcleo y que puede fosforilar a Sky1p (su homólogo en 

levaduras) y dos factores de splicing, además se asociaba con proteínas que posiblemente posean 

funciones de nucleasas, fosfatasas y helicasas, lo que indica que PfCLK1 actúa en la regulación génica 

posiblemente a través de la modificación postraduccional del ARNm. En los datos de transcriptómica 

esta proteína se encuentra correlacionada negativamente con la resistencia y su posible papel en la 

regulación génica concuerda con los cambios en la expresión de enzimas implicadas en la maduración 

de ARN vista en estas cepas, PfCLK1 requiere más investigación para saber específicamente que 

procesos metabólicos se encuentran reducidos cuando la expresión es menor. 

PfCLK4 también es conocida como PfSRPK1 (quinasa 1 relacionada con el splicing) y actúa en la 

regulación génica, interactuando con el factor de splicing PfSR1, probablemente promueve el splicing 

dentro del núcleo al inicio del ciclo intraeritrocítico asexual, y reprime la traducción en el citoplasma 

posteriormente en el ciclo, además puede tener un papel regulatorio durante el ciclo sexual (gametocito) 

(Dixit et al., 2010), asimismo LaCount et al. (2005) sugieren que PfCLK4 puede interactuar con otra 

quinasa, PfMAPK1 (PF3D7_1431500). PfCLK4 al igual que PfCLK1 cumplen papeles en la regulación 

génica en cepas resistentes, cabe resaltar que PfCLK4 se encuentra sobreexpresada en cepas resistentes 

mientras que PfCLK1 subexpresada. 

PfCDPK5 (quinasa 5 dependiente de calcio) pertenece a una clase de proteínas solo vistas en 

plantas y Apicomplejos, las quinasas dependientes de calcio, de ellas PfCDPK5 es probablemente la más 

estudiada. Por su parte Dvorin et al. (2010) demostraron que PfCDPK5 es necesaria para el surgimiento 

de los merozoítos desde los eritrocitos infectados y que en parásitos deficientes de PfCDPK5 se veía un 

arresto en el esquizonte tardío, es decir, no surgían los merozoítos del glóbulo rojo infectado. 

Posteriormente Absalon et al. (2018) encuentran que PfCDPK5 se colocaliza con los micronemas del 

parásito, organelos especializados en la segregación de proteínas necesarias para el egreso de los 

merozoítos en el esquizonte tardío, y la prueban cooperación entre PfCDPK5 con la quinasa (PKG) 

dependiente de Guanosina monofosfato cíclico (GMPc), la cooperación entre ambas quinasas también 

había sido reportada por Dvorin et al. (2010), no obstante Absalon et al. también encuentran que la 
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sobrexpresión de PfPKG permite remediar la deficiencia de PfCDPK5 en cepas mutantes, lo que sugiere 

una redundancia funcional. Un trabajo reciente de Blomqvist et al. (2020) evalúa el fosfoproteoma (la 

fosforilación de todas las proteínas del parásito) en el esquizonte tardío de P. falciparum y encuentran 

que la deficiencia de PfCDPK5 produce una reducción en la fosforilación de 58 sitios en 50 proteínas 

diferentes. Estos investigadores hallan que una de las proteínas que posiblemente se ve fosforilada por 

PfCDPK5 es PfNPT1 (transportador novedoso 1, PF3D7_0104800) un posible transportador específico 

de los Apicomplejos. En los datos de transcriptómica PfCDPK5 y PfNPT1 se encuentran correlacionados 

negativamente con las cepas resistentes, esto podría sugerir que existe un arresto del estadio esquizonte 

tardío, el efecto que pudiera tener esto sobre la resistencia a la artemisinina es difícil de dilucidar, por 

una parte la droga mata al parásito principalmente en el estadio trofozoíto así que, a priori, alargar el 

estadio de esquizonte tardío quizás no mejora la supervivencia del parásito, sin embargo retener los 

merozoítos dentro del esquizonte hasta que disminuya la concentración de la droga en sangre pudiese 

evitar los efectos de la droga en los nuevos anillos que se forman una vez los merozoítos infectan otros 

glóbulos rojos, una posible explicación para la reducción de PfCDPK5. Hay que agregar que PfCDPK5 

puede tener otras funciones en otros estadios del parásito que si puedan asociarse claramente con la 

resistencia a la artemisinina, quizás también ralenticen el ciclo celular en estos otros estadios. Hay que 

destacar que el arresto de los merozoítos en el esquizonte sería un proceso diferente al estado de latencia 

que han reportado otros investigadores, ya que dicho estado ocurre al inicio del ciclo intraeritrocítico, en 

el anillo, la deficiencia de PfCDPK5 produciría un retraso en el ciclo celular a nivel de esquizonte, que 

como hemos discutido, puede ser beneficioso para evitar los efectos de la droga. 

PfCDPK1 (PF3D7_0217500) es una quinasa esencial que no se encuentra entre las que presentan 

cambios de expresión, sin embargo, la proteína RKIP (PF3D7_1219700) se halla correlacionada 

positivamente y se ha probado que puede regular la fosforilación de PfCDPK1 ya sea actuando como 

sustrato o promoviendo la autofosforilación en la quinasa (Kugelstadt et al., 2007). PfCDPK1 se ha 

asociado con procesos como la invasión del eritrocito en P. falciparum y también interactúa con las 

quinasas dependientes de AMPc (PKA) lo que muestra una relación entre la señalización dependiente de 

Ca+2 y de AMPc.  

PfPK9 es bastante particular pues no se puede agrupar en ninguna clase de las quinasas vistas en 

eucariotas, se ubica en la base de las quinasas dependientes de calcio (CDPK) antes descritas, pero no 

forma parte de este grupo (Philip y Haystead, 2007). Esta proteína se comienza a expresar durante el 

ciclo intraeritrocítico en el anillo tardío y su máximo se observa en el esquizonte, su ubicación también 

cambia dependiendo del estadio; en la membrana de la vesícula parasítica durante el anillo y en la 
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membrana plasmática del parásito durante el esquizonte, lo que sugiere una regulación espacial de la 

proteína y hasta ahora solo se ha probado que interactua con PfUBC13 que actua en la ubiquitinación de 

proteínas, asociada con procesos como la reparación de DNA, progresión mitótica, entre otros (Philip y 

Haystead, 2007). En los datos de transcriptómica PfPK9 tiene una correlación negativa con cepas 

resistentes y podría significar que en estas cepas hay una reducción en la ubiquitinación de proteínas en 

base a lo ya mencionado. 

Las quinasas no escenciales con la expresión alterada en cepas resistentes posiblemente cumplan 

un rol en la tolerancia al efecto de la droga en el parásito. PfEIK2 es una de las 3 quinasas involucradas 

en la fosforilación del factor de transcripción elF2α, otra de ellas ya ha sido mencionada (Sección 1.4.2) 

PK4, relacionada directamente con la dormancia vista en cepas resistentes (Zhang et al., 2017). PfEIK2 

es necesaria para la fosforilación de elF2α en ausencia de aminoácidos, y es posible que no sea esencial 

debido a que P. falciparum compensa su función empleando otras proteínas ya que en cepas mutadas sin 

PfEIK2 el parásito completa todos los estadios de su ciclo de vida sin diferencias apreciables en su 

crecimiento con respecto a cepas salvajes (Fennell et al., 2009). Se ha probado que la resistencia a la 

artemisinina puede producir deficiencia en la obtención de aminoácidos en P. falciparum 

(Bunditvorapoom et al., 2018), surge la posibilidad de que una reducción en PfEIK2 en parásitos con 

mayor tolerancia a la artemisinina inhiba la respuesta al estrés producido por deficiencias de 

aminoácidos, es necesario estudiar qué efecto tiene la deficiencia de PfEIK2 cuando se aplica la 

artemisinina para poder dilucidar su posible papel en la resistencia contra la droga. 

Las siguientes quinasas; PfNEK4 y PfCDPK4, se pueden asociar con el desarrollo sexual del 

parásito. PfNEK4 (quinasa 2 relacionada con NIMA) pertenece a una familia de quinasas que actúan en 

la meiosis (el acrónimo NIMA proviene de Never in mitosis /Aspergillus), y es altamente expresada en 

gametocitos pese a no ser indispensable para la formación de gametos en P. berghei, no obstante es 

necesaria para la formación del ooquineto (Reininger et al., 2005). PfCDPK4 pertenece a la misma 

familia que PfCDPK5 (ya mencionada), promueve junto con un aumento en el Ca+2 citosólico la 

diferenciación del gametocito en el gameto masculino en P. berghei (Billker et al., 2004) y se ha 

profundizado más en este aspecto pudiendo asociar a PfCDPK4 con 3 procesos esenciales para la 

transformación del microgametocito  haploide en el microgametocito con 8 flagelos, también en P. 

berghei (Fang et al., 2017). En los datos de transcriptómica PfNEK4 y PfCDPK4 se encuentran 

correlacionadas positivamente, lo que podría significar un aumento en la en la diferenciación de gametos, 

sin embargo, ya que los estudios de estas quinasas no han sido realizados durante el ciclo asexual 

intraeritrocítico, sería difícil concluir que función cumplen en la resistencia, es posible que además de su 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

88 
 

importancia para el desarrollo de distintos estadios sexuales también cumplan un papel durante el 

desarrollo asexual. 

La última quinasa dispensable que tiene su expresión reducida en cepas resistentes 

(PF3D7_0715300) no ha sido estudiada hasta la fecha. 

El hecho de que en cepas resistentes varias quinasas importantes implicadas en la regulación del 

ciclo de vida de P. falciparum se encuentren sobrexpresadas o subexpresadas muestra que la tolerancia 

a la artemisinina produce una compleja red de fosforilaciones en distintas proteínas a fin de producir 

cambios en la fisiología del parásito en presencia de la droga. De todas ellas, resaltamos que la deficiencia 

de PfCDPK5 puede indicar un retardo final del ciclo de vida dentro del intraeritrocítico. 

7.2.4 Metabolismo de lípidos en la resistencia 

Los lípidos son macromoléculas indispensables para todos los organismos conocidos y participan 

en la formación de membranas, señalización celular y otros procesos imprescindibles. P. falciparum 

obtiene la mayoría de los lípidos que necesita modificando ácidos grasos que obtiene del suero sanguíneo 

durante el ciclo intraeritrocítico y aunque el parásito tiene la maquinaria enzimática para producir ácidos 

grasos de novo en el apicoplasto, este proceso es dispensable dentro del eritrocito (Vaughan et al., 2009).  

En el modelo propuesto (Figura 21) se plantean varios cambios importantes en el metabolismo de 

los lípidos, que involucran una reducción en la producción de membrana y un posible aumento en 

cardiolipina, comúnmente encontrada en la membrana interna mitocondrial, lo que sugiere un aumento 

en el transporte que ocurre a través de esta membrana. 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

89 
 

 

Figura 21 Cambios en el metabolismo de lípidos propuesto para cepas resistentes de P. falciparum a la artemisinina. Se 

muestran los nombres abreviados de las enzimas correlacionadas positiva y negativamente con la resistencia la artemisinina 

según los datos de Mok et al. (2015) 

Las cadenas de ácidos grasos deben ser activadas con la Coenzima A (CoA) para poder ser usadas 

por el parásito, labor llevada a cabo por varias acil-CoA sintasas (ACS) que codifican en el genoma de 

P. falciparum (Matesanz et al., 2003; Bethke et al., 2006), de todas ellas al menos dos se encuentran 

correlacionadas negativamente en cepas resistentes; PfACS2 (PF3D7_0301000) y PfACS5 

(Pf3D7_0731600), no obstante el parásito tiene varias otras enzimas de este tipo sin cambios en la 

expresión en cepas resistentes. 
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El ácido oleico es producido en el RE a base de ácido esteárico por la estearoil-CoA desaturasa 

(SCD, PF3D7_0511200), y es empleado por P. falciparum para la fabricación de lípidos indispensables 

para su desarrollo en el ciclo intraeritrocítico incluyendo fosfolípidos y lípidos neutrales, más aún, la 

inhibición de la SCD mediante drogas es perjudicial para el desarrollo del parásito (Gratraud et al., 2009). 

La SCD se encuentra correlacionada negativamente en los datos de transcriptómica (Figura 21), lo que 

sugiere que en cepas resistentes hay una inhibición en la producción del ácido oleico (18:1), pudiendo 

indicar una reducción en la formación de membrana en cepas resistentes. 

Como ya se mencionó en eritrocitos infectados la mayor proporción de lípidos se encuentra de 

forma de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE), el ácido oleico se encuentra principalmente 

en la fosfatidilcolina (16:0-18:1) y fosfatidilserina (16:0-18:1) que en glóbulos rojos infectados 

representan el 32 y 11% del total de PC y PS (Wein et al., 2018). Tomando en cuenta el alto porcentaje 

de PC que produce el parásito y siendo esta la más abundante, una reducción en el suministro del ácido 

oleico probablemente abarque una reducción en la producción de membrana. La mayor producción de 

ácido oleico se ve durante el esquizonte, donde el parásito requiere la mayor síntesis de membrana para 

formar los merozoítos que surgirán una vez colapse el eritrocito (Gratraud et al., 2009), en cepas 

resistentes se requeriría más tiempo para poder sintetizar los lípidos de los merozoítos en vista a que la 

enzima que produce el ácido oleico esta subexpresada.  

Por otro lado, tres posibles lisofosfolipasas (PF3D7_1401500, PF3D7_1476700 y 

PF3D7_0936700) que podrían estar implicadas en la degradación de lípidos se encuentran 

correlacionadas positivamente con la resistencia a la artemisinina, hecho que podría indicar una 

reducción en la producción de lípidos. De estas ninguna ha sido estudiada a fondo, sin embargo, todas 

tienen similitud con PfPARE (PF3D7_0709700) que al estar mutada puede generar resistencia a la 

pepstatina, un inhibidor de las aspartil proteasas (Tewari et al., 2020). Sería necesario caracterizar cada 

una de estas enzimas para medir su efecto en la degradación de lípidos, cabe resaltar que en la resistencia 

PfPARE esta correlacionada negativamente y sus 3 homólogos positivamente. 

Otra enzima no caracterizada posiblemente implicada en a la elongación de ácidos grasos 

(PF3D7_0605900) también se encuentra correlacionada negativamente en las cepas resistentes. 

Por último, la colina/etanolamina fosfotransferasa (CEPT, PF3D7_0628300) se encuentra 

correlacionada negativamente con las cepas resistentes, esta enzima permite la transformación de CDP-

colina y CDP-etanolamina en fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE), respectivamente 

(Figura 21), y es fundamental para las rutas Kennedy de la síntesis de fosfolípidos en Plasmodium 
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(Dechamps et al., 2010). Ya que la CEPT realiza un paso primordial para la producción de los dos 

fosfolípidos más abundantes en el parásito, PC y PE, una reducción en su expresión durante el ciclo 

intraeritrocítico se puede asociar con una reducción general en los lípidos de membrana PC y PE, lo que 

concuerda con lo antes planteado para la SDC, también subexpresada. 

Entre las proteínas correlacionadas positivamente se encuentra la fosfatidilserina descarboxilasa 

(PSD, PF3D7_0927900) que permite la transformación de fosfatidilserina (PS) en fosfatidiletanolamina. 

P. falciparum puede producir fosfatidiletanolamina por dos vías; a partir de CDP-etanolamina (donde 

actúa la enzima CEPT ya mencionada) o mediante la descarboxilación de fosfatidilserina, esta última es 

de vital importancia para el parásito, y es probable que origine formas de PE que no pueden ser 

producidas por la otra vía (Choi et al., 2016) cabe resaltar que la PE es el segundo fosfolípido más 

abundante en P. falciparum durante el ciclo intraeritrocítico (Wein et al., 2018). PSD podría estar 

sobreexpresada para reestablecer un poco los niveles de PE, que ya son bajos en cepas resistentes debido 

a la disminución de CEPT  

Como ya se mencionó, la reducción en el ácido Oleico, PE y PC en cepas resistentes son un buen 

indicio de una reducción en la producción de membrana, no obstante, algunas enzimas implicadas 

directamente en la producción de lípidos se encuentran correlacionadas positivamente con las cepas 

resistentes, lo que sugiere que hay lípidos indispensables para tolerar los efectos de la droga. La primera 

de ellas es la Glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferasa (Gatp, PF3D7_1212500) que realiza el primer paso 

para la producción de fosfolípidos (Figura 21), la acilación del glicerol-3-fosfato, y se encuentra en la 

membrana del RE. Otra enzima sobreexpresada es la fosfatidilglicerofosfato sintasa (PSS, 

PF3D7_0820200) que transforma el CDP-diacilglicerol en fosfatidilglicerofosfato. La Gatp y PSS de P. 

falciparum no han sido estudiadas a fondo, sin embargo, ambas intervienen en la síntesis de cardiolipina 

según la información mostrada en PlasmoDB y MPMP, esta ruta metabólica no se ha esclarecido del 

todo en P. falciparum pero existe evidencia de que hay una aumento en la cardiolipina en los eritrocitos 

infectados por el parásito (Botté et al., 2013). La cardiolipina se encuentra principalmente en la 

membrana mitocondrial (Paradies et al., 2019), así que un aumento en la expresión de la Gatp y PSS 

puede indicar que mantener la membrana mitocondrial es necesario para tolerar los efectos de la droga 

en el parásito. La cardiolipina ayuda a estabilizar muchas proteínas y complejos proteicos de la matriz 

mitocondrial, y también podría verse implicada en la topología misma de la membrana (Schlame y Ren, 

2009). El estudio realizado por Nozawa et al. (2020) podría arrojar algo de luz sobre el papel de la 

cardiolipina en P. falciparum, estos investigadores evaluaron varios transportadores mitocondriales 

(MC) del parásito y encontraron que en 4 de los 5 MC evaluados (PfAAC1, PfAAC2, PfDTC y PfPiC) 
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hay un aumento en el transporte cuando las membranas de los liposomas tienen una mayor cantidad de 

cardiolipina. En la sección 0 se explicó que hay dos transportadores mitocondriales muy importantes 

para el modelo metabólico planteado para cepas resistentes, PfDTC de malato/α-cetoglutarato y 

PF3D7_1223800 de citrato/α-cetoglutarato. PfDTC fue uno de los transportadores evaluados por 

Nozawa et al. (2020) y mostró una aumento en la tasa de transporte cuando se elevaba la concentración 

de cardiolipina, es posible que en las cepas resistentes a pesar de que PfDTC no muestre cambios en la 

expresión (Mok et al., 2015), un aumento en la cantidad de cardiolipina en la membrana mitocondrial 

estimule el flujo de metabolitos a través de PfDTC. El transportador de citrato/α-cetoglutarato no fue 

evaluado por los investigadores mencionados, no obstante, también podría verse estimulado por la 

cardiolipina, y además tiene mayor expresión en las cepas resistentes a la artemisinina (Mok et al., 2015). 

Todo ya mencionado concuerda con el modelo planteado en la sección 0 y es una explicación plausible 

a porqué algunas enzimas implicadas en el metabolismo de lípidos se encuentran correlacionadas 

positivamente con la resistencia a la artemisinina. Hay que agregar que otro transportador mitocondrial 

que aún no se ha estudiado (PF3D7_0905200) también se encuentra correlacionado positivamente con 

la resistencia a la artemisinina. 

7.2.5 Varias formas de generar resistencia a la artemisinina por el parásito 

La resistencia a la artemisinina puede involucrar varios mecanismos, uno de ellos es la adquisición 

y digestión de hemoglobina que cumple un papel fundamental en el desarrollo de P. falciparum y de 

hecho hay al menos 4 rutas que le permiten al parásito la obtención de esta proteína, algunas dependientes 

de actina (Elliott et al., 2008). 

Se ha probado que la actividad de la artemisinina en P. falciparum es dependiente de la digestión 

de hemoglobina por el parásito, en primer lugar por los experimentos realizados por Klonis et al. (2011), 

a parte se ha probado que la droga se activa mediante hierro o grupos hemo (Xie et al., 2016) y también 

que la producción de grupos hemos de novo en el ciclo intraeritrocítico es dispensable (Goldberg y Sigala, 

2017), esta evidencia sugiere que en el ciclo intraeritrocítico la mayoría de la artemisinina que se activa 

se debe a la digestión de hemoglobina por el parásito y el hecho de que los estadios trofozoíto y 

esquizonte sean más susceptibles a la droga también lo corrobora (en estos estadios la digestión de 

hemoglobina es mayor que en el estadio de anillo) (Elliott et al., 2008). 

 Wilairat et al. (2016) proponen que el surgimiento de cepas con mayor tolerancia a la artemisinina, 

medido en un tiempo mayor para eliminar el parásito de la sangre, puede ser un proceso de convergencia 

evolutiva. El parásito se encuentra sometido a un estrés por la droga que puede tolerar de diferentes 
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maneras, lo que concuerda con que las mutaciones en la proteína PfKelch 13 no son el único marcador 

genético de cepas resistentes, de hecho otros genes pueden producir cepas con mayor tolerancia a la 

droga (Mukherjee et al., 2017; Demas et al., 2018; Rocamora et al., 2018). En este contexto hay que 

agregar que existen diferencias genéticas entre cepas de P. falciparum y al someterse al estrés que 

produce la artemisinina pueden responder de maneras muy diferentes, este hecho puede verificarse si se 

comparan cepas resistentes obtenidas en laboratorio partiendo de cepas distintas. Cui et al. (2012) parten 

de cepas Dd2 (obtenidas del sudeste asiático por primera vez) para producir resistencia a la artemisinina 

in vitro, mientras que Rocamora et al. (2018) emplearon la cepa 3D7 proveniente de África. En ambos 

trabajos se obtienen aumentos drásticos en la tolerancia a la artemisinina respecto a las cepas sensibles 

iniciales, y ambos obtienen un aumento en la respuesta al estrés oxidativo. Sin embargo, existen 

diferencias en las resistencias generadas, por ejemplo en la amplificación del número de copias para el 

gen pfmdr1 y aumento en la tolerancia a muchas otras drogas en el trabajo de Cui et al. pero no en el de 

Rocamora et al.. 

P. falciparum al parecer puede aumentar su tolerancia a la artemisinina haciendo uso de diferentes 

mecanismos que impliquen al menos tres procesos fisiológicos: reducción en el importe y digestión de 

Hb, aumento de la respuesta al estrés oxidativo y retardo del ciclo celular (dormancia). El parásito puede 

producir estas respuestas fisiológicas por diferentes medios, hecho que no extraña si tomamos en cuenta 

su redundancia metabólica para diferentes rutas. 

De la digestión de hemoglobina la evidencia es bastante robusta, de hecho, el papel de la proteína 

más usada como marcador para la resistencia a la artemisinina, PfKelch 13, es la de regular la formación 

la vesículas de 170nm similares a citostomos que permiten al parásito tomar hemoglobina del medio 

externo a la vacuola parasítica, una proteína PfKelch13 mutada hace menos eficiente el proceso de 

formación de vesículas, nótese que en este proceso se encuentran implicadas muchas otras proteínas 

(Birnbaum et al., 2020; Gnadig et al., 2020). Por otra parte, se ha probado in silico que varias de las 

mutaciones en PfKelch 13 pueden desestabilizar la estructura β-propeller del dominio Kelch y que el 

grado de desestabilización podría asociarse con la tolerancia a la artemisinina (He et al., 2019) 

posiblemente por lo ya mencionado. Otras proteínas asociadas con el proceso de vesiculación al estar 

mutadas producen un aumento en la tolerancia a la artemisinina, como es el caso de la coronina 

(PF3D7_1251200), una proteína que interactúa con actina y se encontró mutada luego de 4 años de 

presión in vitro con artemisinina en cepas de P. falciparum que además no presentaron mutación en la 

proteína PfKelch13 (Demas et al., 2018), la coronina mutada posiblemente afecte el tráfico vesicular, lo 

haga menos eficiente y produzca una reducción en la digestión de hemoglobina neta producida por el 
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parásito. Ahora bien en la transcriptómica de cepas resistentes (Mok et al., 2015) la coronina se encuentra 

correlacionada negativamente con la resistencia, es posible que una reducción en la cantidad de proteína 

pueda contribuir a la tolerancia a la artemisinina al igual que una coronina mutada como en el trabajo 

mencionado, queda por esclarecerse en qué caso aumenta más la tolerancia a la droga, cuestión que 

requeriría evidencia experimental para solucionarse. Otra proteína implicada en el importe de 

hemoglobina es Rab5a (PF3D7_0211200) que posiblemente regula parte del proceso de toma y 

transporte de hemoglobina (Elliott et al., 2008), en los datos de transcriptómica esta proteína también se 

encuentra correlacionada negativamente, lo que también sugiere un cambio en la toma y transporte de 

Hb respecto a parásitos sensibles, posiblemente una reducción. 

En cuanto a la tolerancia al estrés oxidativo es posible que el parásito este aumentando la 

producción de GSH como ya se mencionó y también existe un aumento en varias enzimas como varias 

tioredoxinas y glioxilasas (Figura 18) la propuesta del ciclo de Krebs truncado también sugiere un 

aumento en la respuesta al estrés oxidativo por parte del parásito.  

Sobre el periodo de latencia, la evidencia más reciente encuentra que se ve producido por la 

fosforilación de la subunidad α del factor de iniciación 2 de eucariotas (elF2 α) mediante la quinasa PK4 

(Zhang et al., 2017), la latencia no solo es producida por la droga, en otras condiciones de estrés como 

ausencia de isoleucina también se puede ver este retraso en el ciclo celular (Babbitt et al., 2012) y solo 

ocurre si el amino ácido se encuentra ausente antes de que ocurra la esquizogonia en el ciclo 

intraeritrocítico (McLean y Jacobs-Lorena, 2020). En los datos provistos por Mok et al. (2015) no hay 

diferencias en el factor de transcripción elF2α ni en la PK4, sería difícil determinar si eso afecta o no la 

capacidad que tienen estas cepas de entrar en latencia. Por otro lado, es posible que la reducción en el 

AMPc antes mencionada pueda asociarse con un retardo en el ciclo celular. 

Con lo dicho varios de los genes que mostraron estos investigadores podrían estar directamente 

relacionados con una reducción en la digestión de hemoglobina, el estrés oxidativo y cambios en la 

velocidad del ciclo celular, estos procesos hay que agregarles el aumento en la reparación y plegamiento 

de proteínas reportados inicialmente por dichos investigadores (Mok et al., 2015). 

La resistencia a la artemisinina abarca muchos aspectos del parásito y contempla mecanismos para 

evadir los efectos de la droga, como la reducción en la digestión de Hb, y mecanismos para tolerar dichos 

efectos, como la respuesta al estrés oxidativo, es probable que la resistencia multifacética sea fruto de la 

marcada promiscuidad de la artemisinina una vez es activada por grupos hemo o hierro, que le permite a 

la droga, afectar al parásito en muchos niveles. Ante esta situación los parásitos sobreviven mediante los 
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mecanismos ya presentes en su material genético que varía dependiendo de la cepa y si el tiempo de 

exposición dura los suficiente, desarrollan nuevos mecanismos como los vistos en varias de las cepas 

obtenidas in vitro luego de años de presión con la artemisinina, pero que todavía no se ven in vivo 

probablemente debido a una reducción en el fitness de estas cepas resistentes por la poca obtención de 

amino aminoácidos (Bunditvorapoom et al., 2018), o porque sencillamente invierten más energía en 

tolerar la droga que en el crecimiento y división celular. 

Los datos de transcriptómica involucran muchos mecanismos, y en el presente trabajo se ha 

indagado en varios, lo que contribuye a esclarecer un poco toda la trama metabólica que permite a P. 

falciparum de muchas maneras, resistir los efectos de la droga. Entender todos estos mecanismos es de 

vital importancia pues permiten reformular los tratamientos ya sea empleando nuevas drogas o 

cambiando las combinaciones de las actuales, y permite estar preparados para un escenario donde surjan 

cepas resistentes de P. falciparum que no muestren diferencias en el fitness respecto a cepas sensibles, si 

esto ocurre, la resistencia a la artemisinina podría expandirse rápidamente fuera del sudeste asiático, un 

escenario que podría poner en riesgo la vida de millones de personas. 

7.3 Modelado de un posible transportador de citrato/α-cetoglutarato mitocondrial de P. 

falciparum 

Los transportadores mitocondriales (mirochondrial carriers) permiten el intercambio de moléculas 

pequeñas como metabolitos, iones inorgánicos, nucleótidos y cofactores entre la mitocondria y el 

citoplasma (Kunji y Crichton, 2010). En el ser humano hay más de 50 transportadores de esta clase, 

muchos aún no caracterizados (Taylor, 2017), en P. falciparum se han identificado 9 (Nozawa et al., 

2011), la mayoría solo por herramientas bioinformáticas, de estos PfDTC (el transportador de 

dicarboxilato-tricarboxilato) ha sido el mejor caracterizado (Nozawa et al., 2011) y ya ha sido 

mencionado en la sección 0, es el encargado del intercambio de malato por α-cetoglutarato en el modelo 

metabólico (Figura 10). Nozawa et al. (2020) en un estudio reciente analizan in vitro el efecto de la 

cardiolipina en los transportadores mitocondriales de P. falciparum, la importancia de este estudio para 

el modelo la hemos resaltado en la sección 7.2.4, los dos trabajos de Nozawa et al.(2011 y 2020) son de 

las pocas determinaciones en laboratorio que se han realizado hasta la fecha para los transportadores 

mitocondriales de P. falciparum, lo que muestra una falta de conocimiento sobre este aspecto del 

parásito.  

A fin de entender mejor los resultados obtenidos para PfCOCP es necesario explicar dos 

generalidades de los transportadores mitocondriales, para ello se usará la Figura 22. La primera es que 
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cuando el transportador se encuentra en el estado M (abierto a la matriz), el lado citosólico se halla 

cerrado por el acercamiento de las hélices pares (Figura 22 B), y cuando está en el estado C (abierto al 

citosol), sucede el acercamiento de las hélices impares del lado de la matriz (Figura 22 A), es decir, la 

proteína solo puede abrirse hacia uno de los dos compartimientos y cuando esto ocurre la región cercana 

al compartimento opuesto se cierra por el acercamiento de 3 de las hélices (Robinson et al., 2008; 

Ruprecht et al., 2019; Ruprecht y Kunji, 2019a). La segunda generalidad es que el sitio de unión al 

sustrato es debe ser el mismo para las dos conformaciones del transportador (Figura 22), esto se debe a 

que el sustrato sirve de fulcro para el movimiento de los 6 segmentos transmembranales y debido a la 

pseudo simetría de la proteína el sitio de unión se encuentra en el centro del transportador 

aproximadamente en la mitad de la membrana, estabilizado por la interacción con las hélices H2, H4 y 

H6, que contienen 3 sitios de unión con el sustrato nombrados I, II y III, respectivamente (Robinson et 

al., 2008). 

 

Figura 22 A Transportador de ADP/ATP (PDB: 4C9H) de S. cerevisiae en la conformación C. B Transportador de ATP/ADP 

(PDB:6GCI) de Thermothelomyces thermophila en la conformación M. Se señala el sitio de unión con el sustrato en flechas 

verdes y las puertas citoplasmáticas y de la matriz en flechas moradas, la superficie accesible para el agua se resalta en azul 

pálido. Extraído de Ruprecht y Kunji (2019a). 

Con estas ideas descritas se pueden evaluar los análisis bioinformáticos realizados en PfCOCP. 

Los acoplamientos moleculares realizados con la conformación M (Figura 14 B y D) muestran la 

interacción con los residuos Lys 67, Arg 151, Gln 152 y Arg 159, pero aparece otro residuo que no estaba 

interactuando en la conformación C, Arg 262, y esto podría producir cambios drásticos en la eficiencia 

del transporte entre una conformación y la otra, hecho que se ve claramente en la Figura 15 donde se 

compara el sitio de unión con el sustrato en las dos conformaciones de la proteína, y se ve que en el 

estado M el sustrato queda centrado en el interior del transportador. Cuando tomamos en cuenta qué 
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residuos interactúan con el sustrato esto se vuelve mucho más evidente (Figura 16); en el estado C la 

Lys 67 pertenece al segmento H2 y la Arg 151,159 y Gln 152 pertenecen al segmento H4, no hay ningún 

residuo del segmento H6 en los acoplamientos, por otro lado en el estado M aparece la Arg 262 

interactuando con el sustrato, este residuo se encuentra en el segmento H6, y concuerda con la forma que 

se ha descrito para el funcionamiento de los transportadores mitocondriales, que involucra la interacción 

con los sitios I, II y III de unión con el sustrato en los segmentos H2, H4 y H6, respectivamente (Robinson 

y Kunji, 2006).  

En concordancia con un transporte más eficiente en el estado M respecto al C, se encontró que la 

diferencia en la energía libre de Gibbs(ΔG) de los acoplamientos moleculares con citrato y α-

cetoglutarato era menor en ambos casos para el estado M (Tabla 4 en la sección de ANEXOS), esto 

muestra que se requiere menos energía para que el sustrato alcance el sitio de unión si el transportador 

está en el estado M respecto al C. Hay que resaltar que las concentraciones de los sustratos en ambos 

compartimientos (dentro y fuera de la mitocondria) son las principales responsables de que el transporte 

ocurra en uno u otro sentido, y lo que se ha propuesto es un aumento en el citrato y α-cetoglutarato dentro 

de la mitocondria, es decir, una alta concentración de estos metabolitos promueve el transporte hacia el 

citosol. Ahora bien, el citrato y α-cetoglutarato citosólico deben ser consumidos rápidamente para 

mantener el transporte desde la matriz al citosol, y para este aspecto ya hemos propuesto que ambos 

compuestos terminan formando glutatión que el parásito usa para tolerar el estrés oxidativo, una vez 

oxidado el glutatión será exportado hacia el eritrocito (sección 0). La evidencia obtenida de los 

acoplamientos sumada a el modelo que hemos construido en base a evidencia experimental disponible 

en la literatura sustenta que PfCOCP transporta citrato hacia el citosol de P. falciparum en cepas 

resistentes a la artemisinina. 

Hay que resaltar la existencia moléculas que ayudan a estabilizar los transportadores 

mitocondriales que no fueron tomados en cuenta para realizar el modelado, específicamente la 

cardiolipina, un lípido comúnmente encontrado en la mitocondria e importante para estabilizar la 

estructura de estos transportadores, de hecho en la estructura resuelta por Ruprecht et al. (2019) hay 

varias cardiolipinas interactuando con el transportador. La posible interacción con la cardiolipina también 

ha sido estudiada en P. falciparum en el trabajo de Nozawa et al. (2020) que reportan un aumento en la 

velocidad de transporte en varios carriers mitocondriales del parásito cuando la concentración de 

cardiolipina era mayor en liposomas. 
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Varios de los motivos comunes para los transportadores mitocondriales fueron encontrados en la 

secuencia de PfCOCP (Figura 16). [PS]x[DE]xx[RK] fue localizado en H1 (PLEVWK) y en 

H5(PFDVVR) , mientras que en H3 los residuos PCTFFI podrían estar cumpliendo su papel ya que no se 

encontró el motivo, por otro lado este patrón se ve bien conservado entre las diferentes especies de 

Plasmodium (Anexo 3), parte de su importancia es que la prolina permite la torsión de las hélices para 

que la proteína permanezca cerrada por el lado de la matriz cuando está en la conformación C (Ruprecht 

y Kunji, 2019a). Por otro lado, los motivos [FY][DE]x[RK] no pudieron ser identificados claramente en 

las hélices pares y es probable que otros residuos cumplan su papel. Estos patrones en hélices pares y los 

ya mencionados para las impares permiten la estabilización de las regiones de la proteína que se cierran 

en cada conformación, [PS]x[DE]xx[RK]xxxQ (con la Q añadida) se denomina abrazadera de glutamina 

(glutamine brace o Q brace) y en los transportadores mitocondriales hay de una a tres abrazaderas Q 

(Ruprecht y Kunji, 2019a), en PfCOCP se pudo identificar una en H5 (PFDVVRVYMQ, Figura 16). Los 

motivos [FY][DE]x[RK] se denominan abrazaderas de tirosina (tyrosine brace o Y braces) y al parecer 

no son tan conservados como las regiones [PS]x[DE]xx[RK] (Ruprecht y Kunji, 2019a), esto concuerda 

con que no se hayan podido identificar claramente en PfCOCP. 

Los patrones GxxxG y πxxxπ también fueron hallados en PfCOCP (Figura 16). GxxxG se 

encontró en H3 (GGACG) y en H5 (GIVGG), pero no en H1 donde se existe la secuencia GSILH que 

quizás cumpla el mismo rol, no obstante, un cambio de glicina (G) por histidina (H) es bastante drástico 

en base al tamaño de los grupos funcionales. En cuanto al motivo πxxxπ en los segmentos pares; en H2 

está GSKGV, en H4 TMWAS y en H6 TLFMV (Figura 16). Los motivos que hemos propuesto en los 

casos donde el patrón no concuerda claramente con la literatura, GSILH en H1 y PCTFFI en H3, fueron 

basados en la ubicación cercana en las hélices respecto a los otros motivos de interés que sí pudieron ser 

identificados, para ello se utilizó UCSF Chimera 1.13.1. 

Hemos demostrado que PfCOCP aparece bien conservada Plasmodium spp. (Anexo 3) en todos 

los dominios transmembranales, siendo la única diferencia resaltable un posible alargamiento de H1 en 

los parásitos que infectan a roedores (P. berghei, P. chabaudi y P. yoelii) y en P. ovale, también es 

posible que al realizar los modelados para la proteína de estos parásitos el segmento H1 tenga un tamaño 

comparable a las otras especies y el extremo C terminal tenga varios residuos adicionales que no forman 

ninguna estructura.  

Cuando se evalúa la diversidad nucleotídica (Anexo 4) se observa que los segmentos 

transmembranales tienen poca diversidad mientras que la región que separa H4 de H5 tiene mayor 
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variabilidad. La diversidad nucleotídica (π) se define como el número promedio de diferencias en 

nucleótidos de dos secuencias de ADN seleccionadas al azar (Nei y Li, 1979) y se emplea para evaluar 

el grado de polimorfismo en una población, en este caso el grado de polimorfismo en la secuencia de la 

proteína de PfCOCP en Plasmodium spp.. Para profundizar más en la variabilidad de la proteína se 

calculó la D de Tajima (Anexo 5), este estadístico permite ver qué regiones podrían encontrarse bajo 

neutralidad  (Tajima, 1989), la neutralidad plantea que un alto número de mutaciones se acumulan en el 

material genético por deriva génica y una importante consecuencia de esto es la acumulación de 

mutaciones a una tasa constante en las poblaciones, estas mutaciones no tienen un efecto en el fitness 

(adecuación o aptitud biológica) del organismo (Kimura, 1968). Se observa bastante variabilidad en el 

valor del estimador en la secuencia, donde resalta que los sitios de unión al sustrato (I,II y III) tienden a 

estar en zonas con una valor de D<0, lo que indica que estos sitio están conservados y podría sugerir 

selección negativa, ya que hay pocos polimorfismos en estas regiones y de hecho en aminoácidos son 

casi idénticas (Anexo 3), esto concuerda con que estos residuos deben estar conservados para que la 

proteína pueda cumplir adecuadamente su función, por otro lado hay varias regiones de los segmentos 

transmembranales (en H1, H4, H5 y H6) que tienen valores D>0, hecho que muestra la presencia de 

polimorfismos en estas zonas en las diferentes especies de Plasmodium, y la mayoría de los 

polimorfismos serían sustituciones sinónimas en vista a que en el alineamiento de las proteínas (Anexo 

3) se ven pocos cambios en los residuos. Estas zonas llenas de sustituciones sinónimas también pueden 

indicar un proceso de selección, donde los codones deben codificar para los mismos aminoácidos a fin 

de conservar la función adecuada del transportador, como consecuencia las sustituciones no sinónimas 

podrían acumularse más lentamente en esta región. Hay varias zonas de la secuencia donde D tiende a 

cero lo que indica que se podrían encontrar bajo neutralidad. 

Por último, se realizó un árbol filogenético (Anexo 6) con las mismas secuencias para evaluar si 

los cambios que se ven en cada especie concuerdan con la distancia evolutiva entre los distintos parásitos, 

para eso el árbol obtenido se compara con un árbol filogenético encontrado en la literatura para 

Plasmodium spp. (Anexo 7). El árbol obtenido muestra un grado alto de certeza en las separaciones de 

los principales clados de Plasmodium spp., de hecho, los nodos que tienen poca certeza (pintados en rojo 

en el Anexo 6) son aquellos donde se encuentran varias secuencias de la misma especie y es normal que 

el algoritmo tenga problemas separando de manera certera secuencias muy similares que pertenecen a la 

misma especie (caso de P. falciparum y P. vivax). P. vivax y P. cynomolgi se encuentran cercanos 

filogenéticamente (Anexo 7) y concuerda con el árbol que realizamos, P. chabaudi, P. berghei y P. yoelii 

infectan a roedores y su agrupación concuerda con la literatura. P. falciparum, P. praefalciparum, P. 
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reichenowi y P. gaboni, que infectan primates (subgénero Laverania) se agruparon también en 

concordancia con la literatura, esta evidencia muestra que las diferencias en PfCOCP en Plasmodium 

spp. concuerdan con la diversificación evolutiva de los grupos más cercanos de estos parásitos. No 

obstante, el árbol realizado no muestra las relaciones filogenéticas más lejanas; P. knowlesi, P. malariae 

y P. ovale deberían agruparse con la rama donde está P. vivax y P. cynomolgi, donde también deberían 

estar las tres especies que infectan roedores (Anexo 7). El árbol realizado no pretende mostrar las 

relaciones filogenéticas reales entre estos parásitos sino dar una idea de los cambios evolutivos que pudo 

tener la proteína PfCOCP y si concuerdan con las relaciones filogenéticas ya conocidas para el género o 

saber si la proteína, como otras de Plasmodium spp., es altamente variable. La evidencia encontrada 

muestra que los segmentos transmembranales están bien conservados en Plasmodium spp. lo que sugiere 

que PfCOCP puede cumplir una función similar en cada especie, la función específica que le hemos 

asignado en base al modelo construido en este trabajo es la de proveer de citrato al citosol para 

transformarlo en α-cetoglutarato produciendo NADPH y tener la materia prima para producir Glutatión, 

dos productos que permiten al parásito tolerar mejor el estrés oxidativo, estrés que no solo es producido 

por la artemisinina sino que probablemente siempre ha existido en algún momento del ciclo de vida de 

estos parásitos y con esto en mente la presencia de mecanismos anti estrés oxidativo en todo el género 

es un hecho plausible. 
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8 CONCLUSIONES 

Las proteínas desconocidas pudieron asociarse con diferentes funciones; regulación del material 

genético, tráfico vesicular, cadena transportadora de electrones mitocondrial, entre otros. Funciones que 

esencialmente muestran que en la resistencia existen muchos cambios respecto a cepas sensibles, y que 

la mayoría de los genes desconocidos requieren de un mayor estudio para asociarse con dicha resistencia 

sin cometer ambigüedades, no obstante, este enfoque plantea el comienzo de muchos posibles estudios 

en estas proteínas.  

Se pudo construir un modelo metabólico teórico que abarca varias de las rutas más importantes 

para el parásito, cuyas características son el aumento en la producción de glutatión y NADPH citosólico, 

ambos usados por el parásito para tolerar el estrés oxidativo producido por la droga. El modelo también 

plantea un letargo en la fase final del ciclo intraeritrocítico de P. falciparum debido a cambios en la 

concentración de Ca+2 citosólico, reducción de la formación de lípidos, y cambios en la expresión de 

varias quinasas implicadas en la regulación del ciclo celular. También las cepas resistentes parecen 

incorporar y digerir menos hemoglobina, hecho conseguido mediante distintos mecanismos presentes en 

estas cepas.  

El Carrier COCP puede promover el aumento de las concentraciones de NADPH y glutatión en el 

citosol. En vista a su importancia, la proteína fue modelada mediante técnicas bioinformáticas y lo 

obtenido muestra a un transportador plausible de citrato y α-cetoglutarato desde la matriz mitocondrial 

hacia el citosol, pero no tan eficiente en sentido contrario. Analizamos la secuencia y los homólogos de 

este transportador en otras especies del género Plasmodium, hallando un alto grado de conservación en 

las regiones más importantes de la proteína, hecho que sugiere la importancia de este transportador para 

estos parásitos, posiblemente para tolerar el estrés oxidativo. 

9 PERSPECTIVAS 

De las proteínas desconocidas estudiadas recomendamos estudiar PF3D7_1022200, un posible 

transportador de folato que podría tener un papel importante para el parásito. 

También, recomendamos caracterizar in vitro a PfCOCP con una metodología similar a la usada 

por Castegna et al. (2010) para estudiar la proteína homóloga en S. cerevisiae (YHM2), y además hacer 

un ensayo sometiendo a cepas sensibles y resistentes de P. falciparum con el transportador mutado o 

silenciado, también, aplicar artemisinina para evaluar qué efecto puede tener sobre la tolerancia a la 

droga. 
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11 ANEXOS 

 

Tabla 4 Valores de diferencia en la energía libre de Gibbs (ΔG) para los acoplamientos moleculares mostrados en la Figura 14 para la conformación C y M, con los 

sustratos α-Cetoglutarato y citrato 

 Sustrato 

α-Cetoglutarato Citrato 

Conformación 
C -24.8484 -18.3743 

M -31.0671 -21.3305 

 

 

Tabla 5 Valores de Fullfitness (ΔG) para los acoplamientos moleculares mostrados en la Figura 14 para la conformación C y M, con los sustratos α-Cetoglutarato y 

citrato 

 

    Sustrato 

α-Cetoglutarato Citrato 

Conformación C -1819.8691 -1853.3181 

M -1415.8552 -1461.271 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

114 
 

 

Anexo 1 Genes implicados en el procesamiento del material genético con función conocida (extraído de Mok et al. (2015) 
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Anexo 2 Diagramas de Ramachandran para el modelo de la proteína PfCOCP en la conformación M obtenida del servidor SwissDock (puntos en color naranja) y 

refinamiento en el servidor GalaxyWEB (color azul). Los diagramas fueron obtenidos con el servidor SwissDock.  
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Anexo 3 Alineamiento de la proteína PfCOCP con sus homólogos en otras especies de Plasmodium, las regiones más conservadas se resaltan en rojo y las menos 

conservadas en azul, se delimitan los 6 segmentos transmembranales que componen el transportador (H1,2,3,4,5 y 6) y en verde se resaltan los sitios de unión al 

sustrato en los segmentos pares H2, H4 y H6. 
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Anexo 4 Diversidad nucleotídica Pi (π) para las proteínas homólogas de PfCOCP en varias especies de Plasmodium, se delimitan las regiones que componen los 6 

segmentos transmembranales del transportador  
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Anexo 5 D de Tajima en el alineamiento de los homólogos de PfCOCP para varias especies de Plasmodium, se resalta la ubicación de los segmentos transmembranales 

(H1, 2, 3, 4, 5 y 6) en gris, y los sitios de unión con el sustrato en verde. 
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Anexo 6 Árbol filogenético realizado en base a los homólogos del gen PfCOCP de diferentes especies de Plasmodium usando el método de máxima verosimilitud con el 

modelo de Tamura-Nei, distribución Gamma de 2,6 y 36,28% de sitios invariables. La certeza de las ramas se colorea de verde (1) a rojo (0.2) en base a 1000 réplicas 

realizadas con el método de Bootstrap. Árbol realizado obtenido usando MEGA X y graficado usando Itol (Letunic y Bork, 2019). 
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Anexo 7 Árbol filogenético de diferentes de Plasmodium spp. realizado en base a 2.4kb del genoma mitocondrial. Extraído de Loy et al. (2017) 

 




