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1. INTRODUCCIÓN 

 

La malaria es una de las enfermedades parasitarias mas ampliamente distribuidas en el mundo, se 

estima que anualmente se presentan 250 millones de casos clínicos y 900 mil muertes, siendo las 

principales victimas niños menores de 5 años y adultos en edad productiva. Esta enfermedad es 

causada en el humano por cinco especies de Plasmodium: P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, P. vivax 

y P. falciparum, siendo la última la que presenta mayor morbilidad, mortalidad y mas amplia 

distribución a nivel mundial (WHO, 2009; Garcia, 2010). 

 

Se han diseñado varias estrategias para controlar esta enfermedad, como el uso de pesticidas y 

mosquiteros, drogas antimaláricas y diferentes tipos de vacunas (Good, 2001; Ridley, 2003). Sin 

embargo, factores tales como la expansión global de la enfermedad, el incremento de cepas resistentes 

a drogas antimaláricas, la diversidad genética del parásito, la resistencia del vector a insecticidas y las 

condiciones socioeconómicas de las poblaciones afectadas, justifican la búsqueda y adopción de 

nuevas medidas de control (Good, 2001). Es por esto que se ha sugerido que el desarrollo de una 

vacuna que incluya diferentes antígenos (multiantígeno) derivados de distintas formas invasivas 

(multiestadio), podría ser una estrategia adecuada para controlar definitivamente esta enfermedad 

(Patarroyo and Patarroyo, 2008; Patarroyo et al., 2011). 

 

El merozoito es el estadío parasitario involucrado en el proceso de invasión al glóbulo rojo y ha sido 

considerado uno de los blancos de estudio más importantes para el desarrollo de una vacuna. Esto se 

soporta con tres factores importantes: primero, el ciclo eritrocítico es el responsable de la mayoría de 

síntomas clínicos; segundo, es posible mantener los estadios de este ciclo en un cultivo in vitro; y 

tercero, las proteínas derivadas de la superficie y de algunos organelos, principalmente de roptrias y 

micronemas, se exponen al sistema inmune en el proceso de invasión (Cowman et al., 2002). 

 

En el proceso de invasión al glóbulo rojo ocurre una interacción fuerte entre las membranas del 

merozoito y la célula huésped, conocida como Tight Junction (TJ), la cual migra desde la porción 

apical del parásito hasta su extremo posterior gracias al motor actina-miosina del parásito, razón por la 

que también se conoce como Moving Junction (MJ) (Alexander et al., 2005; Baum et al., 2008; Straub 

et al., 2009). La formación del TJ le permite al parásito iniciar y llevar a cabo la invasión a la célula 

huésped, así como la formación de la vacuola parasitófora, en la cual el parásito se desarrolla y se 

replica para la próxima generación celular (Kaneko, 2007).  

 

Recientemente, algunos autores han identificado en Toxoplasma gondii (otro miembro del filo 

Apicomplexa) las proteínas que participan en la formación del TJ, dentro de las que se encuentran las 
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proteínas Antígeno Apical de Membrana 1 (TgAMA1) y cuatro proteínas del cuello de las roptrias 

(TgRON2, 4, 5 y 8) (Alexander et al., 2005; Baum et al., 2008; Straub et al., 2009).  

 

Besteiro y colaboradores han propuesto un modelo de interacción donde las proteínas TgRON2 y 

TgRON5 son exportadas hacia la membrana de la célula huésped, mientras que TgRON4 y TgRON8 

son translocadas hacia el citoplasma celular. En este modelo, TgRON2 actúa como un receptor 

específico para TgAMA1, la cual se encuentra a su vez localizada en la membrana del parásito 

(Besteiro et al., 2009). 

 

La presencia de genes ortólogos que codifican para las proteínas presentes en el TJ en diferentes 

miembros del filo Apicomplexa, sugiere que la formación del TJ es conservado en este filo (Proellocks 

et al., 2010). Las proteínas homólogas a TgRON2 y TgRON4 ya han sido caracterizadas en 

Plasmodium falciparum (Alexander et al., 2006; Cao et al., 2009; Morahan et al., 2009), mientras que 

para TgRON8 no se han encontrado homólogos en Plasmodium (Straub et al., 2009). Las proteínas 

PfRON3 y PfRON6 descritas recientemente, se localizan en el cuello de las roptrias pero no se 

encontró relación de ellas con la formación del TJ (Proellocks et al., 2009; Ito et al., 2011).  

 

Aunque se ha considerado que la proteína PfRON5 participa en la formación del TJ (Collins et al., 

2009; Richard et al., 2010), aún no ha sido caracterizada. En este trabajo, se secuenció el ADN 

codificante para la proteína PfRON5, se realizaron análisis bioinformáticos con la secuencia obtenida, 

se evaluó el tiempo de expresión y su localización celular en la cepa FCB-2 de Plasmodium 

falciparum. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La malaria es una de las enfermedades parasitarias que produce mayor número de muertes en el 

mundo, principalmente en niños menores de 5 años, mujeres embarazadas y personas en edad 

productiva (WHO, 2008). Es causada por un parásito del género Plasmodium, del cual cinco especies 

infectan al hombre: P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, P. vivax y P. falciparum, siendo la última la 

especie más agresiva y de mayor prevalencia mundial (WHO, 2009; Garcia, 2010). 

 

Han sido grandes los esfuerzos que se han llevado a cabo para controlar la malaria, sin embargo, no se 

ha tenido un completo éxito. Dentro de las medidas de control propuestas para la completa 

erradicación de esta enfermedad se ha propuesto el desarrollo de una vacuna que incluya antígenos 

derivados de los diferentes estadios invasivos del parásito (Tsuji and Zavala, 2001; Matuschewski, 

2006; Patarroyo and Patarroyo, 2008; Patarroyo et al., 2011).  

 

El estudio de las proteínas relacionadas con los procesos de invasión es el primer paso para la 

identificación de los antígenos o fragmentos derivados de ellos, que puedan ser parte de una vacuna 

efectiva. Esto se ha logrado en gran parte gracias al conocimiento del genoma (Gardner et al., 2002), 

transcriptoma (Bozdech et al., 2003a) y proteoma de P. falciparum (Sims and Hyde, 2006; Foth et al., 

2011), y de otros miembros del filo Apicomplexa, como Toxoplasma gondii; y al hecho de que el 

proceso de invasión es conservado entre los miembros de este filo (Proellocks et al., 2010).  

 

Teniendo en cuenta lo que se ha publicado para la proteína TgRON5 (Alexander et al., 2005; Straub et 

al., 2009) y lo reportado en la base de datos PlasmoDB (Bahl et al., 2003), en este trabajo se propuso 

la identificación de la proteína PfRON5 en la cepa FCB-2 de P. falciparum, mediante la secuenciación 

de la región codificante, el análisis de su expresión en diferentes estadios parasitarios y su localización 

subcelular. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo General 

 

Identificar la proteína RON5 en la cepa FCB-2 de Plasmodium falciparum. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

	  

1. Confirmar la presencia y transcripción del gen Mal8P1.73 en la cepa FCB-2 de Plasmodium 

falciparum. 

2. Determinar la variabilidad de la proteína PfRON5 de la cepa FCB-2, respecto a la cepa de 

referencia 3D7.  

3. Analizar mediante herramientas bioinformáticas la secuencia primaria de la proteína PfRON5. 

4. Evaluar la expresión de la proteína en diferentes estadíos parasitarios y determinar su 

localización. 
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4. MARCO TEÓRICO 

 

4.1. Malaria en el mundo 

 

La malaria es una parasitosis ampliamente distribuida, se estima que anualmente se presentan 

aproximadamente 250 millones de casos clínicos en todo el mundo, de los cuales se presentan 

alrededor de 900.000 muertes, siendo las principales víctimas niños menores de cinco años, mujeres 

embarazadas y adultos en edad productiva (Fig. 1) (WHO, 2008; WHO, 2009). Se conoce que cerca 

del 93% de los casos y el 85% de las muertes son causadas por P. falciparum (WHO, 2008; WHO, 

2009).  

 

Esta enfermedad se presenta en los países tropicales, principalmente en África, donde se reportan el 

85% de los casos y el 95% de las muertes (Fig. 1). 

 

 
Figura 1. Incidencia anual de malaria. La mayoría de casos nuevos se presentan en África. Las convenciones indican la 

incidencia por cada mil habitantes. Tomado de: (WHO, 2008) 

 

4.2. Malaria en Colombia 

 

En Colombia, la malaria es un gran problema de salud pública debido a su amplia distribución y 

número de casos reportados anualmente. Para final del 2010, se notificaron al Sistema de Vigilancia 

en Salud Pública (SIVIGILA), del Instituto Nacional de Salud (INS), 112.208 casos de malaria, de los 
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cuales 78.964 (70,4%) corresponden a P. vivax, 31.774 (28,3%) a P. falciparum, 1.415 (1,3%) a la 

asociación de estas dos especies y 55 (0,05%) a P. malariae (INS, 2010) (Fig. 2). 

 

Los departamentos con mayor incidencia de malaria son: Antioquia, Chocó, Córdoba, Valle y 

Guaviare, siendo en los tres primeros donde se presentan el 78,7% de los casos notificados en el país 

(Fig. 3).  

 

 
 

Figura 2. Casos de malaria por municipio y especie parasitaria en Colombia. Datos correspondientes a la semana 

epidemiológica 49 de 2010. Tomado de: (INS, 2010). 
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Figura 3. Número de casos de malaria y porcentaje de casos según departamento de procedencia en Colombia. Datos 

correspondientes a la semana epidemiológica número 49 de 2010. Tomado de: (INS, 2010). 

 

4.3. Estrategias de control 

Entre los años 1950 y 1960 se llevó a cabo un programa de erradicación de la malaria mediante el uso 

del dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), el cual contó con mucho éxito en varios países como India, 

Sri Lanka y la antigua Unión Soviética. Sin embargo, este programa no se mantuvo debido a los altos 

costos, a la aparición de resistencia por parte del vector y a los efectos adversos en la salud de la 

población (Greenwood and Mutabingwa, 2002). 

Dentro de los medicamentos utilizados para combatir la malaria, los de mayor uso han sido la 

cloroquina y la combinación de sulfadoxina/pirimetamina, sin embargo, se ha descrito la aparición de 

cepas resistentes a estos fármacos (Ridley, 2002) (Fig. 4). 

Esta resistencia a los antimaláricos, además de la resistencia del vector a los insecticidas, junto con 

otros factores tales como la variabilidad genética, el complejo ciclo de vida del parásito, los cambios 

climáticos, los viajes de personas que viven en áreas libres de malaria hacia zonas endémicas y las 

condiciones socioeconómicas de las poblaciones afectadas, son razones para que la situación no 

mejore y los índices de morbilidad y mortalidad permanezcan casi siempre iguales, principalmente en 

África (Greenwood and Mutabingwa, 2002). Pero a la vez, son también razones que justifican la 

búsqueda de nuevas medidas de control que reduzcan al máximo el impacto de la malaria en la 

población. Se ha propuesto que una medida de control efectiva es la implementación de una vacuna 

multiantigeno multiestadio (Good, 2001; Greenwood and Mutabingwa, 2002; Patarroyo and 

Patarroyo, 2008; Patarroyo et al., 2011). 
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Figura 4. Estado global de la resistencia a cloroquina y sulfadoxina/pirimetamina. Se muestra la distribución de la 

resistencia hacia los antimaláricos más ampliamente utilizados. Modificado de: (Ridley, 2002).  

La OMS, el Banco Mundial, la UNICEF y organizaciones no gubernamentales, grupos del sector 

privado, investigadores e instituciones académicas han extendido el programa “Roll Back Malaria”, 

que se basa en el cumplimiento de cuatro componentes importantes: acceso a tratamiento oportuno, 

prevención de la malaria durante el embarazo, reducción del contacto mosquito-humano mediante el 

uso generalizado de mosquiteros tratados con insecticidas y la acción oportuna durante las epidemias 

de malaria (Suh et al., 2004). Este programa ha elaborado hojas de ruta para los países endémicos con 

el objetivo de proporcionar un sistema nacional, regional y mundial para el seguimiento de los 

progresos, la identificación de los problemas en la financiación y con los productos básicos, así como 

para facilitar la aplicación y movilización de recursos (WHO). 

4.4. Agente etiológico 

 

La malaria es causada por un parásito del género Plasmodium perteneciente al filo Apicomplexa. Los 

miembros de este filo son patógenos con gran importancia médica, veterinaria y económica e incluyen 

diversos parásitos humanos diferentes a Plasmodium como Toxoplasma, Cryptosporidium, Isospora y 

Babesia, y parásitos que infectan animales domésticos como Theileria y Babesia (ganado), Eimeria 

(aves de corral) Sarcoscystis (cerdos) y Neospora (perros) (Blackman and Bannister, 2001). Los 

miembros de este filo, se caracterizan por poseer un complejo apical que juega un rol crucial en el 

proceso de invasión a la célula huésped (Anantharaman et al., 2007). 

En el caso del género Plasmodium, existen especies que parasitan reptiles, aves, mamíferos y algunos 

pueden o no causar enfermedad. A los humanos son cinco las especies que lo infectan: P. falciparum, 

P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. knowlesi (Preiser et al., 2000; Topolska et al., 2004).  
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El género Plasmodium tiene un complejo ciclo de vida multiestadío que involucra un hospedero 

invertebrado en el cual el parásito realiza un ciclo sexual, y un hospedero vertebrado en el cual el 

parásito lleva a cabo el ciclo asexual (Suh et al., 2004). Brevemente, el ciclo en el humano comienza 

con la inoculación de esporozoitos a través de la picadura de un mosquito hembra del género 

Anopheles, los cuales viajan por el torrente sanguíneo e invaden a los hepatocitos en aproximadamente 

15 min. Cada esporozoito se diferencia y se divide en miles de merozoitos (∼ 30.000) que son 

liberados al torrente sanguíneo por medio de los merosomas (Baer et al., 2007). Como caso especial en 

P. vivax y P. ovale, algunos esporozoitos pueden diferenciarse a formas durmientes del parasito, 

denominadas hipnozoitos y que son responsables de recaídas (Markus, 2011). Los merozoitos 

liberados al torrente sanguíneo invaden eritrocitos y se desarrollan pasando por diferentes estadios: 

anillos, trofozoitos y esquizontes. Luego de madurar y al final del ciclo en el eritrocito (48 ó 72 horas 

dependiendo de la especie parasitaria) cada uno de los esquizontes libera aproximadamente 32 nuevos 

merozoitos, que a su vez invaden nuevos glóbulos rojos para mantener el ciclo eritrocítico. Algunos 

merozoitos dentro del glóbulo rojo se desarrollan en formas sexuales (gametocitos) que son ingeridos 

por la hembra del mosquito Anopheles al alimentarse de una persona infectada. En el intestino del 

mosquito, el gametocito macho fertiliza el gametocito hembra, generando cigotos que se convierten en 

móviles y alargados ooquinetes que invaden la pared del intestino medio del mosquito en el que se 

desarrollan en ooquistes. Los ooquistes crecen, se rompen, y liberan esporozoitos que se dirigen hacia 

las glándulas salivales del mosquito. La inoculación de los esporozoitos en otro huésped humano 

perpetúa el ciclo de vida del parasito (Carvalho et al., 2002) (Fig. 5). 

 

De las cinco especies que infectan al humano, P. falciparum es sin duda la especie más agresiva, ya 

que cerca del 1% del total de los casos de malaria por esta especie genera el cuadro de malaria severa: 

fallas funcionales en diversos órganos vitales como pulmones, riñones, hígado y cerebro (Greenwood 

et al., 2005). Dos razones biológicas importantes que hacen esta especie muy virulenta, son su 

capacidad de exportar proteínas parasitarias a la superficie del glóbulo rojo infectado, permitiendo su 

adherencia a la microvasculatura periférica y la capacidad de invadir diferentes poblaciones de 

glóbulos rojos, tanto maduros como jóvenes, generando parasitemias más elevadas, y por consiguiente 

anemia más severa (Miller et al., 2002). 
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Figura 5. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum. 1. Los esporozoitos presentes en las glándulas salivales del mosquito 

son inyectados en el momento de la picadura. 2. Estos migran al hígado, donde atraviesan las células de Kupffer e invaden a 

los hepatocitos. 3. Los esporozoitos se diferencian y se dividen en merozoitos, los cuales son liberados a torrente sanguíneo a 

través de los merosomas. 4. Fase eritrocítica: Los merozoitos invaden los eritrocitos donde pasan por diversos estadios: 

anillos, trofozoitos y esquizontes; o se convierten en formas sexuales no multiplicativas (gametocitos). 5. Los gametocitos 

son cruciales para perpetuar la enfermedad, al ser ingeridos por un mosquito cuando se está alimentando, llevan a cabo la 

fecundación en el tubo digestivo del mosquito formándose un cigoto. 6. El cigoto se convierte en un móvil y alargado 

ooquinete. 7. El ooquinete atraviesa la pared estomacal del mosquito donde se va a convertir en ooquiste. 8. Cuando madura, 

el ooquiste libera cientos de esporozoitos que migran a las glándulas salivales. 9. El mosquito continúa con la propagación de 

la infección al picar a otro huésped humano. Modificado de: (Greenwood et al., 2008). 

 

4.5. El merozoito  

 

El esporozoito y el merozoito son los únicos estadios en el huésped humano en los cuales el parásito 

de la malaria se encuentra de manera extracelular; haciéndolos un blanco visible para el sistema 
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inmune del hospedero. Es por esto que muchos estudios se han basado en estos estadios para el 

desarrollo de vacunas, buscando inhibir la unión y su ingreso, o su desarrollo dentro del hepatocito o 

glóbulo rojo, respectivamente (Preiser et al., 2000; Richie and Saul, 2002).  

 

El merozoito tiene forma elipsoidal con una prominencia apical. Su ultraestructura ha sido descrita por 

técnicas de microscopia electrónica, mostrando que contiene la estructura básica de una célula 

eucariota: núcleo, mitocondria, retículo endoplasmático, aparato de golgi, ribosomas, y además varios 

organelos secretores y un plasto o plastidio característicos. Los organelos secretores cruciales para la 

invasión a los eritrocitos, se diferencian entre sí por su forma, función y contenido de proteínas. Las 

roptrias (organelos en forma de pera, unidos a la membrana), los micronemas (cuerpos fusiformes, 

unidos al ducto de las roptrias), los gránulos densos y exonemas (estructuras redondeadas presentes en 

el polo apical), comprenden los organelos apicales (Fig. 6), y secretan de manera temporal y regulada 

diferentes moléculas durante la invasión del merozoito al eritrocito (Bannister et al., 2000; Carvalho et 

al., 2002; Kats et al., 2006).  

 
Figura 6. Representación esquemática del merozoito. El merozoito tiene la estructura básica de una célula eucariótica, 

junto con los organelos apicales (Roptrias, Micronemas, Gránulos densos y exonemas), que le permiten llevar a cabo el 

proceso de invasión. Modificado de: (Bannister et al., 2000) 

 

4.6. Invasión del merozoito al glóbulo rojo 

 

Este proceso toma solo unos pocos segundos y se da gracias a la interacción de receptores específicos 

presentes en la membrana del eritrocito, capaces de reconocer ligandos en la superficie del merozoito. 

Este proceso ha sido dividido en tres fases:  

 

• Primera fase: Implica una adhesión reversible y de baja afinidad con la célula huésped, e 

involucra proteínas de superficie del merozoito (MSPs por sus siglas en inglés). El punto de 

contacto inicial se puede presentar en cualquier región de la superficie del merozoito, de 
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manera que, si el polo apical del merozoito no está orientado hacia a la superficie del 

eritrocito, debe ocurrir la reorientación del parásito antes que se inicie la segunda fase. El 

propósito de este evento es yuxtaponer el extremo apical del merozoito con la membrana 

eritrocitaria, permitiendo una interacción mucho más fuerte (Cowman et al., 2002).  

 

• Segunda fase: El contacto apical desencadena la secreción del contenido de los micronemas, 

exponiendo adhesinas y moléculas que se anclan a la superficie del merozoito para permitir el 

anclaje a la célula huésped. Esta función es llevada a cabo con la colaboración de proteínas del 

cuello de las roptrias. La unión estrecha formada entre las membranas del merozoito y la 

célula huésped es conocida como Tight junction (TJ). A partir de este anclaje la unión entre el 

parásito y el eritrocito es irreversible (Cowman and Crabb, 2006). 

 

• Tercera fase: El MJ se desliza desde la parte apical hasta el extremo posterior del merozoito 

impulsado por el motor actina-miosina del parásito. A medida que el merozoito se invagina en 

la célula huésped, se da lugar a la formación de la vacuola parasitófora gracias a la secreción 

de proteínas provenientes del bulbo de las roptrias, formando un ambiente hospitalario para su 

desarrollo. Además, se da el procesamiento proteolítico de las proteínas del parásito que están 

sobre su superficie (cubierta superficial) y finalmente se presenta la secreción del contenido de 

los gránulos densos, permitiendo el establecimiento de la vacuola parasitófora (Cowman and 

Crabb, 2006; Kats et al., 2006).  

 
Figura 7. Invasión del merozoito al glóbulo rojo. Se muestran las tres fases del proceso de invasión: 1. Unión de baja 

afinidad y reorientación. 2. Unión fuerte entre complejo apical del merozoito y membrana del eritrocito (Tight Junction). 3. 

Ingreso del parásito y formación de la vacuola parasitófora. Modificado de: (Kats et al., 2006). 
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4.7. Tight junction en Toxoplasma 

 

En general los miembros de filo Apicomplexa tienen procesos de invasión y ciclos de vida muy 

semejantes y presentan gran semejanza morfológica en cuanto a los organelos secretores (Fig. 8). 

Dentro de estos, Toxoplasma gondii es el parásito causante de la toxoplasmosis que afecta 

principalmente el desarrollo del feto en mujeres que se infectan durante el embarazo y a personas 

infectadas con VIH, linfoma u otros síndromes inmunológicos (Boothroyd and Dubremetz, 2008); es 

relativamente fácil de manipular in vitro, presenta buena eficacia en las transfecciones estables y 

transitorias, gran disponibilidad de marcadores celulares y cuenta con un modelo animal 

estandarizado. Por lo anterior, Toxoplasma ha sido utilizado como modelo para el estudio de otros 

miembros del filo Apicomplexa, entre ellos Plasmodium (Kim and Weiss, 2004; Baum et al., 2008). 

 

Se ha descrito que el antígeno apical de membrana 1 (AMA1, por sus siglas en inglés) está presente en 

los miembros del filo Apicomplexa (Remarque et al., 2008). En Plasmodium y Toxoplasma la proteína 

AMA1, se localiza en los micronemas durante el desarrollo intracelular del parásito y justo antes de la 

invasión en la superficie del merozoito y del taquizoito respectivamente, lo que sugiere una posible 

función de unión a la célula huésped en el proceso de invasión (Narum and Thomas, 1994; Hehl et al., 

2000). Lo anterior se evidenció, cuando se observó que la invasión a las células huésped se reduce 

significativamente en parásitos con knockout condicional para el gen AMA-1 o en presencia de 

anticuerpos anti-AMA1 (Mital et al., 2005; Collins et al., 2009). Diferentes estudios muestran que 

AMA1 se localiza en el Tight Junction durante la invasión (Alexander et al., 2005; Lebrun et al., 2005; 

Alexander et al., 2006; Lamarque et al., 2011). 

 

  
Figura 8. Comparación de la morfología celular del merozoito de P. falciparum y el taquizoito de T. gondii. Se observa 

que los organelos involucrados en el proceso de invasión: roptrias (azul cielo), micronemas (naranja) y gránulos densos 

(morado), a excepción de los exonemas (verde) son conservados. Se muestran otras estructuras como son el núcleo (NUC), 

complejo de la membrana interna (IMC), microtúbulos (MT), el anillo polar apical (APR) y algunas proteínas que se 

localizan en los organelos secretorios y en la superficie del parásito (ambas vinculadas y asociadas a la superficie). Tomado 

de: (Baum et al., 2008) 
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El Tight ó Moving Junction es la zona de unión irreversible en forma de anillo entre las membranas 

parasitaria y de la célula huésped rodeando al taquizoito formada durante la invasión (Fig 9). Esta 

zona se desplaza desde el extremo apical hasta el extremo posterior a medida que el parásito ingresa a 

la célula huésped, y se encuentra presente hasta el final del proceso de invasión por parte del parásito. 

(Proellocks, 2010). 

 

Buscando determinar el rol funcional de AMA1, Alexander y colaboradores encontraron que tres 

proteínas derivadas del cuello de las roptrias del parásito se asocian con AMA1 en el TJ durante la 

invasión. Utilizando técnicas de inmunoprecipitación y espectrometría de masas identificaron las tres 

proteínas que corresponden a las proteínas del cuello de las roptrias (RONs, por sus siglas en inglés): 

TgRON2 (~145 kDa), TgRON4 (~130 kDa) y Ts4705 (~110 y 45 kDa debido a un procesamiento 

proteolítico) (Alexander et al., 2005; Bradley et al., 2005). 

 

Estos resultados, similares a los obtenidos también por Lebrun y colaboradores (Lebrun et al., 2005), 

indican una cooperación entre proteínas (AMA1-RONs) de dos diferentes organelos (micronemas y 

roptrias) en el proceso de invasión. 

 

 
Figura 9. Localización del Tight Junction durante la invasión. A. Taquizoito invadiendo una célula huésped. B. 

Detección de SAG1 (proteína de membrana) con FITC. C. Detección de RON4 con rojo Texas seguido de la 

permeabilización con saponina. D. Combinación de las imágenes B y C, se observa la forma de anillo en la tinción de una de 

las proteínas pertenecientes al complejo del Moving Junction justo en la zona de contacto entre membranas del taquizoito y la 

célula huésped, como muestran las flechas. Modificado de: (Alexander et al., 2005). 

 

En un trabajo posterior, Straub y colaboradores caracterizaron las proteínas TgRON5, descrita 

previamente como Ts4705, y TgRON8 (>250 kDa) (sin homologo en Plasmodium) presentes en el 

complejo del TJ (Straub et al., 2009). TgRON8 es necesaria para el anclaje del parásito al 

citoesqueleto de la célula huésped, brindando estabilidad al complejo AMA1-RONs y permitiendo de 

esta manera la invasión (Straub et al., 2011). 

 

Con el fin de establecer la localización especifica de las proteínas RONs durante la invasión, Besteiro 

y colaboradores, sometieron las células infectadas a permeabilización diferencial con estreptolisina-O, 

seguido de un marcaje específico por inmunofluorescencia de epítopes expuestos a la cara externa de 
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la membrana de la vacuola parasitófora. A partir de los resultados obtenidos, ellos proponen un 

modelo en el que TgRON2 y TgRON5 son exportadas a la membrana de la célula huésped, mientras 

que TgRON4 y TgRON8 son translocadas al citoplasma de esta célula. De esta manera, TgRON2 y 

TgRON5 tienen una región expuesta a la superficie de la célula huésped, y TgRON2 actuaría como un 

receptor específico para el ectodominio de TgAMA1 (Fig. 10) (Besteiro et al., 2009; Lamarque et al., 

2011; Tyler and Boothroyd, 2011). 

 

 
Figura 10. Representación esquemática de la organización del MJ. Izquierda: AMA1 es secretada de los micronemas a la 

superficie del parásito, mientras que las RONs son secretadas desde el cuello de las roptrias a la membrana de la célula 

huésped, forman un complejo y RON2 actúa como receptor para AMA1. Derecha: Vista detallada del modelo de interacción 

entre las proteínas del TJ. Aquí se muestra una topología putativa para las proteínas RON2 y 5, basados en la predicción de 

dominios transmembranales con la herramienta ConPred II. Tomado de: (Besteiro et al., 2009).  
 

4.8. Tight Juntion en Plasmodium 

 

Se ha demostrado que la maquinaria y el proceso de invasión de los miembros del filo Apicomplexa es 

conservado (Proellocks et al., 2010), de manera que los estudios en Toxoplasma han sido 

fundamentales para identificar las proteínas que hacen parte del TJ en Plasmodium. 

 

Mediante microscopía electrónica de transmisión, los merozoitos de Plasmodium falciparum fueron 

visualizados en cada momento del ingreso a los eritrocitos, confirmando que las etapas de la invasión 

son similares a las definidas para otras especies de Plasmodium (Ladda et al., 1969; Bannister et al., 

1975; Aikawa et al., 1978; Riglar et al., 2011). Con la microscopía, se observa que la formación del TJ 

ocurre por la interacción entre las membranas de la célula huésped y parasitaria, y que se presenta 

desde la porción apical hasta la porción posterior del merozoito a medida que este ingresa al eritrocito 

(Fig. 11).  
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Figura 11. Microscopía electrónica de la invasión del merozoito de Plasmodium a los eritrocitos. Al lado izquierdo se 

muestran las diferentes etapas de la invasión por microscopía electrónica y al lado derecho se muestran las etapas respectivas 

a manera de diagrama. A. Se observa el contacto inicial entre el polo apical del merozoito (flecha) y el eritrocito. Las dos 

flechas muestran la cobertura superficial del merozoito. B. Se observa un engrosamiento de la membrana del eritrocito en el 

sitio de unión (flecha), el merozoito inicia su ingreso al eritrocito C. El merozoito continúa el ingreso al glóbulo rojo, se 

observa claramente la zona de unión fuerte entre las membranas del eritrocito y del merozoito (c) y en el diagrama se observa 

la formación del anillo característico. D. Se observan fibras finas entre las dos membranas. La unión fuerte entre membranas 

(c) se mueve a medida que el merozoito ingresa al eritrocito. E. El TJ se localiza siempre en el orificio de entrada al eritrocito 

y a medida que ingresa el parásito la unión se localiza en una porción más posterior de este. F. El ingreso del merozoito al 

eritrocito casi se ha completado, se observa un orificio pequeño (flecha) en la porción posterior del merozoito, el TJ ahora se 

encuentra en la parte posterior del merozoito. E, entrada del merozoito; Mz, Merozoito; A, polo apical; R, roptria, N, núcleo; 

M, mitocondria; c, Tight Junction. Modificado de: (Aikawa et al., 1978).  

 

 

Mediante ensayos de inmunoprecipitación y western blot utilizando anticuerpos dirigidos contra 

PfAMA1 (N5) y PfRON4 (24C6) se encontró que en Plasmodium al igual que en Toxoplasma, las 

proteínas PfRON4, PfRON2 y PfRON5 (Mal8P1.73) derivadas del cuello de las roptrias también se 

asocian con AMA1 en el TJ. En los inmunoprecipitados no se encontró la proteína homóloga a 

TgRON8, ni se encontraron secuencias homólogas en el genoma de Plasmodium, indicando su 

ausencia en este género (Figura 12) (Collins et al., 2009; Straub et al., 2009).  
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Figura 12. Inmunoprecipitación con anti-PfAMA1 y anti-PfRON4. El western blot muestra que los anticuerpos anti-

PfAMA1 (N5) y anti-PfRON4 (24C6) inmunoprecipitan con las proteínas PfRON2, PfRON4, PfRON5 (Mal8P1.73) y 

AMA1. NMS (suero de ratón normal), AAPs (proteínas asociadas a AMA1). Tomado de: (Collins et al., 2009). 
 

La inhibición de la invasión de merozoitos a eritrocitos producida por el anticuerpo 4G2 anti-AMA1 

(Collins et al., 2007) o el péptido R1 que se une al surco hidrofóbico de AMA1 (Richard et al., 2010) 

que bloquean la unión entre AMA1 y las RONs muestran la importancia de la formación del TJ en P. 

falciparum. 

 

Los ensayos de inmunoprecipitación con el anticuerpo monoclonal 4G2, dirigido contra un loop del 

dominio II de AMA1, muestran que AMA1 no co-precipita con las proteínas del cuello de las roptrias 

(RONs), sugiriendo que el anticuerpo 4G2 está dirigido contra la región de interacción entre AMA1 y 

las proteínas RONs (Fig. 13), evitando la formación del complejo y de esta manera la invasión. Sin 

embargo, se realizaron ensayos adicionales con la proteína AMA1 mutada y se identificó que la región 

de interacción entre AMA1-RONs corresponde al surco hidrofóbico del dominio I de AMA1, donde el 

residuo de tirosina en la posición 251 es crítico para la unión (Collins et al., 2009). Lo anterior indica 

que la inhibición de la invasión por parte del anticuerpo 4G2 no se presenta debido al bloqueo del sitio 

de interacción AMA1-RONs, sino a un impedimento estérico o a un cambio conformacional que 

impide la formación de esta interacción (Treeck et al., 2009) (Fig. 14). 

 

	  
Figura 13. El anticuerpo 4G2 no co-precipita con las 
proteínas RONs. El western blot muestra que el anticuerpo 

monoclonal anti-PfAMA1 no co-precipita con las proteínas 

asociadas a AMA1 (AAPs) o RONs. NMS (suero de ratón 

normal), N5 y 4G2 (anti-PfAMA1) y 24C6 (anti-PfRON4). 

Tomado de: (Collins et al., 2009). 
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Figura 14. Modo de acción propuesto para la inhibición de la invasión por parte del anticuerpo 4G2. a) El complejo de 

las RONs se une a la región hidrofóbica de PfAMA1 (representado en amarillo), donde la tirosina 251 juega un papel central. 

El anticuerpo 4G2 inhibe la unión de AMA1 al complejo de las RONs: b) Por impedimento estérico. c) Ó por la inducción o 

prevención de un cambio conformacional que afecta la integridad del surco hidrofóbico. DI, DII, DIII (dominios I, II y III del 

ectodominio de PfAMA1), CPD (dominio citoplásmico), AAPs (proteínas asociadas a AMA1). Tomado de: (Treeck et al., 

2009)	  
 

Se ha propuesto que el péptido R1 se une al surco hidrofóbico de AMA1 en el dominio I, previniendo 

su interacción con las RONs. Esto evita la subsecuente secreción del contenido de las proteínas del 

bulbo de las roptrias, necesarias en la generación de la vacuola parasitófora y en últimas la invasión 

(Richard et al., 2010) (Fig. 15). 
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Figura 15. Inhibición de la invasión por parte del péptido R1. 1) El extremo apical del merozoito se pone en contacto con 

la membrana de los eritrocitos, y el complejo de las proteínas RONs se transloca a la membrana del eritrocito, 2a) Cuando 

AMA-1 se une con las proteínas RONs se desencadena la secreción de los contenidos de las roptrias para formar la vacuola 

parasitófora, 2b) Cuando el péptido R1 se une a AMA1, evita la interacción de AMA1 con el complejo de las RONs y no hay 

invasión. 

 

Conociendo la importancia de la interacción AMA1-RONs y su participación en la formación del TJ y 

teniendo en cuenta lo descrito en T. gondii, en P. falciparum se han identificado las proteínas PfRON4 

(Alexander et al., 2006; Morahan et al., 2009), PfRON2 (Cao et al., 2009), PfRON6 (Proellocks et al., 

2009) y PfRON3 (Ito et al., 2011); de las dos últimas no se tiene evidencia de su presencia en el TJ 

(Proellocks et al., 2009; Ito et al., 2011). TgRON8 no tiene homólogo en P. falciparum (Straub et al., 

2009) y aunque PfRON5 ha sido detectada en el TJ, hasta el momento no ha sido caracterizada. 

 

 

 

 



	   20	  

5. HIPÓTESIS 

 

El gen que codifica para la proteína PfRON5 está presente en el genoma de la cepa FCB-2 de 

Plasmodium falciparum, se transcribe y se expresa. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Tipo de estudio 

 

El estudio desarrollado es de tipo experimental, en este trabajo, se identificó la proteína del cuello de 

las roptrias 5 en la cepa FCB-2 en Plasmodium falciparum (PfRON5) mediante métodos 

bioinformáticos y técnicas de biología molecular e inmunoquímica. 

 

6.2. Metodología 

 

6.2.1. Estudio del ADN genómico 

 

6.2.1.1. Extracción del ADN del parásito 

 

Se parte de un cultivo in vitro asincrónico de Plasmodium falciparum de la cepa FCB-2. La 

extracción de ADN se realizó con el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), siguiendo 

las recomendaciones del fabricante. Brevemente, en el primer paso se lisan los glóbulos rojos 

mediante la adición de la solución de lisis celular; en el segundo paso se adiciona una solución de 

lisis nuclear; en el tercer paso mediante la adición de la solución de precipitación se remueven las 

proteínas quedando el ADN en el sobrenadante después de una centrifugación; y por último, el ADN 

es precipitado mediante la adición de isopropanol. Posterior a la extracción, se verificó la integridad 

del ADN genómico por gel de agarosa al 1% en TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.002M, pH 8.5), 

teñido con SYBR® Safe (Invitrogen) (el cual se intercala entre las bases de ADN y permite su 

visualización con luz ultravioleta).  

 

6.2.1.2. Amplificación del ADN genómico  

 

Para la amplificación del ADN genómico, se utilizaron los siguientes primers: F4 5’-

CATATCTATAAAAGTTGGAGG-3’ y R4 5’- CAAATAATAAAAGAAAATGTAG-3’, los cuales 

amplifican un fragmento de ~2400 pb, cubriendo aproximadamente las últimas 2100 pb del gen 

PfRON5 y ~270 pb de región extragénica (Fig. 16). Se utilizó como control una región del gen 

PfRON2 de ~2377 pb, de 6570 pb que tiene el gen completo. La amplificación se realizó con los 

siguientes primers: PfRON2-F3 5’-CGAATGACAGTATGCTAAATG-3’ y PfRON2-R3: 5’-

ATTAACATAGATGTAGAATTAGC-3’ . 



	   22	  

Nota: Los primers utilizados en todas las reacciones de PCR en este trabajo fueron diseñados 

teniendo en cuenta la secuencia del gen Mal8P1.73, correspondiente a la secuencia de la cepa de 

referencia 3D7 obtenida de la base de datos PlasmoDB (www.plasmodb.org). Para su diseño se 

utilizó el programa Gene Runner y se les realizó un análisis por BLAST con el fin de descartar la 

hibridación con otras secuencias. 

 

 
 

Figura 16. Primers de amplificación ADN genómico. Se amplificaron aproximadamente las ultimas 2000 pb del ADN 

genómico total (~7669 pb) utilizando los primers F4 y R4. 
 

Las condiciones utilizadas fueron las siguientes, utilizando la enzima KAPA HiFi™ HotStart (KAPA 

BIOSYSTEMS), y siguiendo las instrucciones del fabricante: 

 

Reactivo Concentración final Volumen 

2x KAPA HiFi 

Ready Mix 
1X 12,5 μL 

Agua  7,5 μL 

Forward (5 μM) 0,3 μM 1,5 μL 

Reverse (5 μM) 0,3 μM 1,5 μL 

ADNg  2 μL 

Volumen final  25 μL 

 

El programa en el termociclador fue: 

 

Paso Temperatura Tiempo Número de ciclos 

Denaturación inicial 95ºC 5 min 1 

Denaturación 98ºC 20 s 

Anillaje 54ºC 15 s 

Extensión 72ºC 2 min y 30 s 

35 

Extensión final 72ºC 5 min 1 
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6.2.2. Estudio de la transcripción del gen que codifica para PfRON5 

 

6.2.2.1. Extracción de ARN 

 

El ARN fue extraído de esquizontes provenientes de un cultivo in vitro de Plasmodium falciparum de 

la cepa FCB-2, por el método de trizol (Chomczynski, 1993). Este método tiene cinco pasos: 1) 

Homogenización: se adiciona 1 mL de reactivo de TRIzol® (Invitrogen) por 5-10x106 células 

aproximadamente y se mezcla por pipeteo. Este reactivo es una solución monofásica de fenol e 

isotiocianato de guanidina que mantiene la integridad de ARN mientras lisa las células y disuelve los 

componentes celulares. 2) Formación de las fases: se adiciona 0,2 mL de cloroformo por 1 mL de 

reactivo de TRIzol®. Después de centrifugar se observan dos fases por diferencia de densidad; la fase 

fenólica orgánica, contiene al ADN y restos de proteínas desnaturalizadas, y la fase superior acuosa 

que contiene el ARN. 3) Precipitación de ARN: la fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo y se 

adiciona 0,5 mL de isopropanol por mL de TRIzol®, se incuba por 10 min. a 4ºC y se centrifuga. 4) 

Lavado del ARN: se adiciona 1 mL de etanol al 75% por mL de TRIzol®, se mezcla por vortex y se 

vuelve a centrifugar. 5) Resuspensión del ARN: El pellet de ARN se resuspende en 20-50 μL de agua 

libre de RNAsas por pipeteo, se incuba 10 min. de 55 a 60ºC y se almacena a -70ºC. 

 

6.2.2.2. Síntesis de ADN copia (ADNc) 

 

La síntesis se llevó a cabo con la enzima Super-Script III (Invitrogen) con primers random, los 

reactivos fueron utilizados de la siguiente manera: 

 

Reactivo Volumen  

ARN 5 μL 

Primers random 1 μL 

dNTPs (10 mM) 1 μL 

Agua 3 μL 

Volumen final 10 μL 

 

Se colocó la mezcla en el termociclador con un programa de 65ºC por 5 min y posteriormente se 

incubó en hielo 1 min. 

 

Luego, se agregaron los siguientes reactivos: 
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Reactivo Volumen  

Buffer (10X) 2 μL 

MgCl2 (25mM) 4 μL 

DTT 2 μL 

RNAsa out 1 μL 

Super Script III 1 μL 

Volumen final 10 μL 

 

Se llevó al termociclador de nuevo con un programa de 60 min a 50ºC y se inactivó la enzima a 70ºC. 

Por último, se adicionó 1μL de RNAsa H y se incubó a 37ºC por 20 min. 

 

6.2.2.3. Amplificación ADNc de PfRON5 

 

Se realizó la amplificación específica del transcrito completo de PfRON5 (~3468 pb). Se probaron 

diferentes diluciones del ADNc: 1/5, 1/10 y 1/20, obteniéndose el producto esperado en las dos 

últimas diluciones. Los primers utilizados fueron: pEXP5-F (5’-

ATGTTGAAATACACTTTGCTCAT-3′) y pEXP5-R (5’-AGGTATTCTAGTGTGTACAATAA-3’), 

y se usó la enzima TAQXpediteTM (EPICENTRE Biotechnologies). Las condiciones de PCR fueron 

las siguientes: 

 

Reactivo Concentración final Volumen 

TAQXpedite PCR master Mix 1X 12,5 μL 

Agua  6,5 μL 

Forward (5 μM) 0,5 μM 2,5 μL 

Reverse (5 μM) 0,5 μM 2,5 μL 

ADN copia dil. 1/20  1 μL 

Volumen final - 25 μL 

 

El programa en el termociclador fue: 

 

Paso Temperatura Tiempo Número de ciclos 

Denaturación inicial 95ºC 30 s 1 

Denaturación 95ºC 10 s 

Anillaje 60ºC 10 s 

Extensión 72ºC 2 min 

35 
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6.2.2.4. Purificación del producto de PCR obtenido de la amplificación del ADNc. 

 

El kit empleado para la purificación fue UltraCleanTM PCR Clean-upTM de MO BIO Laboratories, Inc. 

El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante. En resumen, se agregan 5 volúmenes de 

solución salina tamponada (SpinBind) al producto de PCR con el fin de mantenerlo en un rango de pH 

entre 6-7,5 para la eliminación de los primers. Luego esta mezcla se transfiere a un filtro (spin filter 

unit) y se centrifuga, quedando adherido el ADN a la membrana del filtro y eliminando componentes 

de la reacción de PCR como dNTPs y enzima. Posteriormente, se agrega una solución de lavado a 

base de etanol para eliminar rastros de contaminantes y se centrifuga. Por último, se adiciona buffer de 

elución (Tris 10mM) para desprender el ADN purificado de la membrana del filtro. 

 

Los productos de PCR purificados se corrieron en un gel de agarosa utilizando un patrón de peso 

molecular (Hyperladder III, BIOLINE). 

 

6.2.2.5. Adenilación. 

 

Para realizar más adelante la clonación tipo TA-cloning y debido a que la enzima Taq polimerasa que 

se empleó para la amplificación no adiciona una adenina al final de producto amplificado, es necesario 

adenilar. Para esto, se utilizaron las siguientes condiciones, utilizando la enzima BIOLASETM 

(BIOLINE): 

 

Reactivo Volumen  

Producto de PCR 4 μL 

Buffer (10X) 1 μL 

MgCl2  0,5 μL 

dATPs 2 μL 

ADN polimerasa  1 μL 

Agua 1,5 μL 

Volumen final 10 μL 

 

Se llevó al termociclador con un programa de 45 min a 70ºC. 

 

6.2.2.6. Ligación 

 

El producto de PCR purificado se ligó al plásmido pEXP5- CT/TOPO® TA (Invitrogen); para ello se 

utilizó un kit con el mismo nombre, el cual tiene una topoisomerasa I del virus Vaccinia que reconoce 
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la secuencia específica CCCTT y cliva el enlace fosfodiéster en una hebra. La energía por el 

rompimiento del enlace se conserva por la formación de un enlace entre el fosfato 3’ de la hebra 

clivada y un residuo tirosil (Tyr-274) de la topoisomerasa I. Este enlace puede ser atacado por un 

hidroxil 5’ de la hebra clivada, revirtiendo el proceso y liberando la topoisomerasa. Este mecanismo es 

utilizado para obtener mayor eficiencia en la clonación (Invitrogen, 2005-2006) (Fig. 17).  

 

 

 
 
Figura 17. Acción de la topoisomerasa I en el kit pEXP5- CT/TOPO® TA 

(Invitrogen). Nótese que el residuo 274 de tirosina actúa en la formación del enlace con 

la hebra clivada.  

 

Para la ligación se utilizaron las siguientes condiciones: 

 

Reactivo Volumen  

Producto de PCR 4 μL 

Solución Salina 1 μL 

Agua 0,5 μL 

Vector TOPO® 0,5 μL 

Volumen final 6 μL 

 

Luego se dejó 45 min a temperatura ambiente. 

 

6.2.2.7. Transformación 

 

Una vez realizada la ligación, se procedió a introducir el plásmido a un sistema bacteriano con el 

objetivo de obtener varias copias de éste que contengan la región codificante del gen de interés 

(PfRON5); para ello, se utilizaron células competentes de E. coli (TOP10). Brevemente, se mezclaron 

2 μL de la reacción de ligación con 100 μL de las células competentes y 100 μL de KCM (KCl 3M, 

CaCl2 1M, MgCl2 1M) en hielo por 20 min, luego se realizó un choque térmico colocando la reacción 

a 42°C por 30 s para permitir la entrada del plásmido a la bacteria; pasado este tiempo, se puso en 

hielo nuevamente por 5 min. Se adicionaron 250 μL de medio S.O.C. y se llevó al shaker a 200 rpm, 

37°C por 1 h. Por último se plaqueó en agar LB (Luria Bertani) con ampicilina como medio de 

selección debido a que el vector confiere el gen de resistencia a este antibiótico (Fig. 18). Las cajas se 

colocaron a 37°C toda la noche. 
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Figura 18. Carta del vector pEXP5- CT/TOPO® TA 

(Invitrogen). Se observa el gen que confiere la resistencia a 

ampicilina y la región donde queda insertado el producto de PCR de 

interés. 

 

 

Se realizó una PCR de colonia para confirmar las colonias recombinantes. Se utilizaron primers: T7 

(del vector) (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) y E8 (interno) (5’-

TAAAACGACATCAGCACTAG-3’), con un fragmento esperado de 1300 pb. Se utilizaron las 

siguientes condiciones con la enzima BIOLASETM (BIOLINE): 

 

Reactivo Concentración final Volumen 

Agua - 4,4 μL 

Buffer 10X 0,4X 1 μL 

MgCl2 50mM 1mM 0,5 μL 

T7 (5 μM) 0,2 μM 1 μL 

E8 (5 μM) 0,2 μM 1 μL 

dNTPs (1,25mM) 0,1 mM 2 μL 

Enzima 500 U 2 U 0,1 

Volumen final - 10 μL 

 

 

El programa en el termociclador fue: 

 

Paso Temperatura Tiempo Número de ciclos 

Denaturación inicial 95ºC 5 min 1 

Denaturación 98ºC 20 s 

Anillaje 54ºC 15 s 

Extensión 72C 2 min y 30 s 

35 

Extensión final 72ºC 5 min 1 
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6.2.2.8. Extracción y purificación del ADN plasmídico 

 

Las colonias recombinantes se sembraron en 6 mL de medio líquido Luria Bertani (LB) con 

ampicilina toda la noche y luego se les adiciono glicerol para su conservación (la mezcla es 850 μL de 

cultivo y 150μL de glicerol estéril y se almacenaron a -70°C). Posterior a ello se realizó la extracción 

y purificación del ADN plasmídico utilizando el kit Ultra Clean 6 Minute Plasmid prep (MOBIO 

Laboratories). Este procedimiento involucra la centrifugación de las bacterias por 10 min a 13000 

rpm, para luego descartar el sobrenadante. El pellet celular es resuspendido en la solución de 

resuspensión que contiene RNAsa, posteriormente se realiza la lisis alcalina de las bacterias 

adicionando la solución de lisis que contiene SDS para denaturar las proteínas de membrana y efectuar 

la lisis y tiene pH 12 en el cual la RNAsa es activa. Seguido a esto, se adiciona la solución de 

neutralización (acetato de potasio) que forma un precipitado cuando interactúa con el SDS, el cual a su 

vez, co-precipita con las proteínas denaturalizadas. Al centrifugar, las proteínas quedan en el pellet. Se 

pasa el sobrenadante a un filtro, de manera que el ADN quede adherido a este. Luego, se adiciona una 

solución con etanol para limpiar del ADN de impurezas, y por último, se adiciona una solución con 

10mM de Tris pata eluir de ADN del filtro. 

 

Se verificó la integridad y se observó la concentración del ADN plasmídico en geles de agarosa al 1% 

teñido con SYBR® Safe (Invitrogen), utilizando un patrón de peso molecular (Hyperladder III, 

BIOLINE). 

 

6.2.2.9. Secuenciación 

 

El ADN plasmídico obtenido es enviado a secuenciación automática a Macrogen Inc (Seoul, Korea), 

usando los primers del vector: T7 Forward 5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′ y pEXP5-CT-Sec-

rev 5′-CAAGGGGTTATGCTAGTTAT-3′, y los siguientes primers internos: 1R 5′-

TAAAACGACATCAGCACTAG-3′, 2F 5′-TCAAAAACGGCACAAAGAAG-3′, 2R 5′-

TATCAACGGCAATTCTTAAAAT-3′ y 3F 5′-ACAAAGATAAGTATAAGAAAAC-3′ (Fig. 19).  
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Figura 19. Representación gráfica de los primers utilizados para secuenciación del ADNc de PfRON5. Se muestran los 

primers distribuidos a lo largo de la secuencia del ADN copia de ~3468 pb. Se utilizaron dos primers externos sobre la 

secuencia del vector para evitar la pérdida de los primeros y últimos nucleótidos en la secuenciación.  

 

6.2.3. Estudio bioinformático 

 

La secuencia del ADN genómico reportada en base de datos PlasmoDB fue analizada con el software 

Spidey (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey) para predecir el número de exones. La búsqueda de 

secuencias homólogas a PfRON5 en otros miembros del filo Apicomplexa y en otra especies de 

Plasmodium se realizó mediante la herramienta BLASTP de las bases de datos de NCBI y EuPath 

(Altschul et al., 1990; Aurrecoechea et al., 2007).  

 

En este trabajo, los alineamientos realizados, tanto para nucleótidos como para aminoácidos se 

realizaron con la herramienta Clustal W (Thompson et al., 1994). Para establecer el grado de 

homología entre cada secuencia encontrada y PfRON5, teniendo en cuenta el porcentaje de identidad 

y similitud, se utilizó el software clustalW pairwise del EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/) . 

 

Para la construcción de árboles filogenéticos de aminoácidos con las secuencias homólogas 

encontradas se utilizaron los métodos de Neighbor Joining, Máxima Parsimonia y Mínima Evolución 

(Cavalli-Sforza, 1967; Saitou and Nei, 1987; Nakhleh et al., 2005), incluidos en el software Mega 4.0 

(Tamura et al., 2007). Cada método se corrió con el modelo de Poisson, con 1000 réplicas de 

Bootstrap (para asignar valores de confianza a los nodos de las ramas de los árboles), y teniendo en 

cuenta los gaps (pairwise deletion) o ignorando los gaps (complete deletion). 

 

La búsqueda de péptido señal se realizó con Polyphobius e InterProScan (Kall et al., 2005; Quevillon 

et al., 2005) y la búsqueda de dominios transmembranales (TMs) se realizó con los predictores: 

Phobius, TMpred, TMHMM, ConpredII y Polyphobius (Hofmann K and Stoffel, 1993; Krogh et al., 

2001; Arai et al., 2004; Kall et al., 2004; Kall et al., 2005).  

 

6.2.4. Obtención de anticuerpos anti-PfRON5 

 

6.2.4.1. Selección y síntesis de los péptidos a inocular 

 

Con el fin de obtener anticuerpos dirigidos hacia la proteína PfRON5 y llevar a cabo estudios 

posteriores de expresión, se seleccionaron 3 péptidos para sintetizarlos e inocularlos en conejos. La 



	   30	  

selección de los péptidos se realizó teniendo en cuenta dos programas de predicción para epítopes B: 

ANTHEPROT, el cual involucra parámetros de antigenicidad de Parker, hidrofilicidad y accesibilidad 

al solvente (Deleage et al., 2001) y BepiPred, el cual a partir de modelos ocultos de Markov, predice 

los residuos que pueden ser parte de un epítope lineal para células B (Larsen et al., 2006). Teniendo en 

cuenta los péptidos con mejores puntajes para los dos programas, se seleccionaron 3 péptidos de 20 

residuos cada uno, localizados a lo largo de la proteína (en la región N-terminal, C-terminal y en el 

centro). Los péptidos escogidos se sintetizaron por medio de síntesis múltiple en fase sólida t-Boc/Bzl 

(Merrifield, 1963; Houghten, 1985), y se analizaron por cromatografía liquida de alta eficiencia en 

fase reversa (RP-HPLC) y espectrometría de masas MALDI-TOF. A cada péptido se le adicionaron 

residuos de glicina y cisteína en la región N y C terminal para permitir la polimerización (Lioy et al., 

2001).  

 

6.2.4.2. Esquema de inmunización  

 

Dos conejos Nueva Zelanda fueron inoculados intramuscularmente con una mezcla de los 3 péptidos 

escogidos (250 μg por péptido), emulsificados con adyuvante completo de Freund para la primera 

dosis. Para las dosis siguientes se utilizó adyuvante incompleto de Freund, las cuales se efectuaron en 

los días 20 y 40 después de la primera inoculación. Se obtuvo sangre total de los conejos antes de la 

primera inmunización (pre-inmune), y 20 días después de cada inmunización (post-primera, post-

segunda e hiper-inmune, respectivamente). Luego  de centrifugar dos veces se obtuvo el suero de los 

conejos con anticuerpos policlonales contra los péptidos inoculados. 

 

6.2.4.3. Adsorción de los sueros de conejo  

 

Los sueros de conejo obtenidos fueron adsorbidos pasándolos por columnas del sefarosa acopladas 

con sonicado de Escherichia coli, lisado de eritrocitos de conejo y al péptido sintético SPf66 

(Patarroyo et al., 1987); con el fin de eliminar anticuerpos inespecíficos. 

 

Para la preparación del sonicado de E. coli, un inóculo de la cepa DH5a se puso a crecer toda la noche 

en medio LB. Al día siguiente se obtuvieron las bacterias por centrifugación, se resuspendieron en un 

coctel de proteasas (Pepstatina, leupeptina, PMSF, RNAsa, DNAsa, lisozima), y se incubaron en 

agitación por 25 min a 37°C. Se sonicó por 3 min a 80% de amplitud, se centrifugó y el sobrenadante 

fue resuspendido en buffer de acoplamiento (NaHCO3 al 1.0 M y NaCl al 0.5 M pH 8.3). Para la 

preparación de los eritrocitos de conejo, se aislaron eritrocitos de conejos sin inocular y se lisaron con 

saponina al 0,2% (Sigma) y también se resuspendieron en buffer de acoplamiento.  
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El sonicado de E. coli, el lisado de eritrocitos de conejo y el péptido sintético SPf66 (Patarroyo et al., 

1987; Patarroyo et al., 1988) fueron acoplados de manera individual a una columna de sefarosa 4B 

activada con bromuro de cianógeno (CNBr) (Amersham Biosciences) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante. Brevemente, se disuelve el ligando (sonicado, lisado y péptido) en buffer de 

acoplamiento (5mL/g de polvo seco), teniendo en cuenta que por mL de columna se necesitan 5 mg de 

proteína. Se adiciona esta solución a la resina activada previamente con HCl 1mM y se deja toda la 

noche en agitación a 4°C. Al día siguiente se hacen lavados con buffer de acoplamiento, se adiciona 

buffer de bloqueo (Tris-HCl 0.1M pH 8), y se deja en agitación 2h a temperatura ambiente. Se realizan 

5 lavados utilizando soluciones alternadas de pH: pH 4 (CH3COONa 0.1M, NaCl 0.5M) y pH 8 (Tris-

HCl 0.1M, NaCl 0.5M).  

 

Los sueros obtenidos de los conejos por las respectivas sangrías fueron adsorbidos con estas columnas 

con el fin de remover anticuerpos inespecíficos.  

 

6.2.4.4. Inmunogenicidad de los péptidos inoculados. 

 

Para determinar la inmunogenicidad de los péptidos inoculados se realizó un ensayo de ELISA. Para 

este ensayo se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 1) las placas de ELISA fueron recubiertas con 

10 μg/mL de cada uno de los péptidos inoculados (36924, 36923 y 36926) y se incubaron a 37 °C por 

1 h, toda la noche a 4 °C, y de nuevo a 37 °C por 1h. 2) Las placas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 

0.05% y se incubaron con 0.5% de leche descremada en PBS-Tween 0.05% por 1h a temperatura 

ambiente. 3) Los sueros (69 y 73) fueron adicionados a la placa por duplicado en una dilución 1:100, 

se incubó por 1 h a 37 °C y se lavó 5 veces con PBS-Tween 0.05% para remover el exceso de 

anticuerpo no unido a los péptidos. 4) Se adicionó un anticuerpo tipo IgG de cabra anti-conejo 

acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories) diluido 1:5000 y se incubó 1 h a 37 °C, se realizaron de 

nuevo 5 lavados. 5) Se reveló con el kit TMB Microwell Peroxidase Substrate System (KPL 

Laboratories). Las absorbancias fueron leídas a 620 nm en un lector de ELISA (Lab Systems 

Multiskan MS). 

 

6.2.5. Análisis de la expresión de la proteína PfRON5. 

 

6.2.5.1. SDS-PAGE y western blot 

 

Partiendo de un cultivo in vitro de Plasmodium falciparum de la cepa FCB-2 sincronizado con 

sorbitol, se obtuvieron eritrocitos infectados con parásitos en varios estadios del ciclo eritrocítico: 
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anillos (4–8 h), trofozoitos jóvenes (19–24 h), trofozoitos maduros (26–31 h), esquizontes (42–47 h) y 

merozoitos libres (Mz). Los eritrocitos infectados con cada estadio parasitario fueron lavados con 

PBS, lisados con saponina al 0.2% (Sigma), y tratados con buffer de lisis (PMSF 100 mM, SDS al 

20%, EDTA 0.5M pH 8.3 y yodoacetamida 100 mM). Las proteínas de cada lisado fueron 

cuantificadas con el método micro-BSA (Thermo Scientific).  

 

La separación de proteínas de cada estadio del parásito fue realizada en un gel de poliacrilamida al 5% 

bajo condiciones denaturantes. Se sembraron 2 mg de proteína para cada gel y se corrieron a un 

voltaje constante de 120 voltios (v). Luego se realizó la transferencia de proteínas a una membrana de 

nitrocelulosa (Trans-Blot, Bio-Rad) por 200 min a 12 v, la cual fue confirmada con la coloración con 

rojo Ponceau. 

 

Para el análisis por western blot, la membrana transferida de nitrocelulosa fue bloqueada con leche al 

5% en TBS-Tween (TBS-T) 0.05% y lavada con TBS-T. Los sueros pre-inmunes e hiper-inmunes 

fueron adicionados cada uno a una tira de membrana transferida en una dilución de 1:40 en solución 

bloqueadora por 1 h. Después de realizar lavados con TBS-T, se adicionó un anticuerpo de cabra tipo 

IgG anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina en dilución 1:5000 (ICN Biomedicals) y se volvió a 

incubar por 1h. Seguido a esto, se adicionó la solución activadora (Tris-HCl 100mM, NaCl 150 mM y 

MgCl2 1mM) por 20 min, y la detección se realizó con el kit NBT/ BCIP (Promega). 

 

La especificidad del reconocimiento de los sueros anti-péptidos por los péptidos inoculados se 

determinó en un ensayo similar al anterior, excepto que los sueros hiper-inmunes fueron incubados 

con una mezcla de 400 mM de cada péptido inoculado por 1 h a 37ºC antes de ser adicionados en el 

western blot. 

 

6.2.5.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

 

Se realizaron extendidos de glóbulos rojos infectados con Plasmodium falciparum (cepa FCB-2) 

provenientes de un cultivo in vitro con 5% de parasitemia (esquizontes maduros). Los extendidos se 

dejaron secar y se guardaron a -70ºC, con el fin de obtener antígeno adecuado para realizar la 

inmunofluorescencia. 

 

Para la IFI, los extendidos se fijaron con formaldehído al 4% por 10 min, se permeabilizó con Tritón 

X-100 al 0.1% (Sigma) en PBS y se bloqueó con BSA-PBS 1% por 30 min a 37 °C. Posteriormente, 

los sueros de conejo previamente preabsorbidos se utilizaron como anticuerpo primario en una 
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dilución 1:40 en PBS–BSA 1%. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo de cabra tipo 

IgG anti-conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceína (Vector Laboratories) en una dilución 

1:30 en PBS-BSA 1%, seguido de la adición de 2 μg/mL de DAPI (Sigma). Las láminas fueron 

analizadas en un microscopio de fluorescencia Olympus BX51. Las imágenes se obtuvieron con una 

cámara Olympus DP2 y se realizó la sobreposición de las imágenes con el software Volocity (Perkin 

Elmer). 

 

6.2.5.3. Microscopía Inmunoelectrónica. 

 

Para la preparación de las láminas, se obtuvieron merozoitos del cultivo in vitro de la cepa FCB-2 de 

Plasmodium falciparum y se centrifugaron a 1000 rpm por 2 min. Se eliminó el sobrenadante, al pellet 

se le adicionó paraformaldehído 4% y glutaraldehído 0,5%. Se retiró la solución anterior y se adicionó 

etanol al 50%, al 70%, al 90% y al 100% cada una por 15 min. Inmediatamente, se dejó en etanol y 

resina (LR white) en relación 1:1 toda la noche. Al día siguiente se dejó en resina al 100% toda la 

noche. Luego, se hizo el cambio por una resina nueva y se dejó a 37°C por 48 h, hasta que 

polimerizara. Por último, se realizaron cortes ultrafinos de 60 nm, los cuales fueron montados sobre 

rejillas de níquel de 300 mesh cubiertas con membranas de soporte de colodión. 

 

Para el inmunomarcaje, se realizó un bloqueo con SFB 5%-Tween 20-1%. Como anticuerpo primario 

se utilizó el suero 73 y se incubó 1h a 4 °C. Seguidamente, se adicionó un anticuerpo tipo IgG anti-

conejo acoplado a perlas de oro de 10 nm y se dejó 1h a temperatura ambiente. Por último, se adicionó 

el líquido de contraste (6% acetato de uranilo) por 5 min antes de realizar la lectura en el microscopio 

electrónico de transmisión Hitachi Hu-12A.  
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7. ASPECTOS ÉTICOS 

 

Para la elaboración de este trabajo, se utilizaron dos conejos Nueva Zelanda con el fin de obtener 

anticuerpos policlonales contra péptidos derivados de la proteína PfRON5. El manejo de estos 

animales, se realizó teniendo en cuenta el título V: La investigación biomédica con animales, de La 

Resolución Número 8430 de 1993, proclamada por el Ministerio de salud de Colombia. La 

Declaración Universal de los derechos del animal, proclamada el 15 de octubre de 1978 y aprobada 

por la Organización de las Naciones Unidas para la Educación, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) y, 

posteriormente, por la Organización de las Naciones Unidas (ONU), y el Estatuto Nacional de 

Protección animal (Ley 84 de 1989), proclamada por el Congreso de la República de Colombia. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1. Obtención del ADN parasitario y amplificación del gen PfRON5 

 

El ADN genómico extraído fue evaluado en un gel de agarosa al 1% (Fig. 20A), donde se observa 

buena concentración de ADN y la ausencia de degradación. Posteriormente, se amplificó un fragmento 

de ~2400 pb utilizando primers específicos, cubriendo las últimas ~2100 pb del gen PfRON5 y ~270 

pb de región extragénica (Fig. 20B).  

 

   
Figura 20. Extracción del ADN genómico y amplificación de un fragmento del gen PfRON5. A. Se observan tres 

extracciones de ADN con el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). B. Amplificación del gen PfRON5, se 

observa una banda con el peso esperado de ~2400 pb en el carril 1, correspondiente a un fragmento del gen PfRON5, En el 

carril 2, se observa el control positivo correspondiente a un fragmento del gen PfRON2 de un peso esperado de ~2377 pb. 

Carril 3: control negativo. 

 

8.2. Estudio de la transcripción del gen que codifica para PfRON5 

 

8.2.1. Amplificación ADNc de PfRON5 

 

Se llevó a cabo la amplificación del ADNc de PfRON5, la cual fue evaluada en un gel de agarosa al 

1%, donde se observa una banda de ~3468 pb correspondiente con el peso esperado para el ADNc en 

su totalidad (Fig. 21). 
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Figura 21. El gen que codifica para PfRON5 se transcribe. La 

línea 1 muestra un producto amplificado de ~3468 pb, la línea 2 

muestra el patrón de peso molecular.  

 

8.2.2. Clonación 

 

La región codificante del gen PfRON5 obtenida por la amplificación específica del ADNc sintetizado, 

se insertó en el vector  pEXP5- CT/TOPO® TA (Invitrogen) y con este plásmido se transformaron 

bacterias competentes TOP10 de E. coli. En la transformación se obtuvieron varias colonias blancas, 

se tomaron 10 colonias y a cada una se les realizó PCR, obteniendo un producto esperado de 

amplificación de 1300 pb (Fig. 22). Se escogieron al azar 3 de las colonias recombinantes de PCRs 

independientes para extraer el ADN plasmídico, el cual fue evaluado mediante gel de agarosa (Fig. 23) 

y fueron enviados a secuenciación. 

 

 
Figura 22. Confirmación de las bacterias recombinantes. Los carriles del 1-10 corresponden a la amplificación de 10 

colonias transformadas, de las cuales nueve de diez colonias fueron positivas, con un producto esperado de ~1300 pb, PPM: 

patrón de peso molecular.  
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                                                                  Figura 23. Extracción ADN plasmídico de colonias recombinantes. Los  

                                                                  carriles 1 y 2 muestran el ADN plasmídico obtenido. PPM: patrón de peso 

                                                                  molecular.  

 

8.2.3. Análisis de la secuencia PfRON5. 

 

El ADN plasmídico proveniente de tres PCR originales diferentes se envió a secuenciar con el fin de 

obtener una secuencia consenso para la secuencia codificante del gen PfRON5 en la cepa FCB-2. Se 

consideró que existía un cambio en la secuencia respecto a la secuencia de la cepa de referencia 3D7 

cuando el cambio estaba presente en los 3 clonos secuenciados. La secuencia consenso se reportó en la 

base de datos del GenBank con el número de acceso HQ424431.  

 

El alineamiento de la secuencia consenso de la cepa FCB-2, junto con la cepa de referencia 3D7 

muestra cuatro sustituciones nucleotídicas que producen el cambio en tres aminoácidos: Pro92Ser, 

Phe266Leu y Glu1015Asp.  

 

Adicionalmente, se envió a secuenciar la región codificante del gen PfRON5 en la cepa Pas-2 a partir 

de producto de PCR. Al realizar el alineamiento entre las cepas FCB-2, Pas-2 y 3D7 de referencia, se 

encontraron los mismos cambios observados anteriormente para la cepa FCB-2 y un cambio adicional: 

Gln848Arg (Tabla 1 y anexo 1). Esto indica alto grado de conservación de la proteína en estas cepas 

de Plasmodium falciparum.  
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Tabla 1. Cambios en la secuencia del ADNc y de la proteína de PfRON5 de las cepas FCB-2 y Pas-2, 

respecto a la cepa de referencia (3D7).  

 
Tabla 1. Para la cepa FCB-2, se encontraron 4 sustituciones de nucleótidos correspondientes a tres cambios de aminoácidos, 

para la cepa Pas-2, se encontraron los mismos cambios con una sustitución adicional resaltada en rojo. 

 

8.3. Estudio bioinformático. 

 

Según lo reportado en PlasmoDB, el gen Mal8p1.73 que codifica para la proteína PfRON5, se 

encuentra localizado en el cromosoma 8 y tiene una longitud de ~7669pb, el cual se trascribe en un 

ARN mensajero de 3471pb. Los resultados del software Spidey y lo observado en PlasmoDB 

muestran que este gen tiene 31 exones (Tabla 2 y Fig. 24).  

 

 
Figura 24. Representación esquemática del ADN genómico. Se muestra la distribución de los 31 exones a lo largo de la 

secuencia de 7669 pb  La flecha indica el sentido de la transcripción. 

 

La búsqueda de secuencias homólogas al gen Mal8P1.73 por BLASTP permitió encontrar homólogos 

en las siguientes especies de Plasmodium (códigos de la base de datos PlasmoDB): P. vivax cepa Sal-1 

(PVX_089530), P. knowlesi cepa H (PKH_051420), P. berghei cepa ANKA (PBANKA_071310), P. 

yoelii cepa 17XNL (PY02282), y P. chabaudii (PCHAS_072220). Y se encontraron los siguientes 

homólogos en otros géneros (códigos del NCBI): Babesia bovis (XP_001611063.1), Theileria 

annulata (XP_953613.1), Theileria parva cepa Muguga (XP_766682.1), Toxoplasma gondii 

(ACY08774.1), y Neospora caninum (NCLIV_055360, base de datos ToxoDB).  
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Tabla 2. Organización de los exones en el gen PfRON5.  

 

Organización de los exones en el gen PfRON5.  
Número de exón ADN (pb) ARN (pb) Longitud (pb) 

Exon 1 1-60 1-60 60 
Exon 2 168-245 61-138 78 
Exon 3 381-494 139-252 114 
Exon 4 779-811 253-285 33 
Exon 5 988-1014 286-312 27 
Exon 6 1163-1351 313-501 189 
Exon 7 1505-1564 502-561 60 
Exon 8 1666-1740 562-636 75 
Exon 9 1938-2003 637-702 66 

Exon 10 2146-2226 703-783 81 
Exon 11 2371-2493 784-906 123 
Exon 12 2584-2664 907-987 81 
Exon 13 2779-2901 988-1110 123 
Exon 14 3026-3219 1111-1304 194 
Exon 15 3419-3809 1305-1694 390 
Exon 16 4033-4407 1695-2069 375 
Exon 17 4539-4916 2070-2447 378 
Exon 18 5093-5311 2448-2666 219 
Exon 19 5410-5484 2667-2741 75 
Exon 20 5624-5662 2742-2780 39 
Exon 21 5801-5833 2781-2813 33 
Exon 22 5931-5960 2814-2843 30 
Exon 23 6091-6123 2844-2876 33 
Exon 24 6263-6319 2877-2933 57 
Exon 25 6427-6471 2934-2978 45 
Exon 26 6561-6626 2979-3044 66 
Exon 27 6786-6860 3045-3119 75 
Exon 28 6977-7048 3120-3191 72 
Exon 29 7146-7208 3192-3254 63 
Exon 30 7328-7429 3255-3356 102 
Exon 31 7557-7669 3357-3468 112 

 

El alineamiento de las secuencias de proteínas ortólogas realizado con clustalW muestra que la región 

C-terminal es más conservada que en la región N-terminal, y que la longitud de las secuencias es 

mayor en los géneros mas ancestrales (Neosora, Theileria y Toxoplasma) (Anexo 2). El alineamiento 

realizado con las secuencias de Plasmodium, muestra un alto grado de conservación entre especies 

(Fig. 25). 



	   40	  

 
Figura 25. Alineamiento de las secuencias de las proteínas RON5 en diferentes especies de Plasmodium. El sombreado 

indica el porcentaje de identidad. Las letras blancas sobre un fondo negro representa los residuos con 100% de identidad; las 

letras blancas sobre un fondo gris representan los residuos con 80% de identidad; y las letras negras sobre un fondo gris 

representan los residuos con el 60% de identidad. Pf, Plasmodium falciparum; Pb, Plasmodium berghei; Pc, Plasmodium 

chabaudi; Pv, Plasmodium vivax; Pk, Plasmodium knowlesi. 
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Se realizó otro alineamiento comparando las secuencias de las diferentes proteínas del cuello de las 

roptrias identificadas en Plasmodium falciparum (PfRON2, PfRON4, PfRON3, PfRON5 y PfRON6) 

(Anexo 3), y no se observó similitud entre ellas, lo cual indica que estas proteínas no pertenecen a una 

familia génica, y el hecho de que todas sean denominadas RONs se relaciona únicamente por la 

localización compartida entre ellas. 

 

La búsqueda del porcentaje de identidad (I) y similitud (S) entre cada proteína ortóloga con la 

PfRON5 mostró los siguientes valores en orden descendente: P. vivax (I 68.7% y S 84.8%), P. 

knowlesi (I 68,3% y S 84,3%), P. chabaudi (I 57,4% y S 76,1%), P. berghei (I 57% y S 75,7%), P. 

yoelii (I 32,9% y S 42,7%), B. Bovis (I 18,6% y S 33,8%), Theileria annulata (I 17,1% y S 31,7%), 

Theileria parva (I 14,7% t S 27,3%), Neospora caninum (I 15,8% y S 29%) y Toxoplasma gondii (I 

14,1% y S 26,5%).  

 

A partir de las secuencias ortólogas encontradas, se construyeron árboles filogenéticos con los 

métodos Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987), Máxima parsimonia (Nakhleh L, 2005) y Mínima 

evolución (Cavalli-Sforza LL, 1967) incluidos en el software Mega 4.0 (Tamura et al., 2007). Los 

árboles construidos por los tres métodos muestran una topología similar, tanto con pairwise deletion 

como con complete deletion (anexo 4). La mayoría de los nodos de los árboles fueron soportados por 

valores significativos de Bootstrap (>70%) (Hillis and Bull, 1993), sin embargo, se escogió el árbol 

con mayor valor de Bootstrap para todas las ramas (Fig. 26). El árbol muestra tres clados dentro de 

los cuales se observa que el género Plasmodium es parafilético respecto a los géneros Babesia y 

Theileria. Dentro de la agrupación de especies de Plasmodium se observan dos ramas, una contiene 

las especies que infectan primates (P. vivax, P. knowlesi y P. falciparum) y la otra contiene las 

especies que infectan roedores (P. yoelii, P. chabaudi y P. berghei). También se puede observar que 

la proteína RON5 se ha mantenido a través de los géneros pertenecientes al filo Apicomplexa. 
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Figura 26. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de PfRON5 y ortólogos. Árbol filogenético construido por el 

método de Mínima evolución y teniendo en cuenta los gaps presentes en el alineamiento (pairwise deletion). Se 

utilizaron1000 réplicas de Bootstrap. La escala indica 0.2 sustituciones por sitio. 

 

 

El péptido señal se predijo con la herramienta InterProScan (aa 1–21) (Quevillon et al., 2005), 

indicando que esta proteína cuenta con una secuencia aminoácidos hidrofóbicos en el extremo N-

terminal que permite la translocación a la membrana del retículo endoplasmático y su posterior 

transporte por el aparato de golgi.  

 

La búsqueda de dominios transmembranales (TMs) con diferentes herramientas bioinformáticas, 

muestra diferencias en cuanto al número y posición de los TMs predichos (Tabla 3). Sin embargo, se 

estableció un consenso teniendo en cuenta que los dominios encontrados con Polyphobius se repiten 

en otros predictores, es decir, para el dominio que comprende la región de los aminoácidos 554 y 573 

(resaltado en azul en la tabla), fue encontrado también por TMpred (aa 555-573) y ConpredII (aa 554-

574) y el dominio que va de los aminoácidos 642 y 663 (resaltado en rojo en la tabla), fue encontrado 

también por Phobius (aa 640-663) y TMpred (aa 645-663) (Tabla 3).  
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Tabla 3. Regiones transmembranales predichas utilizando diferentes predictores.  

 

Herramienta 
bioinformática 

Número de 
regiones TMs 

Posición Referencia 

TMHMM2.0 ninguno   (Krogh et al., 2001) 
6-24 

Phobius 2 
640-663* 

(Kall et al., 2004) 

1-19 
250-270 
383-403 

555-573* 
TMpred 5 

645-663* 

(Hofmann K and 
Stoffel, 1993) 

ConpredII 1 554-574* (Arai et al., 2004) 
554-573* 

Polyphobius 2 
642-663* 

(Kall et al., 2005) 

 

*Los colores azul y rojo muestran las regiones TMs predichas por diferentes herramientas. 

 

8.4. Obtención de anticuerpos anti-PfRON5 

 

8.4.1. Péptidos a inocular 

 

Los secuencias seleccionadas para la síntesis de acuerdo a los criterios mencionados en la sección de 

materiales y métodos (numeral 6.2.4.1.) fueron las siguientes: CG-33-FKKPKPFKKNEIKKGIDKDE-

52-GC (péptido 36924), CG-348-ADYDLSEYKNEFSPSKTAQR-367-GC (péptido 36923) y CG- 

776- RCDHFNRSKNIDNVKTKKNK-795-GC (péptido 36926). En la figura 27, se puede observar la 

distribución de los tres péptidos en la secuencia de la proteína. 

 
Figura 27. Representación esquemática de la proteína PfRON5 y los péptidos inoculados. Se muestra la distribución de 

los tres péptidos inoculados a lo largo de la proteína. PS: péptido señal 
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8.4.2. Reconocimiento de los péptidos inoculados. 

 

Se realizó un ensayo de ELISA para determinar si los péptidos inoculados inducen la producción de 

anticuerpos. En la figura 28, se puede observar la ausencia de reconocimiento por parte de los sueros 

pre-inmunes, y el alto reconocimiento (Absorbancia >1) por parte de los sueros 69 y 73 hacia los 

péptidos inoculados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Reconocimiento de los sueros hacia los péptidos inoculados. Se observan valores altos de absorbancia en los 

sueros HI (Hiper-Inmune) de los sueros 69 y 73. Se observa una señal mínima para los sueros PI (Pre-Inmune).  

 

8.5. Análisis de la expresión de la proteína PfRON5. 

 

8.5.1. Detección de la proteína PfRON5 en los lisados de P. falciparum. 

 

En la figura 29, se observa que el suero policlonal 73 reconoce una proteína de ~110 kDa en los 

lisados parasitarios de estadíos del ciclo eritrocítico relacionados con la invasión a la célula huésped: 

esquizontes y merozoitos libres. El peso de la banda observada concuerda con el peso molecular 

predicho en PlasmoDB (133,7 kDa) y con los reportado anteriormente (Richard et al., 2010). Se puede 

observar además, la ausencia de reconocimiento en todos los sueros pre-inmunes. Se obtuvieron 

resultados similares con el suero 69 (datos no presentados). 

 

Para determinar la especificidad del reconocimiento péptido-anticuerpo, se realizó un western blot con 

los sueros hiper-inmunes previamente incubados con los péptidos anti-PfRON5. Se observó que se 

pierde el reconocimiento en los lisados de esquizontes y merozoitos, esto confirma que las bandas 

obtenidas corresponden a la proteína PfRON5 (Fig. 29). 
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Figura 29. Tiempo de expresión de la proteína PfRON5. Western blot realizado con lisados de parásito en diferentes 

tiempos: anillos (4–8 h), trofozoitos jóvenes (19–24 h), trofozoitos maduros (26–31 h), esquizontes (42–47) y merozoitos 

libres (Mz). Se observa que PfRON5 se expresa únicamente en esquizontes y merozoitos libres, y cuando se incuban los 

sueros con los péptidos de PfRON5, el reconocimiento se pierde. PI, sueros Pre-inmune; HI, suero Hiper-inmune; I, sueros 

hiper-inmune incubados con los péptidos anti-PfRON5. 

 

8.5.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

 

Seguido a la detección de la proteína PfRON5 por western blot, se procedió a determinar la 

localización subcelular de esta proteína. La Figura 30 muestra un patrón punteado en la 

inmunofluorescencia, lo cual coincide con lo reportado para las proteínas de las roptrias (Topolska et 

al., 2004). Gracias a la coloración con DAPI, se descarta que el patrón obtenido signifique un 

reconocimiento nuclear. 

 
Figura 30. Localización de la proteína PfRON5 por IFI. Las flechas muestran un patrón punteado en el suero Hiper-

Inmune (HI). Se observa la ausencia de fluorescencia en el suero Pre-Inmune (PI). 
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8.5.3. Microscopía Inmunoelectrónica 

 

A pesar de que el patrón observado en la inmunofluorescencia fue característico de roptrias, se realizó 

una microscopía electrónica con el fin de ser más específicos con la localización de la proteína 

PfRON5. La Figura 31 muestra las partículas de oro coloidal localizadas específicamente en el cuello 

de las roptrias, y su ausencia en demás organelos celulares del merozoito, similar a lo reportado para 

otras proteínas del cuello de las roptrias como PfRON4 (Alexander et al., 2006) y PfRON2 (Cao et al., 

2009). 

 

 
 
Figura 31. La proteína PfRON5 se localiza en el cuello de las roptrias. Los anticuerpos de conejo dirigidos contra los 

péptidos poliméricos de PfRON5 confirman la localización de esta proteína en el cuello de las roptrias. 
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9. DISCUSIÓN 

 

En los años 70 Aikawa y colaboradores describieron la formación de una unión fuerte entre las 

membranas del eritrocito y el merozoito como proceso fundamental para llevar a cabo el proceso de 

invasión. Teniendo en cuenta que esta unión es móvil y permite la entrada del merozoito al glóbulo 

rojo, a esta unión se le conoce con el nombre de Tight o Moving Junction (Aikawa et al., 1978).  

 

Han transcurrido aproximadamente 40 años a partir de la descripción mediante microscopía 

electrónica del Tight Junction, sin embargo, el estudio de las proteínas asociadas al Tight Junction en 

realidad lleva poco tiempo. El punto de partida para la identificación de las proteínas del cuello de las 

roptrias inició con el estudio del proteoma de las roptrias en Toxoplasma. Bradley y colaboradores, 

identificaron un gran número de proteínas roptrias; dentro de las que cuatro se encontraban 

específicamente localizadas en el cuello de las roptrias (RON1, RON2, RON3 y RON4) y una proteína 

denominada Twin-Scan_4705 (Bradley et al., 2005). Gracias a los trabajos de Lebrun y colaboradores 

y de Alexander y colaboradores se encontró una asociación entre las proteínas RON4, RON2 y la 

proteína Twin-Scan_4705 (Alexander et al., 2005; Lebrun et al., 2005). Posteriormente, Straub y 

colaboradores llamarían a esta proteína RON5 (Straub et al., 2009).  

 

Con base en la información reportada acerca de la proteína RON5 en Toxoplasma gondii (Straub et al., 

2009), y los estudios en P. falciparum que muestran su posible rol en la invasión (Collins et al., 2009; 

Treeck et al., 2009; Richard et al., 2010), en este trabajo se propuso la identificación de la proteína 

RON5 en la cepa FCB-2 de Plasmodium falciparum. Esta cepa fue aislada de un paciente Colombiano 

proveniente de San Martín-Meta y fue adaptada en Bogotá, como indican sus siglas: F (P. falciparum), 

C (Colombia-país de origen), B (Bogotá-sitio de adaptación) y 2 (segundo aislado) (Espinal et al., 

1982).  

 

La amplificación de un fragmento del gen Mal8p1.73 que codifica para la proteína PfRON5, confirma 

su presencia en el ADN genómico del parásito de la cepa FCB2 (Fig. 20). Y la amplificación del 

ADNc obteniendo una banda esperada de ~3468 pb confirma que este gen se está transcribiendo (Fig. 

21). Mediante la secuenciación se evidencia que el transcrito de PfRON5 corresponde a la secuencia 

Mal8p1.73 reportada en PlasmoDB. 

 

Cuando se compara la secuencia obtenida de la cepa FCB-2 con la secuencia de referencia 3D7, se 

encuentran solo tres sustituciones aminoacídicas, y la comparación de las cepas Pas-2 y FCB-2 

muestra solamente una sustitución no sinónima. Estos resultados indican un polimorfismo genético 
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muy limitado de esta proteína entre las cepas comparadas, similar a lo reportado para otras proteínas 

de roptrias, como PfRAP-1 (Howard and Peterson, 1996), PfRAP-2 (Saul et al., 1992) y PfRON2 (Cao 

et al., 2009). La conservación en la secuencia de la proteína PfRON5, tiene especial importancia si se 

tiene en cuenta que el polimorfismo genético es utilizado por el parásito como un mecanismo para 

evadir la respuesta inmune (Kyes et al., 2001). De manera que, el uso de proteínas conservadas e 

importantes en el proceso de invasión en el desarrollo de métodos de control, puede tener gran 

significancia en el desarrollo de una vacuna efectiva (Hisaeda et al., 2005; Casares and Richie, 2009). 

 

Sin embargo, estudios adicionales con muestras de pacientes provenientes de diversas áreas 

geográficas y con otras cepas de Plasmodium, similares a los realizados para otras proteínas como 

Stevor, MSA-1 y RAMA (Raj et al., 2004; Kar et al., 2007; Blythe et al., 2009), son necesarios para 

confirmar el hecho de que PfRON5 es una proteína conservada.  

 

La presencia de la proteína PfRON5 en diferentes géneros del filo Apicomplexa evidenciado por los 

resultados de BLAST y los análisis filogenéticos, muestran que la proteína PfRON5 se ha mantenido a 

lo largo de la evolución de los parásitos pertenecientes a este filo. Esto sugiriere que esta proteína 

tiene un rol biológico muy importante. 

 

La filogenia de Plasmodium aún es controversial, y cuando se construyen árboles filogenéticos 

utilizando genes diferentes no siempre son consistentes entre sí (Nishimoto et al., 2008). Sin embargo, 

la filogenia obtenida en este trabajo con la secuencia de la proteína PfRON5 es similar a la descrita 

por otros autores, donde las especies P. chabaudi, P. berghei y P. yoelii son monofiléticos respecto a 

las especies P. falciparum, P. vivax y P. knowlesi (Fig. 26 y 32). Esto tiene gran importancia si se 

tiene en cuenta que además la topología del árbol obtenido es similar y tiene en algunos nodos con 

mayores valores de bootstrap a la obtenida con marcadores ya establecidos como la sub-unidad 

pequeña 18S de rRNA(18S SSU rRNA) (Anexo 5). Todo esto lleva a sugerir que esta proteína podría 

servir como marcador para la reconstrucción filogenética de las especies de Plasmodium y géneros del 

filo Apicomplexa (Anexo 5). 
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Figura 32. Árbol filogenético del género Plasmodium. Árbol inferido a partir de genomas mitocondriales parciales (5580 

pb). Los números sobre las ramas representan las probabilidades en términos de porcentajes, y la barra de escala representa el 

número de sustituciones de nucleótidos por sitio. En este caso se utilizó el hemosporidio de las aves, Leucocytozoon 

sabrazesi como out-group. Tomado de: (Carlton et al., 2008) 

 

El estudio in silico llevado a cabo con la secuencia de la proteína PfRON5, sugiere la presencia del 

péptido señal y varios dominios transmembranales, sin embargo no hay predicción de posibles 

dominios funcionales.  

 

Richard y colaboradores, utilizando la secuencia hipotética de PfRON5 de la cepa 3D7 y mediante un 

perfil de hidrofobicidad, sugieren que la proteína PfRON5 tiene 6 TMs (Richard et al., 2010). Sin 

embargo, estos perfiles, como por ejemplo el plot de Kyte and Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982), 

solo identifican los posibles segmentos transmembranales, sin predecir que región se encuentra intra- 

o extracelular (Jones, 2007). Por esta razón se decidió utilizar varias herramientas bioinformáticas con 

el fin de construir una posible topología de esta proteína, encontrándose diferencias entre el número y 

posición de los TMs. 

 

Esta discrepancia es posiblemente debida a los diferentes enfoques de cada predictor utilizado: 1) 

TMpred, se basa en un análisis estadístico de los datos consultados (query) en relación con la base de 

datos TMbase, que otorga puntaje usando una combinación de matrices de peso (Hofmann K and 

Stoffel, 1993); 2) TMHMM2.0, Phobius y Polyphobius usan aprendizaje de máquinas, principalmente 

modelos ocultos de Markov. La diferencia entre ellos radica en que Phobius y Poliphobius usan 

además redes neuronales artificiales para predecir la presencia de péptido señal, y que Polyphobius se 

basa también en la predicción por homología ya que calcula las probabilidades teniendo en cuenta 

alineamientos de secuencias homólogas (Krogh et al., 2001; Kall et al., 2004; Kall et al., 2005; Jones, 
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2007); 3) ConpredII realiza un consenso basado en el promedio de los resultados de varios predictores 

(KKD, TMpred, TopPred II, DAS, TMAP, MEMSAT 1.8, SOSUI, TMHMM 2.0 and HMMTOP 2.0) 

(Arai et al., 2004).  

 

Otra razón importante, y posiblemente responsable de la discrepancia en estos resultados, es la 

existencia de una escasa representación de las secuencias de protozoos respecto a las demás secuencias 

eucariotas en los sets de entrenamiento de los predictores, lo cual dificulta la predicción de TMs en 

estos organismos.  

 

La discrepancia entre los TMs predichos, también ha sido reportada para otras proteínas del cuello de 

las roptrias, por ejemplo, inicialmente para TgRON2 se reportaron 3 TMs, y posteriormente se 

demostró que el tercer dominio (residuos 1346-1348) no correspondía a un TM ya que esta región se 

encuentra en el medio extracelular durante la invasión en el TJ (Tyler and Boothroyd, 2011). 

 

Teniendo en cuenta las siguientes tres consideraciones: 1) Polyphobius tiene en cuenta la homología 

con otras secuencias para la predicción de TMs, 2) para PfRON5 los TMs predichos con Polyphobius 

son conservados en otros géneros y especies, a excepción de Toxoplasma y Neospora, en la cuales no 

se predijo TMs (Anexo 6) y 3) la predicción de estructura secundaria con predictores como SOPMA 

(Geourjon and Deleage, 1995), muestra que esta proteína está conformada principalmente por hélices 

alfa (Fig. 33) incluyendo, las regiones predichas como TMs (Anexo 7); se sugiere que los residuos 554 

al 573 y los residuos 642 al 663 corresponden a los TMs de la proteína PfRON5. De tal manera que 

los residuos del 20 al 553 y 664 al 1156 se encuentran en el medio extracelular y los residuos 574 al 

641 en el citoplasma de la célula huésped (Fig. 34). 

 

 

	  
 

Figura 33. Predicción de la estructura secundaria de la proteína PfRON5. La predicción realizada con SOPMA muestra 

que en su mayoría, la proteína está compuesta por hélices alfa (azul). También presenta estructura de hojas β (rojo) y β-turn 

(verde).  
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Figura 34. Topología hipotética para la 

proteína PfRON5. En este modelo, la 

proteína PfRON5 tiene 2 dominios 

transmembranales, de esta manera, gran 

parte de la proteína queda expuesta hacia 

el medio extracelular. 

 

 

Los anticuerpos anti-péptidos de la proteína PfRON5 reconocen una proteína con una masa molecular 

de ~110 kDa en los lisados de esquizontes y merozoitos libres, este reconocimiento se pierde al 

incubar el suero con los péptidos inoculados antes de realizar el western blot. Esto indica, que la banda 

encontrada corresponde al reconocimiento de la proteína PfRON5 y que la expresión de esta proteína 

se está llevando a cabo en estadios relacionados con la invasión a la célula huésped, sugiriendo una 

posible función en este proceso (Fig. 29). La expresión específica en esquizontes y merozoitos está de 

acuerdo con la transcripción del gen evaluada mediante microarreglos en la cepa 3D7 (Bozdech et al., 

2003b; Le Roch et al., 2003). En la tabla 4 se observa que los valores más altos de E (expresión) se 

encuentran en el estadio de esquizonte y merozoito. 

 

Tabla 4. Nivel de expresión (E) de PfRON5 en diferentes estadíos del ciclo eritrocítico.  

 

Sorbitol Temperatura  
E LogP E LogP 

Anillo joven 9 -0,6 21,7 -0,6 
Anillo maduro 22,4 -0,3 36,8 -0,7 

Trofozoito joven 41 -1,3 15 -0,2 
Trofozoito maduro 45,6 -1 42,7 -0,6 
Esquizonte joven 374,5 -4 163,7 -2 

Esquizonte maduro 362,2 -4,1 692,6 -7 
Merozoito 10,5 -0,3 176,6 -2,8 

 
Tabla 4. Datos obtenidos por microarreglos. Para determinar la presencia del transcrito: E>10 y LogP<-0,5. Datos tomados de: (Le Roch et 

al., 2003). 

 

Straub y colaboradores muestran que la proteína TgRON5 sufre un procesamiento proteolítico en dos 

fragmentos denominados N y C–terminal de ~110 y ~45 kDa, respectivamente y sugieren que este 
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procesamiento se debe a que la secuencia tiene dos sitios de procesamiento tipo ROP1 (SFVE∧) para 

la proteinasa TgSUB2 (Subtilisina tipo serin proteasa) en los residuos 311 al 314 y 1259 al 1262 

(Straub et al., 2009). En este trabajo, no se encontraron indicios del procesamiento proteolítico de 

PfRON5 y la secuencia SFVE no se encontró al buscarla en la secuencia de la proteína PfRON5. 

 

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta, tomando como antígeno glóbulos rojos 

infectados con esquizontes de la cepa FCB-2 de P. falciparum, los resultados muestran un patrón 

punteado característico de las proteínas de las roptrias (Topolska et al., 2004) (Fig. 30). Además, se 

llevaron a cabo ensayos de microscopía inmunoelectrónica donde se observan perlas de oro coloidal 

en el cuello de las roptrias, con su característica forma de pera, llevando a cabo la confirmación de la 

localización de la proteína PfRON5 (Fig. 31). 

 

Tomando en cuenta la asociación con de PfRON5 con PfAMA1 y otras proteínas RON en la 

formación del complejo del Tight Junction, su expresión durante los estadíos relacionados con la 

invasión a los glóbulos rojos y su alto grado de conservación de la secuencia, hacen de esta proteína 

un blanco atractivo para ser incluido en futuros estudios destinados a evaluar su potencial como 

candidata a vacuna.  
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10. CONCLUSIONES 

 

 

• El gen que codifica para la proteína PfRON5, está presente y se expresa en la cepa FCB-2 de 

Plasmodium falciparum. 

• Las secuencia de ADN codificante de la cepa FCB-2 de Plasmodium falciparum es muy 

conservada respecto a la secuencia reportada en la base de datos de PlasmoDB (3D7) y a la 

cepa Pas-2. 

• La proteína PfRON5 tiene un péptido señal (aa 1 al 20) y 2 dominios transmembranales (aa 

554 al 573 y aa 642 al 663). 

• La proteína PfRON5 se expresa en esquizontes y merozoitos libres, estadios relacionados con 

el proceso de invasión. 

• La inmunofluorescencia sugiere que PfRON5 se encuentra localizada en las roptrias, lo cual es 

confirmado mediante microscopía inmunoelectrónica donde se observa específicamente su 

localización en el cuello de las roptrias. 

 

 

Nota: 

Los resultados de este trabajo fueron publicados en la revista Gene de Elservier. El artículo se 

encuentra anexo al final del escrito. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

La Fundación Instituto de Inmunología de Colombia (FIDIC) ha trabajado por más de tres décadas en 

el descubrimiento de una metodología lógica y racional para el desarrollo de vacunas (Patarroyo et al., 

2004; Cifuentes et al., 2008; Patarroyo and Patarroyo, 2008; Patarroyo et al., 2011). Siguiendo este 

enfoque, se sugiere llevar a cabo los siguientes ensayos: 

 

• Realizar ensayos de unión al glóbulo rojo con el fin de identificar los péptidos de alta 

capacidad de unión (HABPs, por sus siglas en inglés) a la célula huésped. 

• Diseño de péptidos análogos derivados de los péptidos HABPs y ensayos de unión con estos 

péptidos para encontrar exactamente los residuos críticos importantes en la interacción con la 

célula huésped. 

• Modificación de los residuos críticos buscando un ajuste adecuado en el Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad 

•  Someter con un reto experimental a monos del género Aotus previamente inoculados con 

péptidos modificados con el fin de confirmar o no la posibilidad de que PfRON5 sea un 

antígeno importante en el desarrollo de una vacuna contra la malaria causada contra P. 

falciparum.  

 

Se sugiere además: 

 

1. Ensayos que permitan estudiar la interacción entre las proteínas miembros del complejo TJ 

mediante técnicas de interacción proteína-proteína como pull down. 

2. Realizar la identificación de las proteínas RON en otras especies de Plasmodium de gran 

importancia epidemiológica, como el caso de P. vivax. 
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13. ANEXOS 

 

ANEXO 1 

Alineamientos en nucleótidos y aminoácidos de PfRON5 de las cepas secuenciadas.  

Los puntos indican los sitios conservados. 

 

A. Alineamiento de nucleótidos del ADNc de PfRON5 en las cepas secuenciadas  
 
 
3D7   ATG TTG AAA TAC ACT TTG CTC ATA TAT ATC ATT GCG GGT TAT TTC ATA TCA GAA ATA TCA AAC AAA CTT TTC    72 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...     
Pas-2 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...     
 
3D7   GAT ACA CTT CTT CCA CGA AAT GTC TTT AAA AAA CCC AAA CCA TTT AAG AAA AAT GAA ATA AAA AAG GGT ATT   144 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   GAT AAG GAT GAA AAA TCT ATT ATG AAA AAT GTA GAC TCG ATA GAT GTT ATG TTC GAA CCA AGG GTT AAA AGG   216 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   TTC GTC CCT TCT AGG ACA AGA AAA ACT CAT GTT GTA GGT GGT CTT AGT CAA AGT ATA CCT GAC CCA GGA GAT   288 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ...    
 
3D7   GTG GAA AAG AGC AAA TAT GAA AAA GCC GTA CGA TTC TTT GAG AAT ATA AAA AAC GAA ATG ATA AAT ATG TCA   360 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   TCT AAA ATT AAT AAA CAG CTA GAT AGT CAA GAT ATA AGT TCC TTG AAT AAT TTT AAG AGA GCA TCT GAA GTA   432 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   CTA AAA GAA AGT CTA GCA ACA ATG CAT TCA TTG GAT ATT ATT AGA AAT GAT GGC AGT GTA GAT TTC TCA AAA   504 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   TAT ACA TTG GAC TGG TAT TCC AAA GCT AAC ATG AGA GAA AAA TAT TCT ATC GAG AAA AGT ATA CAA AAA ATT   576 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   ATG AAT AAA CTT TTT AAA AAG GCA CGT AAA AAG AAA AAA AAT ATG AAG AAG AAA AAG ATA GAT GCC AAT ATT   648 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   GAA CAA CTT GAA ATG GAT TTA TTA GTA CAG AAA TTT ATA ACG GAA AAT CTG AAC GCA AGC AAA TTA TTA AAA   720 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   CTA TAC GAT GAC TCT GCC AAT GAT TAC GTT TCC CCA ATG CAC ACT GAT GTA TGT GGA CAG CTA GGA AGT ATA   792 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   ATT TTC AGT TAT ATG TTC GAG AAG GCA TAC AAA TCA TCG ATA AAT CAC GAC ATA TCA TAT TTT CAA AAA TAC   864 
FCB-2 ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   TTA CCT CGT CTG AAA TAT AGA ATT CAA AAT ATG ATT CAA AAG GGA ACA CTA TTA TTA CTA GAA AAG GGT CTT   936 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...    
 
3D7   GAT GAT TCT TTA TAT ACA TTT AAA TCC AAA ATT TCA GAT ATA ATG GAA AAA AAA TTT GGA TTT AAT GAT ATG  1008 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TGT ACG GAT AAA TGC ATG GAT GAG ACT ATT AAA GCA GAC TAT GAT TTA TCT GAG TAT AAA AAT GAA TTT AGT  1080 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   CCA TCA AAA ACG GCA CAA AGA AGA GCA GAT TTG GTC AAG TTA TTA ATG TAT TAC TAC AGA GAT AAA ATA TAT  1152 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
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3D7   AAT ATC GAA ACT AGT GCT GAT GTC GTT TTA ATT ATG TTA TTA TAT TTA AAT TCG GCA AAT GAA CTT TCG GAA  1224 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAG GGT TAT CTT GAT GTT AGT TCT ATA TCA ACA GAT GAT GAA TTC AAT TTA ATA AAT AAA ACA ATT GAC AGG  1296 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AGT CAT AAG TTT AAT AAA AAG ATT AAA ATA AAG AAG AAA ACG TTC TTT AAA ATA GCT CCT TTT AAT TTT TTC  1368 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   CGA GAA GAA ACA CAA GAG AAA ACA GGA AAT GAA TCC ATC TTT GCT ATT GAC GAT ATT ATA AAA ACT TCT TTA  1440 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TTA GCT AAG AAA TCT CAA AAT TAT AAT TCG TTG TAT GAA ACA ACA AAA GAT TTA TGG AAT CAA ATT CAA AAT  1512 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   ATG TAT TCT GCA TCA TAT GGT TTT GTA CAA TCC AAA AAA ATC AAA ACA AAT AAA TTT GTT GGA TCT AAA ATC  1584 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AGA AAT GTA GGA TTC TTG CTT AGA TGG TTT AAT TAT AAT AAG ACA CCA TCT AAA AAT ATT AAT TTC TTA GTT  1656 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAT AAC TTT TCT CCT TTA GTT TCG ATC AGT TTA CAA TTA GTG TTT TTC ATA ACG ACC ATG ATA GAA CAA TAC  1728 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   GAA TCG AGC TTC CTA GGA AAT TTC TCA TCT GCC CTT AAG AAA ATT TTT ACC CTA GGA AAG AGT GGA AGG AAT  1800 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   CCA AGA AAT TAT AAC GAC TTA GTT AAT TTT TCT GAA GTA GAC TAT TTA CTA AGA ACA TCT AAG GCA AAT AAT  1872 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   GTT CAA AGA ATT ATT ATG CAA ATT ATT AGA ATG TTG AAA AAG AAA TTT TTA TCT TCT TCA TAT ACA CCT ACA  1944 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TTA TTG GCC CAG TAT ATG TCT ATC TTC CTT TCT TTA TGG GTA TTT GAA GGA GAA AAT AAT ATA TCC TTA CAA  2016 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAC CCA AAT ATA TCC AGA TTT AAG AAA ATC TTT TTC CTT ACA TAC TTT GTT CAC GAG AAA GGA CCT GTT GAA  2088 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAG GCT GTA GAT ATT ATA TAC AAC AAA TGT CGA ATG AAA ACC GAC AAA ATT GTT CTT GGA TGT ATA CAT GAT  2160 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TAT GGA GGT AGA GAA AAG AAA AAA CTC CTC GGA CTA ATA AGT AGA AAA TGT AAA CCT ACA AAG ATA AGT ATA  2232 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AGA AAA CGA AGT ATT CGT AAA ATT CTA AAC AAA CTC ATG AGC TCA TTA AAT GAT CCA GTA GAT ATT TTA AGA  2304 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   ATT GCC GTT GAT ACG GCG ACA AGA TGT GAT CAT TTT AAT CGT AGT AAA AAT ATT GAT AAT GTA AAA ACA AAA  2376 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAA AAT AAA ATA AAT TAT GAA ATA TTT GTA AAG TCA GAG TTA TCC ATT AGA TAT ATC TGT GCA GAT GTT ACA  2448 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAA AAT GTC GTT AAA AAA ATT ATC AGA GAT GTA TCT AGA CTT AAA AAT ATG AGA GAA GCA CAA AAT GTC ATA  2520 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
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3D7   GAC AAC GGA TTA AAT AGT GTA CAG TAT TTA AAA ATA AGA AAT TAC AGA GAT AAG GAA AGT AGT TTC ACA ATT  2592 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
 
3D7   TTA TGT CCA TTC ATG GAA GGA AAC GAC AAA AAC ATA AGA GAA CTC GAG AGA ACC CAG ATA TCT CTT TTT ATT  2664 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   CAC AAA AAC ATT GGA ATG TCT AGA ATA ATC AAA GGA AAA TTG ATC AAT ATA TTT AAA AAA ACA CTT AAT ATG  2736 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AGG GAA GGT ATT AAA TCA GAT AGT GCC ATA TCT ATA AAA GTT GGA GCA CGT AAA TAT AAT GGT ATC ATA TTC  2808 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   ACA GGA GGA TAT CAA TTG AAC GTT GAT AAT TTG GAT CAA AAT ACA CTT CAT ATT GGA TTA TCA AAA ACA AGA  2880 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   AAA GTA TAT GAT GGA AGA AAA TAT GTA GAT GAA CTA GAA ATA TTA AAA GGA GAT GGT GTT AAA AAT ATA TAT  2952 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   ATG AAG GGA CTA AAT GAA GAT AAT GAA AGA ATT TAT GAG CTT CAG AAT AAT ATG AGG GTA TCT GAA TTT GAC  3024 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TAC GCC ATA CAA AAT CCC GAA GCT AAC ATA ATT GTT TTT GAT GGA AAT AAT TAT ATA TCA TCT TAC GCA CTT  3096 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   CGC AAT ATG GGA CTT GAA CAT GAA AGA ATT GTT TGG GCT GGT CCA AGT GTA GGA TGG ACA GCA GAA TTT GCC  3168 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TTA AGT GCC ATC TCT GAT AAC CCA CTA CCA ATA TTC GAT GGA TCT GCT TGG GTA TTA CTT GAG AAA TTA AGT  3240 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   ATC AGA AGT ATT TTA GGT AAA CAT TTA CCA AGT GAT GTT AAT GGA AAT TCA TTG GCA AAT ACA GTC AAT TTT  3312 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   GTT ATT TTA AAC AAA GAT GGA AAA CCA ATA TTG AAA AAC ACA ACA CCT GTT ATT AAC TTA AAA TAT GCT ACC  3384 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
 
3D7   TTT ACA TTA TCT GGT ATT GTA AAT TTT GTC ATA AAA GCA GAA AAG GGA ATA GGA AAT GAA ATT ATT GTA CAC  3456 
FCB-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...   
Pas-2 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --- --- --- ---   
 
3D7   ACT AGA ATA CCT TAA  3471 
FCB-2 ... ... ... ... ---   
Pas-2 --- --- --- --- ---   
 

 

 

B. Alineamiento de aminoácidos de PfRON5 en las cepas secuenciadas  
 

 
3D7   MLKYTLLIYI IAGYFISEIS NKLFDTLLPR NVFKKPKPFK KNEIKKGIDK DEKSIMKNVD SIDVMFEPRV KRFVPSRTRK THVVGGLSQS 90 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........     
Pas-2 ---------- -......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........     
 
3D7   IPDPGDVEKS KYEKAVRFFE NIKNEMINMS SKINKQLDSQ DISSLNNFKR ASEVLKESLA TMHSLDIIRN DGSVDFSKYT LDWYSKANMR 180 
FCB-2 .S........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .S........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   EKYSIEKSIQ KIMNKLFKKA RKKKKNMKKK KIDANIEQLE MDLLVQKFIT ENLNASKLLK LYDDSANDYV SPMHTDVCGQ LGSIIFSYMF 270 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....L....    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....L....    
 
3D7   EKAYKSSINH DISYFQKYLP RLKYRIQNMI QKGTLLLLEK GLDDSLYTFK SKISDIMEKK FGFNDMCTDK CMDETIKADY DLSEYKNEFS 360 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
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3D7   PSKTAQRRAD LVKLLMYYYR DKIYNIETSA DVVLIMLLYL NSANELSEKG YLDVSSISTD DEFNLINKTI DRSHKFNKKI KIKKKTFFKI 450 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   APFNFFREET QEKTGNESIF AIDDIIKTSL LAKKSQNYNS LYETTKDLWN QIQNMYSASY GFVQSKKIKT NKFVGSKIRN VGFLLRWFNY 540 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   NKTPSKNINF LVNNFSPLVS ISLQLVFFIT TMIEQYESSF LGNFSSALKK IFTLGKSGRN PRNYNDLVNF SEVDYLLRTS KANNVQRIIM 630 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   QIIRMLKKKF LSSSYTPTLL AQYMSIFLSL WVFEGENNIS LQNPNISRFK KIFFLTYFVH EKGPVEKAVD IIYNKCRMKT DKIVLGCIHD 720 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   YGGREKKKLL GLISRKCKPT KISIRKRSIR KILNKLMSSL NDPVDILRIA VDTATRCDHF NRSKNIDNVK TKKNKINYEI FVKSELSIRY 810 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   ICADVTKNVV KKIIRDVSRL KNMREAQNVI DNGLNSVQYL KIRNYRDKES SFTILCPFME GNDKNIRELE RTQISLFIHK NIGMSRIIKG 900 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......R.. .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   KLINIFKKTL NMREGIKSDS AISIKVGARK YNGIIFTGGY QLNVDNLDQN TLHIGLSKTR KVYDGRKYVD ELEILKGDGV KNIYMKGLNE 990 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........    
 
3D7   DNERIYELQN NMRVSEFDYA IQNPEANIIV FDGNNYISSY ALRNMGLEHE RIVWAGPSVG WTAEFALSAI SDNPLPIFDG SAWVLLEKLS 1080 
FCB-2 .......... .......... ....D..... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Pas-2 .......... .......... ....D..... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
 
3D7   IRSILGKHLP SDVNGNSLAN TVNFVILNKD GKPILKNTTP VINLKYATFT LSGIVNFVIK AEKGIGNEII VHTRIP* 1157 
FCB-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......- 1157 
Pas-2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- ------- 1157 
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ANEXO 2 

Alineamiento de secuencias homólogas en diferentes géneros y especies del filo Apicomplexa. 
 
                     10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.vivax      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.knowlesi   ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.chaubaudi  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.yoelii     ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
B.bovis      ------------MALFWILYSAISLCVASDVSLLQNPFGMDTPLPVVNLLQLGTRDSIPLTGSILPAAKKVADSVLSMAGDATQKGGQLTDMLS--EKIGKPISNIMHNANVQDLKNKVA 
T.parva      MIKKKHKTDKNGSIEHVYNFNQITLLHNHKLKFQNRHWRLICLILIILVFYNVRGVGCELASINPGLPPGVNPELIKHSVNLAQQSRRRSQSKVPRNKLNKSFQNSTTGSSNDDSDSDGS 
T.annulata   MNKKKNKIDKNCSIEHVYNFNQNNILNNHKLKYQNRNWRSICLILIIVLLYNVRTVGCELVGLNSNLSTGINPELLRQSLDLAEKSRKRTNSGLPKNKSHKTFQNTSTSTSTSSSSYTSA 
T.gondii     ---MAEFTWRPLLMSLPKMIAFFHILLFSGALAAAAGSPAADLVASVQTVSNER-KDLYARDTQPTARTGIDIG--VSFTQQASGNARTFEIRQHGSGPPRPAPRRAAAVADDIFGSEDF 
N.caninum    ------------------MIASVQILLFSGVLASVAASPTADRIALAPTVINERGQGLLVSDALPTTKTGIDITPAISLSQQAAQKTRVFG------GPARAAPG-GSAAADDLFGGEDF 

	  
                    130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.vivax      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.knowlesi   ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.chaubaudi  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       SAVTTAAQPLHKIHDTIKEKTSVSPPSPVAHVQGNPEKPQPTKTDAVMPDSNFPTIDGANASEDIITPAVP---------VAAPDVPKPVPDVQPKFDNGEPEANAVPAGENAQPKEEQK 
Tparva       G----------DDSDVELPFRTDSEVYTRKKLSKDKRNRRFTDLETHKRRPINPLTKYPSDDQSEENKPTDKTPLLDTPLKEKPKVVKPVPINPNDKNKPKLSEATPILTKTKDKDEKIG 
Tannulata    GSSDISSSSGSDDSDDEAPVKTDSGLYKKKDLQKDRPNRILTDPEVRKRRPTKPLLNSRSDNEPREN---E------------PKVVRPTPTRPNDQNPPEPSKTE---DKPETPNEKIG 
Tgondii      SPPPMNVAGAPLRDMGVHFLECQATDGKIECTGQGAGARPPFFRGGVDPTEIHEIVQSRTVGPADYDEERPEQT--PDYLSPTDVVTLQRFVSSANASNSPLLEDPVQVCLSRRKPTYTC 
Neospora     SPPPMNVAAAPARHNGVHFLECHAVDGKIECAGQGAGARQPFFRGGIDPMEVHEILQSRTVGPADYDEERP------------DLVTLQRFISSANGSNSPLLEDPVQVCLARRKPTYTC 
  
                     250       260       270       280       290       300      310       320       330       340       350       360 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum --MLKYTLLIYIIAGYFISEISNKLFDTLLPRN-----------------------------------VFKKPKPFKKNE---------------IKKG--------------IDKDEKS 
P.vivax      --MLKYVLLLCATLAYVPVEIESRFFENMITPK-----------------------------------LHVGRHPIKKN----------------LKKGK---------ENISLDKLEKN 
P.knowlesi   --MLKYVLFFCATIAYAPLGIESRFFENIITPK-----------------------------------LHFGRNPIKKN----------------LKNGK---------KNISLDKIEKN 
P.chaubaudi  --MMKLSILIYLVAFYYASEANGKLHDVLVPKN-----------------------------------LPLIKNFHKNDG---------------KLKND---------NKNSFDNYEKK 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       IEMEELPTSSVKVTVDESPSGESITDNANSDEAITVSG-------------------------GTTSATVVKTDEPSPDAGEITSAGYDEKDMQKEGDATAMN------LNDVIEGGKDG 
Tparva       PFSERLLRPISDNVDFNNLPFNTNTNTNTTETNSNDSTTKTNTADSTTNTTSPNPLNPNTGNNGVKKMTPPNSPTMTAESGSGSSDDFDVNEVEAVKKSK---------LDPSITQGLGN 
Tannulata    PFSERLFRPISDNIDFSNLPFNSNTTSNTTSK-------KDK----------------------FKRMTPPNSPTITSES-----DDFDLHEVEVVNQSK---------VDPSITQGREN 
Tgondii      HLLHEFAATSVIVEESGNLVCEDKAPLTVAEKRKINDAVKAG---------------RTPQATGGQSSRPPNPTVSPSKAGAAPQNAASRQAVSFVEQENSEASMPTANTEQASATTEDT 
Neospora     QLLHEFAATSVIVEESSNLVCEERAPLTIAEKNKINEAVKG----------------KTSQIGVGQSPRPPARTNASPSGSGAPAQGSSPSQGIFAELEG------T--QEAPTENEEDG 
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                     370       380       390       400       410       420      430       440       450       460       470       480 
                       |         |         |         |         |         |        |         |         |         |         |         | 
P.falciparum IMKNVDSID------------------------------------------VMFEPRVKRFVPSRTRKTHVVGGLSQS-----ISDPGDVEKSKYEKAVRFFENIKNEMINMSSKINKQL 
P.vivax      IMKNVDSIN------------------------------------------VMFDPKDKKFVPSKSKKAHIVGGFSQN-----TSDPSDVERSKYEKALRFLEKMNNEMIVYSTKITREL 
P.knowlesi   IMKNVDSIN------------------------------------------VMFDPKDKKFVPSKSKKAHIVGGFSQN-----TSDPSDVERSKYEKALRFLEKMNSEMIVYSTKITREL 
P.chaubaudi  MLSDSGSIN------------------------------------------VMFDPRMKKVVPSKMRKQHVVGGFAQN-----TVDQSDVEMGKYETALRFVENMNNQMLVLAKEINSAL 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       MSKMTMSVDQDWLN---------------------KERAVEAMQKALPTGTSYSYKKGARLLTPISETPRMMAGVLQT-----IIDKEAEVRRRYKESVQIEHDLRLRVSRETADVIALL 
Tparva       SIPRKSQVSGTQ----------------------------------IPVATSFEYNRSAHVLEPKFEKPKVMGGIIQT-----LTDKESKLRRMTKRKLRIQHDLTLYISKESANVVNML 
Tannulata    IITGKPQISGTE----------------------------------IPVATSFEYNRTAHVLEPKFEQPKVMGGIIQT-----LTDKESKLRRMNKRKLKIQHDLTLYISKESANVVNML 
Tgondii      KIASAATDSGDYGEAAAGESAQEGDRPPPYNPDADEAGVPRAVQEAYEEARPLQEATIDKFKQDAAAAAEAADHFAQVSAFNAMQSALTKISAGYHLRAGAHVVLSACKRLVEAVAANPP 
Neospora     RGAQDRTPDEEY----------Q--RPPPYNPDATDSGVPQAVQDAYEEARPLQEATIDKFRRDASAAAAAADQFAQVSAYNAMQSALTKISAGYHLRAGCHVILSACKRLVEAVAANPP 

	  
                     490       500       510       520       530       540      550       560       570       580       590       600 
                       |         |         |         |         |         |        |         |         |         |         |         | 
P.falciparum DSQDISSLNNFKRASEV-LKESLATMHSLDIIRNDGSVDFSKYTLDWYSKANMREKYSIEKSIQKIMN--KLFKKARK--KKKNMKKKKIDANIEQLEMDLLVQKFITENLNAS------ 
P.vivax      DSQEYKTLSNFKRASAL-LKESLATMHSLDVIKNDKTVDFTKYNLEWYAKASLKEKYETEKYIHRLMN--KMFKTAGK--KKKNVQKKKIDENIEQLENDLLMQRFVSENINVS------ 
P.knowlesi   DSQEYKTLSNFKRASAL-LKESLATMHSLDMIKNDKTVDFNKYNLDWYNKASLKEKYETEKYIHRIMN--KLFMKASK--NKKNVQKKKIDENIEQLENDLLMQRFVSENMNVS------ 
P.chaubaudi  ENEKYIALEGYNRLSSI-MKEPLATMYSLDSLKNATTIDFSKYDTDWYANATMKDKYEAAKHLQATIE--KFFKTSN---TKKSVSEKKINENIKQLETDLLIQRFVMDNSNAS------ 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       SNGSLAELKSEHPLVFSRLVEPLKASIALNHVRKSAQNIISFYDRNWYVRASPKEKATLLDNIRKDTGKPDLYAHKVKKPQKMTPEKERVYNILDGYFNDYQCQKIIRGNQVAR------ 
Tparva       NNGEVGKLQKVHPLVYLRLQEVFQSQYALNQLLKKDGDKVKRYDKNWYLNSTPTAKASFIEEIRKYTKEPELYGKFKQ-PKKMKESRKLVYEKLELFHNDYICQRIVRENQFSD------ 
Tannulata    NNGEVSKLQKVHPLVYMRLQQVFQTQYALNQLLKKDGEKVKIYDKNWYLNSTPTAKASFIEEIRKYTKEPELYGKFKQ-PKKIKKSRKLLYEKLELFHNDYICQRIVRENQFSD------ 
Tgondii      GPGTVIPLEELRMQLVATLTQDFALAQAFIDYAIHIVHSAIETLTPQMVANALLELSGIEELINHTARVKSRLAARGQ-DSPANVRKEIVQESFRQLKVELFQEIVTRVCELMDDPESFL 
Neospora     GPGTVLPLDELRTQLLATLTQDFALAQAFLDYAMNIVHSAVETLTPQMVANALLELSGVEELINHTARVKSRLASRGQ-DSDANVRKEIVRESFRQLKMELFQEIVAKVCQVMDNPNAYI 

	  
                    610       620       630       640       650       660        670       680       690       700       710       720 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
 
P.falciparum ------------KLLKLYDDSANDYVSPMHTDVCGQLGSIILSYMFEKAYKSSINHDISYFQKYLPRLKYRIQ--NMIQKG--TLLLLEKGLDDSLYTFKSKISDIME------------ 
P.vivax      ------------KLLKEHEGKSPNYISPMHSDVCGQLGSTFLSFMFEKLYKSAMSHDLPHFKQYLPRLKQRIH--QMIHKG--TLILLEKGLDDALHTFKLKVAELMQ------------ 
P.knowlesi   ------------KLLKEHEGKSPNYMAPMHSDVCGQLGSTFLSFMFEKLFKSAINHDIPHFKQYLPRLKHRIH--NMVHKG--TLILLEKGLDDALHTFKLKVAELMQ------------ 
P.chaubaudi  ------------MLLKKYEDNGNKYLAPWYTDVCNQLGHPILSYVFEGTYKHSVNNSLEFFKKYVPKLTTKIT--KMVENG--HIILVDRMFQHSLDTFKNKVSTLMN------------ 
P.berghei    ------------------------------------LGHPIISYVFESTYKHCVNNRIDFFKKYFPKLTTKLT--KMVENGNSHIALVDRYFGQSLDDFKNKVSNLMN------------ 
Pyoelii      -----------------------------------------------------------MISNLVLKILIK-----EE--E---IVIYD------------------------------- 
Bbovis       ------------QMLNMFDQASGLYVAPFYTDVTPTLGSSWLIQRFENFYSRSEYLRADILAQAMPQLIGRFM--VMAENG--TILPTSTDVQLNLYSLAAVLSKIMDGVTEPTTFLGKR 
Tparva       ------------KIIRSFEQQSGLYIAPNYHNLVPGLGNLWLIKNFERYYMEASRSKVTTFSKVAPSLVGKFM--LMVENG--TVLPSPPSSQVAIHSLSIILSMVMEGVREPQLFLGKK 
Tannulata    ------------KIIRSFEQQSGLYIAPNYHNLVPGLGNLWLIKNFERYYMEASRSKVTTFSKIAPTLVGKFM--LMVENG--TVLPSPPSSQVAIHSLSVILSMVMEGVREPKLFLGKK 
Tgondii      ETVPIIVGTTPTAPLRTGGHLGADYIIHLRNDLCDVTASDAQIFPSAPADEGLQGFPRHNLGERLVGWMDVMARTKTARKEVFKIIDFTKAKDVLLFASETGKARYATLQAP------AA 
Neospora     QTVPVIVGQSPMAPLRTGGHLGADYILHLRNDLCDVTASDAQIFPSAPADEGLKDFPRHNLGERLLGWMDIMARTKTARKEVFKIIDFSDSREVLLFASEAWKAQYASLQAP------AA 
                                                                         : :                     :                                    
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                    730       740       750       760       770       780       790       800       810       820       830       840 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum KKFGFNDMCTDKCM-------DETIKADYDLSEYKNEFSPSKTAQRRADLVKLLMYYYRDKIYNIETSADVVLIMLLYLNS---------------------------------ANELSE 
P.vivax      KKFGFVDMCSNKCI-------AETVNASYDLEEYQNEFKPTNTSQRRADMVKMLMYYYRDKLNNIETTADFVLIMLLYLNS---------------------------------ATEHTE 
P.knowlesi   KKFGFVDMCSTKCV-------ADTVNANYDLEEYKNEFKPTNTSQRRADMVKMLMYYYRDKLNNIETTADFVLIMLLYLNS---------------------------------ATEHTK 
P.chaubaudi  TKVGFTDMCSKKCF-------EDTVEEKYKIDKYDIVLNPQNTKQRRGDLTRMILYYYKDTINNIEAIADITLIMLLHLSS---------------------------------SAKTIE 
P.berghei    KKVGFIDMCSKKCF-------DDTIEINYKLDKYDIHLDPQNTNQRRGDLTRMVLYYYKEIINRIEANADIVLIMLLHLSS---------------------------------SAKTIE 
Pyoelii      --------CIHTC----------------------IHT-----------LTRMVLYYYKEIINHIEANADIVLIMLLHLSS---------------------------------SAKTIE 
Bbovis       KFYGYMGMCDMSCA------------KGIVTNFRSGDPLKSFVHNKQREILRWVSLYLRDDLLRIDTSIQKLLVEIMFRTTN---------------------------DMKYRPSNRKV 
Tparva       KFYGFMSLCDTKCI-------QTLYDNDKVATTEKGVGKKGTVGKRLAQFLKWVQLFHTEDLLLIDTYAQRVLLSIMYAITREDFYRSSPRNVQLRIQSQFTNQKPSQSFLQEDSDDIVE 
Tannulata    KFYGLMSLCDTKCI-------QTLYDND-NKSAKKGVNKRSIVGRRAVQFLKWVQLFHTEDLLLIDTYAQRILLSIMYAITREDFYRTSPRNVQLRIQSQFSTKKSTPSFLQQDTDDIDE 
Tgondii      PAPSFYGITTSGCRNVNDIMKSKFFDMYLHQSGFMKLQRHGNDNSRQRFMHRVTLLQNDGILPQLPLEADYELMELNAAMQKN------------------FVAAN-KSIFSRRAARHSK 
Neospora     PAPSFYGITSSGCRNVNEIMKSRYFDMYIHHSAFMKLQRHGNDNSRQRFLHKVALLQNDGIVPQLPLEYDYELMELTAAMQQS------------------FVAAP-KGILTRRKARHSP 
                         *                                    : :         :  :    :  *: :                                             

	  
                    850       860       870       880       890       900        910       920       930       940       950       960 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum KGYLDVSSISTDDEFNLINKTIDRSHKFNKK----------------IKIKKKTFFKIAPFNFFREE--------------------TQEKTGNESIFAIDDIIKTSLLAKKSQ------ 
P.vivax      KGFIDVSSISTSDKFNLLNTTIDKRKKVKK-------------------NKRKSFLKIAPFNFFREE--------------------PDERYGNESIFAIDDIIKTCLLAKKSQ------ 
P.knowlesi   KGFIDVSSISTTDKFNLLNTTIDKRKKVKK-------------------NRRNSFLKIAPFNFFREE--------------------PDEKYGNESIFAIDDIIKTCLLAKKSQ------ 
P.chaubaudi  AGHLDIDITQTSNKKNLMLLAGEGD-----------------------KKSKRNLFRIAPYKFFRD---------------------PQDESYTASIFAIDDIMKTCSLSKKFK------ 
P.berghei    SGRLDIDITQTTSKQNLINLAIENDKVINI-----------------YKKSKRNFLKIAPFKFFRD---------------------PQDKSYSASIFAIDDIMKTCSLSKKFK------ 
Pyoelii      SGRLDIDIAQTTDKHNLIHLAIEND-----------------------KKLKHSLLKIAPFKFFRD---------------------PQDKSYSASIFAIDDIMKTCSLSKKFK------ 
Bbovis       NIHLKSEYVDPNANESLLELPHLMGYVNKIPG--------------RVKQIPRAIGNMQAPEFLTNVSKRPNFHRLG---NVIDHAGNSFNRFMSGYRVPGRIVDNKLEGRNISPYN--- 
Tparva       PSMLEVGPDARERELREANRRLIEDYNRRRQEEYEKRRREQYKDPHKQYKNRQEYLRDQMGRVLDEQSKEVHKQKAEREKQAFEDALNGSDTFQKAMRQREEILRRARYNSRMPSNDVEN 
Tannulata    PSLLEIGPDDRERKLREANKRLIEDYNKRRQQEYERRRSEQFENPRKEYTSRQEYLRDQSGRVLDEQSKEVNKQKEQRAREAFENALKGSDTFQKSMRQREEILRRAKYNSRAP-DYGEQ 
Tgondii      YGYLDLCDVACYQKIDRLHNDVMTNVFFSLDTTLMKIVAKVHR----SYGIAKAFFQLGARQQHIADPN------LG--MWARRLFVHWASHNEVKQMQGQKVVKVNYENLRHG------ 
Neospora     YGYLDLCNVACYQKVDRLHNDVMTNVFFSLDTTLMKLVGKIHR----AYGIGKAFFQLGARDQQIADPN------LG--MWARRLYEHWQSHNEVKAMKGEKPVKVDYKNLRRG------ 
                :.        :                                      .   .                                              :       .         
 
                    970       980       990      1000      1010      1020       1030      1040      1050      1060      1070      1080 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum -----------------------------NYNSLYETTKDLWNQIQNMYSASYG------------------------------------------------------------------ 
P.vivax      -----------------------------NFSSLYETTKEVWNSIQSIYSASYG------------------------------------------------------------------ 
P.knowlesi   -----------------------------NFSSLYETTKEVWNNIQNIYSASYG------------------------------------------------------------------ 
P.chaubaudi  -----------------------------NYNYLYEKTKGLWDEIQTLYSASYG------------------------------------------------------------------ 
P.berghei    -----------------------------NYDSLYEKTKGLWDEIQNIYSASYG------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      -----------------------------NYDSLYEKTKGLWDEIQNLYSASYG------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       -----------------------------AFKTPRKVVASLDDGLLQMIEVAVDLVN----------------------------------------LRSSSDANN------LYYQAFNT 
Tparva       EKSLFTNTADN-TNDNADNTSEEK---NTDVRSKLEGMGNTYKKFYNMFMSGYHEPGKSVNPENTSEQIIPFHVFATSNGGRVSGSVGYDHQFLDVINVITDLTNLANKDYNVYYQSVNT 
Tannulata    EKSLFTNIADTNANENPETTDGEKSNTNEDVRSRLEKMGNVYKKFYNMFMSGYHEPGKSVNPENTSEQITPFHVFTTGNNSRVSGNVGYDGQFLDVVNMITELTNLANKDYNVYYHSVNT 
Tgondii      -----------------------------EFTLDTVRMRDALVRYTNMLKADPITR--------------------------------------------DLMS-----------LVIHT 
Neospora     -----------------------------EFTFDTIRMRDALLRYGNMLKADPITR--------------------------------------------DVMN-----------LVVHT 
                                                            :             
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                   1090      1100      1110      1120      1130      1140       1150      1160      1170      1180      1190      1200 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum --FVQSKKIKTNKFVGSKIR-------NVGFLLRWFNYNKT--PSKNINFLVNNFSPLVSISLQLV--------------------------------FFITTMIEQYESSFLG----NF 
P.vivax      --FVAGKKLKTKSFIASRIR-------NVGFVFNWFNYNAK--ASPHVNFLVHNFSPLLSVSLQLT--------------------------------FFISTMIEQYEASFLS----NF 
P.knowlesi   --FVASRKLKTKSFVTSRIR-------NVGFVFNWFNYNMK--PTPHVNFLVHNFSPLISVSLQLT--------------------------------FFISTMIEQYESSFLS----NF 
P.chaubaudi  --FVPSKKIKAQSFIASKIR-------NVGFLFKWLNTNDI--SSTNANFLVKNYSPLASLSLQLT--------------------------------FFINTMIEQYESSFLG----NF 
P.berghei    --FVPSKKIKTQSFILSKIR-------NVGFLFRWLNNNEL--ESNDVNFLVKNYSPLVSLSLQLT--------------------------------FFISTMIEQYESSFLG----NF 
Pyoelii      --FVPSKKIKTQSFITSKIR-------NVGFLFRWLNNNEY--TSSDVNFLGKNYSPFVSLSLQLSESKRADSFCSFCPFCYFFPILFIFPHFFHFLAFFINTMIEQYESSFLG----NF 
Bbovis       WVQLQSFHSAIHSFEYQSSRKRTS-SKTLGAIFRYLNTS----VGKHIEGMPKQFLPFTSLVLQIC--------------------------------FFIEDAVDGYRRGKYK----RL 
Tparva       IIMIRSIHLALHSFENSKQKKITS-SKTFGSLFRYLNTD----SNGYVMNLTKQFLPATSLSLQLI--------------------------------FFIQELVERYHHGIIG----LL 
Tannulata    IIMIRSIHLALHSFDNNKTKQIMS-SKTLGSLFRYLNTD----SNGYVMNLTKQFLPTTSLTLQLI--------------------------------FFIQELIERYNHGVLG----LV 
Tgondii      WIHIRGVRNAAMGFKNSQKLNESMNASAIGAVFAKLWYESDISVVAPHQELKPFGAPLASMALQIG--------------------------------FFLHTVVEEYKMSLLEKAGAQI 
Neospora     WIHIRGIRNAAKGFKNSNKLKESIGESAIGAIFSKLWYEND-SVVAKHQELKPFGAPLASMALQIG--------------------------------FFLHTIVEEYKMSILEKAGAQI 
                : . :     *  .           .* ::  :  .           :     *  *: **:                                 **:   :: *. .        . 

	  
                   1210      1220      1230      1240      1250      1260       1270      1280      1290      1300      1310      1320 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
 
P.falciparum SSALKKIFTLGKSGRN-PRNYNDLVNFSEVDYLLRTSKANNVQRIIMQIIRMLKKKFLSSSYTP--------TLLAQYMSIFLSLWVFEGENNISLQNPNISRFKKIFFLTYFVHE---- 
P.vivax      SSTLKKIFTLGASSAH-PRNYADLVSFSETDYLLRHSKADKAQRIITQTVKMLKKKFLSLPYTP--------TLLAQYISLFLSLWVFENERNISLENPNVTRFKKLFFLSYFVHN---- 
P.knowlesi   SSTLKKIFTLGASSAH-PKNYADLVSFSETDYLLRHSKTDKAQRIITQTVKMLKKKFLSLPYTP--------TLLAQYISLFLSLWVFENEKTISLENPNVTRFKKLFFLSYFVHN---- 
P.chaubaudi  SSALKKVFTLGKSGAN-PKNYSDLISFSETDYLLRTKKADAVQRIINQTIKVLKKKFFSAEFTP--------TLFAQYVSLFLSLWVFEGQKDISMNNPNISRFKKLFFLSFLVHK---- 
P.berghei    SAAIKKIFTLGKSGTN-PKNYDDLISFSETDYLLRTKKADAVQRIINQTIKILKKKFFSGEYTP--------TLFAQYVSLFLSLWVFEGEKDISMNNPNISRFKKIFFLSFLVHSKFFF 
Pyoelii      SAAIKKIFTLGKSGAN-PKNYDDLINFSETDYLLRTKKADAVQRIINQTIKILKKKFFSGEYTP--------TLFAQYVSLFLSLWVFEGEKDISMNNPNISRFKKIFFLSFLVHN---- 
Bbovis       KNFLTGILTLGLKSRLGPSNITELQSYLEPQVVYNKSRYVIGRAIISNLVQDFKLMFLNKPAIP--------MPIIQAISMFLGMWARGSSAKLDLSDPTIDTSRRIFFLNYMSNK---- 
Tparva       RKFFKNLLFRGIIRA--PTNFRQVNNNFNTYVIYDDKKYKGTLETVHQLVKMFKDSFITKASIP--------IPIIQYITIFLSLWSQSDSQTFNISDRSENIARKMFLLSFLVNK---- 
Tannulata    KTFFKNLLVRGIVKG--PSNFRSLNNNLSTYVIYDDKKYKGTLETVYQLVKVFKDTFITKASIP--------IPIIQYITIFLSLWSQSDSQTFNISDRTDNIGRKMFLLSYLVNK---- 
Tgondii      KSWFVGMFQKNKRRTV-PRTWKAVVAATNRAPKVNLKAYQGALLVIKTLAKMFRERFLYRFYMQGQGSKVDFNTPTLLIHALVASWMDPSLDRLELSSRTIPNAKKLFWYYVWVNE---- 
Neospora     KSWFLGIFQKNKRRTV-PRTWKAIVAATTRKPIVNLKAYQGALMVIKSLAKMFRERFLHRFYMQGQGTKVDFNTPTLLIHALVALWMDPTLDRLDVSSPSIPNAKKLFWYYLWVNE---- 
                :  ::  .      * .   :            .        :    : ::  *:                    :  ::. *       :.:.. .    :::*      :.     

	  
                   1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum -----------KGPVEKAVDIIYNKCRMKTDKIVLGCIHDYGGREKKKLLGLISRKCKPTKISIRKRSIRKILNKLMSSLNDPVDILRIAVDTATRCDHFNRSKNID------------- 
P.vivax      -----------SGPAEKAVEIIYDRCRGKTDKIVLGCIHDYGGAKQKKLLGIINKQCKPTKIPIRKRSIRKVIKTLMSSLTDPVDILKIAVDTATRCDHFSRSASMD------------- 
P.knowlesi   -----------SGPAEKAVEIIYDRCRGKTDKIVLGCIHDYGGAKEKKILGIIKKKCKPTRIPIRKRSIRKVIKTLMSSLTDPVDILKIAVDTATRCDHFSRSAPMH------------- 
P.chaubaudi  -----------SGIVEKATEIVCKNCQHKTKKIVLGCIDDYGGKDKTKILGLFTRKCKPTIVPINKRSVRKILKVLMTTLTDPLDILKIAADLATRCKYYNDAAP--------------- 
P.berghei    FINRYFFVLFYSGVIEKATEIICKSCQKKTKKIVLGCIDDYGGKTKKKILGIFSRKCKPTIVPIHKKSVRKILKVLMTTLSDPLDILKIAVDLSTRCKYYNDSSS--------------- 
Pyoelii      -----------SGVVEKATEIICKSCQKKTKKIVLGCIDDYGGKTKRKILGIFSKKCKPAIVPIEKKSVRKILKVLMTTLSDPLDILKIAVDLSTRCKYYDDSS---------------- 
Bbovis       -----------YDLAMTATEIVVQHCAAAAPVLHLGCVPRNVKG---------TVKCKNVAIPTTKYHVLKVMQMMDATFEDPLDIIRVGSDLARRCIAMPVRKNVVVK----------- 
Tparva       -----------RSLADMATEMVLQHCAG-LKMLHLGCVSKLNNN---------NKECKDYSLLLKKKKVLRIMRMIESTSMDPLDVIRIASDTCRRCVANLTVRPHVGAPTLLQMEQDLD 
Tannulata    -----------RSLADIATEMILKHCAG-LKMLHLGCISKLNND---------NKECKDFSVLLKKKKVLYIMRMIESTSMDPLDVIRIASDTCRRCVANLTVRPHVGAPTLLQLDQSLD 
Tgondii      -----------NGPSNAATRIVLTGCKK-YTFLLPGVVRSVTSSTS-EVVEAGSNILKIDKIILKRSSLEAYMNHLQATYDDPLTIVQVALDLAARCEGYSAAKDQPAQ-AMRGPARVRR 
Neospora     -----------NGPSNAAARIVLVGCKK-YTHLFPGVVRSVTTATG-EVVEAGSDILKIPAIPLKRSAVEAYMNHLQATYKDPLTVVQVALDLAERCEGYSPANEQATRNSARAQPREQR 
                         .    *. ::   *      :  * :               .   *   :   :  :   :. : ::  **: ::::. * . **                        



	   68	  

 
 
 
 
                   1450      1460      1470      1480      1490      1500       1510      1520      1530      1540      1550      1560 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum ---N-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
P.vivax      ---N-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
P.knowlesi   ---D-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
P.chaubaudi  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
P.berghei    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pyoelii      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Bbovis       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Tparva       DGEDDDLEDVEDSYLELDEGLEGGSGGCLDCLGCCNRKKNQETTSTSNSNSNPNSNSGGKDSSTDKDLSTNSASGQSTSTSRSGFGKSGIPCAAGSGTRAFGNPSYLQIPNNSSNTSSNI 
Tannulata    DDDD-----VDDSYLELND----------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Tgondii      ATGESTTFTIRGGGVQGGT----------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Neospora     ISGHAT-FTLGREGTAAG------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
 
                   1570      1580      1590      1600      1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum --------------------------------------------------------------------------------------------------------------VKTKKNKINY 
P.vivax      --------------------------------------------------------------------------------------------------------------NKKSRNKINY 
P.knowlesi   --------------------------------------------------------------------------------------------------------------KKKKKNKINY 
P.chaubaudi  --------------------------------------------------------------------------------------------------------------NSKKKHKENY 
P.berghei    --------------------------------------------------------------------------------------------------------------SKKKKHKENY 
Pyoelii      --------------------------------------------------------------------------------------------------------------SKKKKHKENY 
Bbovis       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------KGKKAKADSYD 
Tparva       LKTSLLQLDESLELKNNIFSSYSPASSGLRAFNSPSLTKPANINNNNGTIRNGDRQSKNRQADESKPTKPLTDSSSKSSLLELNDDVNSEKVNAETGESQSTKSKSNSNSDSENSNKKWY 
Tannulata    ------------------------------------------------------------------------------------D-SDGEKVNAETGESQ--NSRSNTKSDSEKNNKKWY 
Tgondii      --------------------------------------------------------------------------------------M----SFVEAEADDERKEDSEDNTVDLSE-QDQD 
Neospora     -------------------------------------------------------------------------------------------SFVEGAVEDETEEESEIDADDSDALQDQE 
                                                                                                                            .    .    
 
                   1690      1700      1710      1720      1730      1740       1750      1760      1770      1780      1790      1800 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum EIFVKSELSIRYICADVT----------------------------KNVVKKIIRDVSRLKNMREAQNVIDNG-----LNSVQYLKIRNYRDKESSFTILCPFMEGNDKNIRELERTQIS 
P.vivax      DLFVKSELSFRYICADVT----------------------------KKVVKKIIRDVSRLKNMSEAQELIDQS-----LNSVQYLKIRNYRDKESSTSIFCPFMEANDKHIRDLERKQIS 
P.knowlesi   DLFVKSELSFRYICADVT----------------------------KKVVKKIIRDVSRLKNMSEAQEIIDQS-----LNSVQYLKIRNYRDKESSTSIFCPFMEANDKHIRDLERKQIS 
P.chaubaudi  DLFVKSELSLRHTCAVVT----------------------------RKLVQKSIKRVSRLKDFSEAPNIIEQT-----LDSVQYLKMRNHRDPDSTFTVLCPFMQGTDKHIRDLERSQII 
P.berghei    DLFVKSELSLRHTCAVVT----------------------------RKLVQKSIKRVSRLKDFSEAPSIIEQT-----LDSVQYLKMRNHRDPNSGFTILCPFMQGTDKHIRDLERSQII 
Pyoelii      DLFVKSELSLRHTCAVVTSMFFFFYKNLFTYFYCDKYISTPIPIIAEKLVQKSIKRVSRLKDFSEAPSIIEQT-----LDSVQYLKMRNHRDPNSSFTVLCPFMQGTDKHIRDLERSQII 
Bbovis       SAIMFSELAHRYHCYQEQ----------------------------ATLVAQINKAMLQTKDMNALSASINDL-----FKYSRSLTIRQPDHREMGPTLVCPFMEDAPEATRDRYRERMV 
Tparva       DPLKKVKNVFKKKMTPEEEAMMLPHFVDRLMLHSEITHRIHCYYTQKTLVKRLIKELKKAKDELDIKQIIANV-----FGEFRSIEIIQSGMASSIHQLICPFMMESPNELRLPIQTNIL 
Tannulata    DPLKNPKNIFKKKLTPEEEALMLPHFVDRLMLHSEITHRIHCYYTQKSLVKRLIKELGKAKDELEMKQIITNV-----FGEFRTIEIIQSGMASSMHHLICPFMIESPNELRIPHQTNIL 
Tgondii      SSFVQLKKLFNRRGSSAAGQAVQTDAQP------------LPK--AVQTDAQPLPKVRRGGPDVDASAVILGSRFMLDLWCSKYREMLVEKLSGISTKDATVMQQEISKVFSAVSSIKIA 
Neospora     GSFVQLRKLFRRKKKAAAGD--------------------KP----AQTDAQPQPKVRRGRPDVDASAVILGSRFALDLWCSKYRQMVVEKLSGIKTKDTTVMQQEISKVFTAVTSIKIA 
               :   .   .                                        :    : :          *        :   :   :               :     :        .:  
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                   1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900      1910      1920 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum LFIHKNIGMSRIIKGKLINIFKKT----------LNMREGIKSDSAISIKVGARKYNGIIFTGGYQLNVDNLDQ-NTLHIGLSKTRKVYDGRKYVDELEILKGDGVKNIYMKGLNEDNER 
P.vivax      IFVHKNVGILNLLKGKVANVFKKS----------INIREGIKTDSPISIKVGMRKFNGFLFTGGYQLNMDSFEQENTLHIGLSKSRKVYDGRQFVDELEILKADGVKRIEMKGIDEDNER 
P.knowlesi   IFVHKNVGILNMLKGKVANVFKKS----------IKIREGMKTDSPISIKVGTRKFNGFLFTGGYQLNVDSFGQENTLHIGLSKSRKVYDGRQFVDELEILKPDGVKRIEMKGIDEDNER 
P.chaubaudi  SYVLKNVGISNIIKGKIHNIFSKN----------INMREGLKSDSVVTIKVGGRKFNGSLFVGGYHLNVNDIEQN-ALHIGLSKSRKVYDGSKFVDELEILKEDGIKDIIMKGIDEDNER 
P.berghei    SYVLKNVGIYNLFKGKLHNLFSKN----------INIKEGVRPDSVVTVKVGGRKFNGNLFVGGYNLNVNDIDQN-ALHIGLSKSRKVYNGTKFVDELNILKEDGIKDIILKGIDNDNER 
Pyoelii      SYVLKNVGIYNLFKGKLHNLFSKS----------INIKEGVKSDSVVTVKVGGRKFNGNLFVGGYNLNVNDIDR---LYVLSTGER--------VSEFDYAKENPNGKFICQLYNKTYNK 
Bbovis       KYAASKMTIRRKIIQEIKVLGASYASDLPIANRKSSSSSAPLESIAGAILVGTRQFDGIFFYGGY-PPPEKIPMPESVTVNPGDGRVVYHNKEFIAEVVALKPLGVNAVMLEKQNKVTKR 
Tparva       QYVIKQLVSKYKLNPIKKDLFKQFRGKINEL--VPDLEGYMKVDVVGSVFVGLRKYNGIYYSGGY-APFDKIDKPTNILLKPGEGRLVYDGDNFVPELTALNDIPSLESINIIHEYDYDR 
Tannulata    RYVIAQLCKKNKLNPVKKDLFEQFRGKIGVL--VPDLEGYLKIDVVGSVFVGLRKYNGIYYSGGY-APFDKIDKPTNILLKPGEGRLVYDGDNFVPELVALNDIPALESINIIHEYDYDR 
Tgondii      IPDYKDLWDFSLRCDWMDGYPDAEKMRAARA--EMVTYAMAKASTGKRLKRMLQKVRSWIRKKAFAAARKLKSLKNRISTAFGRGKPPKAKVPDWAVVNAGVGMWTGKVFSTDLTFNEDE 
Neospora     LPDYKEFWDFSLRCDWMDGYPDQDRMRAARA--DMVSYAMAKAGRGKRLKRMLQKATSWIRKKAFSVAKRFKSLKRRISNAIGKGKPPKAKVPDWAVINVGLGSWTGKVFSTQLTFNEEE 
                  ..                                    .    :    ::  .     .:            :       :           .                    .. 
 
                   1930      1940      1950      1960      1970      1980       1990      2000      2010      2020      2030      2040 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
P.falciparum IYELQNNMR----------VSEFDYAIQNPDANIIVFDGNNYISSYALRNMGLEHERIVWAGPSVGWTAEFALSAISDNPL----PIFDGSAWVLL-EKLSIRSILGKHLPSDVNG---- 
P.vivax      FYVLQDKTK----------VPEFEYAILYPSADIIIFDGNNYVSSSALRDMGLEYERIVWAGNTVGWVAEFALGTISENPL----PIFDGHAWVLL-DKLSVKSILGEFLPRDVRG---- 
P.knowlesi   IYVLQDNTK----------VPEFEYAILYPSADIIIFDGNNYVSSSALRDMGLEYERIVWAGHAVGWAAEFALGTISENPL----PIFDGHAWVLL-DKLSVKSILGEFLPRDVRG---- 
P.chaubaudi  LYVLSNGEK----------ISEFEYAKENPNANIIIFDGNNYISSYALREIGLEAERIVWAGNNVGWAAEFALGNISDRPI----PIFDGSAWILL-DKLSIKNILGNFLPKNVNG---- 
P.berghei    LYVTSTGKK----------ISEFDYAKENPNANIIIFDGNNYISSYALRKIGLENERIVWAGNSVGWAAEFALGNISDRPI----PIFDGSAWILL-DKLSIKNILGNFLPKNVNG---- 
Pyoelii      IYN----------------ILYLRFGMDG--SNIIIFDGNNYISSYALREIGLENERIVWAGNTVGWTAEFALGNISDRP----------S----------------------------- 
Bbovis       IYYMDKDKK----------LDELAFGLEAAD---FVVRAHLLTTASTLREMGYNIGKFIWCGYEQGWIADFALHNIIGNSD---VPVFNGKYWILS-KQMKVADVVGKN-VRIKHG---- 
Tparva       IVYQINTGNGEGASIV---MSERKFALEYP---NFIIRAHVLITAKALMRMGFDMGRVIWCGDKYGWVADFSLDNIVPVSDV---PVYNGQYWLLT-SQLTVKDVVGNVPIRLVDK--KS 
Tannulata    IVYQINTGGGDGASIV---MSERKFALEYP---NFIIRAHVLITAKALMRMGFDMGRVVWCGDKYGWVADFSLENIVPVSDV---PVYNGQYWLLT-SQLTVKDVVGNVPIRILDRNSRS 
Tgondii      MSCDGPHEPIRVMSWKQNHFTTFASSSTNAERNYVLVKKGDDSHCWATREALVHKGWSGIPVYQYAEPAGFWLQEVSPSNQP---FVVNWDGYLTTSDNLTLQDIDINASSDSLKS---- 
Neospora     MSCNGPHEPIRVMTWRQNRFTTFSSSSTNAERSYVLVDKSEESHCWATRDALLHKGWTGLPVYQYEEPSGFWLEDIVRGNAPGNGFVVNWDNYLTTNGNLTLQDIDPSASSQRLSS---- 
             :                  .     .        .:.       . :      .              : * *  :                                             
 

	  
                   2050      2060      2070      2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
P.falciparum ----NSLANTVNFVILNKDGKPILKNTTPVINLKYATFTLS------------GIVNFVIKAEKGIGNEIIVHTRIP-------------------------------- 
P.vivax      ----SLLASTVNFIILNKEGRQILKNTTPVVSLKHATFTLS------------GILNFVIRAEKGKGNEIIVHTRIP-------------------------------- 
P.knowlesi   ----SLLASTVNFIILNKEGRQILKNTTPVVSLKHATFTLS------------GILNFVIRAEKGKGNEIIVYTRIP-------------------------------- 
P.chaubaudi  ----NLLAKDINFTILNKDGKAILKNTMPIVNLKNATFTLS------------GVLNFVIKAEKGNDNEIIVHTRIP-------------------------------- 
P.berghei    ----NLLAKDINFIILNKDGKAILKNTMPIVNLKNATFTLN------------GILNFVIKAEKGNDNEIIVHTRIP-------------------------------- 
Pyoelii      -----------NYTFMKD------------------------------------------------------------------------------------------- 
Bbovis       EKIMDQNASDVNVKVIAGDGKEIAKYPATKPGQPNFDKQGS--------NNFTLDTGYGEVSPAAVQDLIRDAEFDEATNTLVLNLDAPSIVLMESPIVSNTTEEKPTE 
Tparva       YMDTGSTDITIDDKGLNEINVEIISNGKKVGEVKSHKGETLEGEDEEGMEFLVGAGGDNLSATPGAVKTVKTATYNPTTHGLTLDLDMPDFINM--------------- 
Tannulata    YVDNSTADSSVDEKGLNEITVEIISSGKKVGEMKPHKGEAV-GEDEEALEILVGAGGENLSATPGAVKTVKTATYNPGTHGLTLDLDMPDFINV--------------- 
Tgondii      ----------HAVMRIVDSNGKTIYQGPPTGVVQTQGGVVT-----------LGSIRNLVSGVHSTGDSVEVRVTASGPQLTSVADLDTQFKEIPDL------------ 
Neospora     ----------FATMRITDSNGKVIYQGPPTGVVQTQGGRVT-----------LGSIRNLVSGVQTRGDNVEVRVNAAGPQLTSVSDLDARFKDIPDL------------ 
                            :                                             
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ANEXO 3 

Alineamiento de secuencias homólogas en diferentes géneros y especies del filo Apicomplexa. 

 

 
                     10        20        30        40        50        60         70        80        90       100       110       120 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
PfRON2       MLKFFIFILHIYLYIDSIYSSELSKHVKHDTDELKYASPTYDPKKGTKVIFYMPGNEQGVIPNNIQNKQHGTSIYPAIEYPTTKYPAIEYPGSEMNNGKTGTTNSGIYNKAHG------S 
PfRON3       MNKYWLYIAYVYLLLNILSKCNKIENNNNKVKNLTVYNNDIGQYFKKKDIQCKHHIEINQDSNHNEYSFLSLKASSIFNQ--------YYVAKLINTLLYRGFHLNVYFHKNVAMYESFS 
PfRON4       -MSSVRFFLCIFLVLFTFIDIVKPFKGNYGEANFSFFQATPASHIEEPQ-KTESTDAQSNITQNEEINNTKPLQENITNN--------QQNSNEQQNNNEQQNNIEQQNNN--------- 
PfRON5       --------MLKYTLLIYIIAGYFISEISNKLFDTLLPRNVFKKPKPFKKNEIKKGIDKDEKSIMKNVDSIDVMFEPRVKR--------FVPSRTRKTHVVGGLSQSISDPG--------- 
PfRON6       ---------MQYFFLVFLAVLAKGFLRNKEHANLINSYNDIVEDINIKK-EEKSSSEPPFIPIKNKIDNVHTKNNNQYN---------LHNNKSNKTHLTYGTHTSFLQNC--------- 
                        :  :  :         .    :                            .   : .          :                :.                       	  
 
                    130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       SND---------------------YNASNSQDKTINLHIDENNSNNSYQP--YDSNNTNNNTNSNNNSNNNSNNNSNNNSNNYSNNNSNTNSNTNSNTNSNNNTTN-YDLNSEYEKIRRK 
PfRON3       RTNFFFYLTILNKKNVKKIVKIISKAERSSNKRKFNVFKKYLISEFDYPNFEIDDTVKNEMNQAILVYKKAKSDSYWSVMDALKKDGLLLARTFLSVSFVQSLRGIIGLINHKLIDLCFT 
PfRON4       -------------------------IQQNNIDTSISHVPN----------------DTIKNPIDNSNISNLDKSNDTNNVIKHEENNQTKENNLETIKHTEPLTN----QNTNEVKINDH 
PfRON5       ------------------------DVEKSKYEKAVRFFEN----------------IKNEMINMSSKINKQLDSQDISSLNNFKRASEVLKESLATMHSLDIIR------NDGSVDFSKY 
PfRON6       --------------------------TIN---DCV------------------D--VDNKDSEINNITKEKDDNNNNNGTKQIEEKNKINKSDLHRQNELNLQSGK----NEQDINKNEK 
                                         .     .                        :        .:  ...  .     .. .             :         *    .     

	  
                    370       380       390       400       410       420       430       440       450       460       470       480 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       DYTNGINNNMHGKNNYNTANGEYVNGAYDGLNNGSYKLIGNLNNNQNVDNSYNQGNENDKTYTSNYNINLEDNKNSPDNNQNYISTFNKDIGPNKSE------------------R---- 
PfRON3       NVSEHLNGKNVYPILNNLFEKNLGTGFFDFSNSLFKYVMNYLEEINLLNAKSVDVEKELILNRHNFKLLLKILKITKKSLLYEESYMKISVANLLTKFYTLILVNIEHISKLNPKEHFYN 
PfRON4       HTTNHPIESHTGENNHDKINEPIPIEHATTPTNEPIPIEHAATPTNEPIPIEHAATP------TNEPIHIEHVATPANEPTHS------------------------------------- 
PfRON5       FITENLNASKLLKLYDDSANDYVSPMHTDVCGQLGSIILSYMFEKAYKSSINHDIS-------Y-FQKYLPRLKYRIQNMIQKGTLLLLEKG---------------------------- 
PfRON6       EENKKSDDHKIEEVKKVEEHEEDEEEDKKEKKSENKNKDENKDENDEDNDEISDED--------EVDDDVEEDKNENDDIDDD------------------------------------- 
               .:               .            .                                    :       ..                                          
 
                    490       500       510       520       530       540       550       560       570       580       590       600 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       SYYDVYGREYDDNKYNPYNKTNNHNTNQNGSTTYGSNANGTYGPNGTYGSNGTYEPNESYGPNGAYGPNGTYGHNGKYGSKGTYGNNETPYYVEHPEYDNGKSMSDFHVKDSKDNIGPGG 
PfRON3       DLDNEFKHIYQDQMFELFIQKISSDIVRKPFIKR------------NIGRIDKGSIELTLALIKVKLLHYKPTLNNPYSSLYFDENLKKQLNYAFKLIIIGSTSIIASLANYGERYGVLK 
PfRON4       -----------EHATTTTNEPIHIEHAATPTN------------------------------------------EHIHNEHATTTTNEPTHN--------------EHAATITHEPTHNE 
PfRON5       ----------LDDSLYTFKSKIS-DIMEKKFG-----------------------------------------FNDMCTDKCMDETIKADY----------------DLSEYKNEF---- 
PfRON6       ----------KKETDKTHLEEEENEIIEKEFS------------------------------------------DKKKNGKNKDTKKEKSK-------------------DTEKEK---- 
                        ..      .    :   .                                             :          . :                         ..      
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                    610       620       630       640       650       660        670       680       690       700       710       720 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
PfRON2       DYPNLYQNIYGNEKNPNIFPGSPRNINVYSVHHIPNNGANGGLNSGANGGLNNGANDGLNNGANGGLNNGANGGLNNGANGGLNNGMNNGMNNGMNNGMNNGMNNGMNNGMNNGTNGGLN 
PfRON3       QCPLDIVKNLNQQCEYVSFEIKKLIFPINIFVNLLIPLFL----------PYDDVLVDKNIIDEVKKFFNVIIDTDDSYLQKYMKTTINTIRKSKDLDINNVNYEEEMEKIVVQEAHKVI 
PfRON4       HTTTPTNEPIHNEHATTPTNEPIPIEHIATPAN--EP-------------THN-------------------------------EHATTTTNEPTHNEHTTTPTNEPIHN---------- 
PfRON5       S-PSKTAQRRADLVKLLMYYYRDKIYNIETSADVVLIMLL----------YLN---------------------------------SANELSEKGYLDVSSISTDDEFN----------- 
PfRON6       --SKDIEKEKSKDKEKEKSKDKEKEKGKDK-EK-----------------EKS-----------------------------------KDIEKEKEKDKD-IEKEKSKD----------- 
               .    :   .                    .                   .                                   .   :           :   .            
 
                    730       740       750       760       770       780       790       800       810       820       830       840 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       NGMNNGMNNGMNNGMNNGIHDDLYNSENSTFNNGLNNSGRTGLNNAYPHNGMLNNGTEYNVHYGNSDSNNTNDSMLNENYYSDSDYDDHTPGNKKKVYKSVAERNKKSASQDSLGAGFSD 
PfRON3       EEINKERRASFKFQDFVVKEDSVVLYNKSGIQYSFKFDHLNRKEDFMRIIGSYQFKNPIGYQTSQLVFEPQNNHIGSLMVGSNKNTFDGKLSVCHMCYKEDDDSLVVDAIFSILWSSGID 
PfRON4       EHATTPTNEPIPIEHIATP---------------------ANEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEPTHNEHATTTTNEPIHNEH--------ATATTNESTHN------------- 
PfRON5       -LINKTIDRSHKFNKKIK----------------------IKKKTFFKIAPFNFFREETQEKTGNESIFAIDDIIKTSLLAKKSQNYN--------SLYETTKD---------LWN---- 
PfRON6       --TAKEKEKDKDIEKEKS-----------------------KDMEKLKNKQNDEKKKDDNEKKKNDKQDIHDDNDDENDMEEIEENDD---------E--EDEDE--------------- 
                 .                                                        :         .:        .  .  .              .                  
 
                    850       860       870       880       890       900        910       920       930       940       950       960 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
PfRON2       SDSDSEYEVVDGENKKYKKKNKENNEKDKYENNWDSNNYNSDNEIKDGYLSESEREYARNKANEIEDKMKKGEYSRKYKNSKSNESGYASKQTSDSDDSDIEANAFYVDNGQEMLIKEKE 
PfRON3       RFSAFIFASFIGAVKQTYHQGTSWKRALSNMAPTEFYEMHKIFMDKSVYGKEKSQNYFLKNIRKYRFQFSRGSFSRMFRTFLENSLNKINFFNS--------EEAIIILVMSTLYALYKN 
PfRON4       ------------EHATTTTNEPTHNEHS-----------------------TTPTNESTHSENATTSTNEQHSHDQNTEVHPNDKLALVPFQG---------IKNPIPSNESQPIISFPN 
PfRON5       ------------QIQNMYSASYGFVQSK----------------------KIKTNKFVGSKIRNVGFLLRWFNYNKTPSKNINFLVNNFSPLVS--------ISLQLVFFITTMIEQYES 
PfRON6       ------------DMENKKKKKKGKNGNE------------------------NGNENGSENGNENGNENGNENENKNESENENENENENENGN----------EN----------ENEKE 
                                                                 .  :      . .       . .:      .                    .               . 
 
                    970       980       990      1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       HYSSDSEHHKEESASIGNLN------VFFPAENYHFSTYMGFDRRSFLPSNEIELEKMIGANFSNEVKNYCSRQNVAQKIGDYLNISFEYSRALEELRSEMILDFNKRKHLTNNTDDTIL 
PfRON3       --IEKFDIPLKETYKLYQQKLIESYYHVDKYSHHYETYTLNIRRKKYNALVKSEHEKAQEASQGEGKDEAENAELKKRVEKRINFNDIQLTMEDEVVRNTKYLQLELQAKPQ--EREKII 
PfRON4       ----EDDNHAQNEGSIN-----------------------APSEGEHNNTDN-------------------------------KEGPIITPLEGEQAGT--------------------A 
PfRON5       SFLGNFSSALKKIFTLG--K--------S-----------GRNPRNYNDLVN--------------------------------FSEVDYLLRTSKANN---------------VQRIIM 
PfRON6       ---NEKDKNIKEIENVT-----------------------NANKENYEKINK--------------------------------NSEITITKSNIDIYN--------------------N 
                 . .   ::  .:                             ..    :                                   .          .                      
 

	  
                   1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       HMIENAEKRKNDPNYKEAYENKDYANNAN---IFMNEYSNPLSTKYNKILKEYLCHLFVNNPGTKPLERLYYNSLALGELVEPIRNKFKSLASSTIDFNYEIHMASASN--IYLLAHFLV 
PfRON3       QYLTYKYKEIPNHEMFPHLPHQCYFLLYYNYEPFLEKNLHGLEGVVSKITRKSVLSRYLKNINLIQPEKTRFASIKLKDLINILCGTHMFLKKEHITFDEIYKYENSNDALKHLLIIVAL 
PfRON4       HKEDVTHKHMVGEHVPPQKTHHGPIITPVG-----GNHVPPQTHHAHIITPVGGEHAHGQGNNDTTYVTMNTDESSSSDTKGEHSN----LRSYNKNMNNNHAQRD-------------- 
PfRON5       QIIRMLKKKFLSSSYTPTLLAQYMSIFLS------LWVFEGENNIS--L-QNPNISRFKKIFFLTYFVHEKGPVEKAVDIIYNKCR----MKTDKIVLGCIHDYG--------------- 
PfRON6       NRN-NDIDKVNNHIFT-N-----------------QQKKHNLHNEQ------N---KFNETLNVSTNHKNHYEEKKKYESNMFNVDKR--MHKNLTSMDTILHNLN-------------- 
             :      ..  .                                             . :                  :           : .    :.                      
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                   1210      1220      1230      1240      1250      1260       1270      1280      1290      1300      1310      1320 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
PfRON2       LSLAYLSYNEYFTTGTKSFYSLPTILTANSDNSFFMLNEMCNIHYNPNKNFKKDITFIPIESRPKRTTTFYGERR------------LTCDLLELVLNAIMLIN-------INEINNVFS 
PfRON3       LRIEKRTNRYSWTTYLTLQKQLDERKRYYDTPFKYLFLKISKVRRFYGSAKKKMLLGFGKKFKGVRFLNILRYTRFFEIMEYAESINEFYPYCYIKFEDVLTFSNVFYKFKYSLLRYTTS 
PfRON4       ------------------------------------------------QYDSDTLNSEGSDDAYSSMQQN------------------------------------------------FE 
PfRON5       -----------------------------------------------GREKKKLLGLISRKCKPTKIS--------------------------------------------------IR 
PfRON6       ---------------------------------------------------DKLSHHKDLKNRELKLK---------------------------------------------------- 
                                                                ..       .  
 
	  
                   1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       NNNVDGYENSLSFSHNAIRIFSKVCPKINNDNVLKCEFEESSLYNPKIIKNDTSEKSSQKNLKKAFDLLRTYAEIEGHSAEGSTSPYYVSLILDDMKYNDFYKYTLWYEPRELIYG---- 
PfRON3       KQSVRNVVNNFNLSPQTTGNNENLLLRIYRFIELIIKKKYN----VDIQHVRKDDKDFNRHAYNKNEYILNDIKFNPNIEQYLRQLTGFIKLLTDMKFTNFLFLRNLYYFVKFYAVTGDL 
PfRON4       KNGIDSFKGKGLHVSLRERIIIEIMESAKNGIDGLLKLKD-----------SKDSGKLFMEALEKLNINMKDLKKD-------------------------------------------- 
PfRON5       KRSIRKILNKLMSSLNDPVDILRIAVDTATRCDHFNRSKN-------IDNVKTKKNKINYEIFVKSELSIRYICAD----------------------------------V--------- 
PfRON6       FEAMSRIKEYKIYNELIQKSVEILTLRLTKINDELKKLKD------------ISENALQKYINEKGYGLMKHYNFP-------------------------------------------- 
              . :                   :            . :              ..                                                                  
	  	  	  	  
                   1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540      1550      1560 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       ----DIRGMQMKKKKKTKYIYNDFMKKSTQLKKKLIKNDLKYNLKSKGLVFLYAMIDKYGSILNKSQKAKVQFLNSTSSIRYYLYLNKVIFKSAKTYLDIMKRVLEELQTSTNTPLKFLV 
PfRON3       TYSINNSSIYLCSRNYLEFILNSIIEFENFKKFMVKIKEKFDIEKYPIDPYNFQTECYSIDSVKTYRFFLSDLDKLKSYQDIENLQNVSSFYKDYLYMGLFYENLDVRNLNV-------- 
PfRON4       ------------KNLISLEVYDKILSTMFKILTEMSFYED-------------------------------------------------------SKFYETLG----------------- 
PfRON5       --------T----KNVVKKIIRDVSRLKNMREAQN-VIDN-----------GLNSVQY--LKIR-------------NYRDKE---------SSFTILCPFME----------------- 
PfRON6       -------------------EYNKLEEEKIMKRSKITWNEK----------------------------------------------------KSHHLYCPMEC----------------- 
                                   ..              :                                                                                  
	  
                   1570      1580      1590      1600      1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       RGNYIENINNIARNDNMFYANLFVLTALS-RRDPVKDYYNDKRKMLSATLAEKFANSTSMLIPHKLRKLVVSMKKGLLKKKLLTSLAKVKLLQHIPAHMLENITSSIRFTTHTIATMQII 
PfRON3       ---YYNFNKKKNQDHKAHGSNVFLDGGLSLSKNMSFSDINDLSESIQNYLYLEKFLADSNIPSIPYQGFSVRRVNDGMHVTYNNRSTTPPLYKDNVLDQFELVGKSLISEYFQKVKCSFI 
PfRON4       -------IKKDILNQSLKDIKIKMLRKLGVSYSRLPPIIKHTEGKCAIKDIIISISSKE-------------------LAQRMAIMFTKWLAPDEYGAVVDYENNVELNVLCSGAPILIQ 
PfRON5       ---G---NDKNIRELERTQISLFIHKNIGMSRIIKGKLINIFKKTLN---MREGIKSDS-----------------AISIKVGARKYNGIIFTGGYQLNVDNLDQNTLHIGLSKTRKVYD 
PfRON6       -------NKERCYNRPRGPTQCYKLEQIG--RN-----IETICEPFIN-------------------------------------EHNGTCRPDFHHCAIAEPERNKKYSIYATDDVHFV 
                     .:   :      .      :.          :                                               .           .                     
	  
                   1690      1700      1710      1720      1730      1740       1750     1760      1770      1780      1790      1800 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       QNAKYMSKHNFSQYDSKGMLARQIFTKGGFAEYADNLMAKWFSKGFEEYKREQIENFKMENSIDSELKDSEREDENDSSEESAKKKLQDLQLE-----EREKMKKENSLLFNQSDKWDQF 
PfRON3       Q-YPFNLYYWLVLNPGKPNISLSSKTGLIKEDDLIPKTVEEKLKEEEEHDIKIVENILSEDIFDFKDKSDDDQSTTADVLSTDTDDSETDAEKTSNNSNTLHKKETPAMKYNMNIAQDEI 
PfRON4       QWKYYQNMLGFEEDKDHAYLGLIDELLVMNKRYSQ-----------NKDYVETLEKIKKSKVFKHCTKIMRIG-GKVSSVPFN--------------YENVKKPSSS-----IIGSLGNL 
PfRON5       G-RKYVDELEILKGDGVKNIYMKGLN--------------E-----DNERIYELQNNMRVSEFDYAIQ-NPD--ANIIVFDGN---------------NYISSYALR----NMGLEHERI 
PfRON6       P-SQFVTIKGYNLHECLQFLVVKKNS--------------------TCGPMTIEKN------------------L----MESE---------------EILKEPVLS------KVLYNEI 
                 :              :                                  ::                                          :                   .: 
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                   1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900      1910      1920 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       INKELVRALGLWLEFNDNPTNASS--------FVYKVVEDSKHLLENNIDNNIIFSRTVKPTKQTAFRRFFNKILSLGNMLLRKPSFRVEHALWFGATIDIKKAFILLEKVSELHKMLNN 
PfRON3       NRQNDVSKNTTYAENNEYTSENITKPSDQNTENYGTKMPSPSFIQIDKVNQQDQQNDAHIESSKNTQENLN--YDDNTNMYEENKNDKKNKKLNNNTKEISFLERRETNPIPFSSNMINE 
PfRON4       IKAN-------ISTYYKATAQRIN------SYFHYTEKKSKKSSPLKIISVCTLLHLTDMLYKCSDEN---------SNGVMDLYNLQLN------------------------------ 
PfRON5       VWAG---PSVGWT--AEFALSAIS-------DNPLPIFDGSAWVLLEKLSIRSILG-KHLPSDVNGNS-----LANTVNFVILNKDGK-------------------------------- 
PfRON6       LFEN----------------IKIS-------------TPGEYNICLAQFYQDPEKD--DILSENSSNK---------Y---KKKKKND-------------------------------- 
                                    .               .        .             . .                    .                                   
 
 
                   1930      1940      1950      1960      1970      1980      1990      2000      2010      2020      2030      2040 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       QDESWLINEAFIEIVDHVVDLSTYKHVREPFGVARNPGMMAINPKYAELSHENRLRELQNSMCADHCSSVWKVISSFALHHLKNPDSLHTYESKFSKNSFGNKIDDKDFVHNFKMILGGD 
PfRON3       KNKEAHKEHYGNFNRPYNIYVPKKDIFRNFHLVVKVVHALISLNKFSMVSPDTILKKGIESMKKKHSLKMIKNINPFIHKMILDMNETIQKLKSDSEKAYGGPKADIISLY----KIVEF 
PfRON4       -----------------------TLNMKGKMVLQYLVHLKFLTQE----------------------------------KKNQ--------LKEICEPQNG----------------LID 
PfRON5       ------P------------------ILKNTTPVINLKYATFTLS-----------------------------------GIVN--------FVIKAEKGIG-----------------NE 
PfRON6       ---------------------------MKVLGID-TIGTLYVLP-----------------------------------LHEK--------------QKTG------------------- 
                                             :                                                                   *                    
 
                   2050      2060      2070      2080      2090      2100       2110      2120      2130      2140      2150      2160 
                      |         |         |         |         |         |          |         |         |         |         |         | 
PfRON2       AVLHYFDNLLPKTMKKDLKAMKYGVSLTSAYSLKLTKIIFSQMQLPYLSQMFYMQAPYFGHFIGKWQKKRQQSRLKEIMSFMTLGSLSAYTLFSAMDITQQAKDIGAGPVASCFTTRMSP 
PfRON3       QLFNQYIIYPPLKRLTKKELKYILDVVNQGYYFYLKNVITKLKRENLQKSKVVKIFNNFQEFSNLLDDDGVDKLYNIFTETFKCKNIKCFDLLFQGFLTEQYNNIVYRYTHDHDAMNSYN 
PfRON4       ETLTKMLILLS----------------TDSHELLSHELENKGFDEDYIQDEIKNINESDNNIRDKEEDDAEKMIFDDL------------------------------------------ 
PfRON5       IIVHTRIP---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
PfRON6       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
                                                                                                                                      
 
                   2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250      2260      2270      2280 
                      |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
PfRON2       PQQICLNSVVNTALSTSTQSAMKCVFSVGLFASIGPYLFAPMAGLAVWNILKSEFKVLQRIDMALKNVFKNMWNKFLSLKGISKLRGIFKRKKAMKKKIIENATRKMNDMKNNPEKAKAH 
PfRON3       DNIFNNKELLNKIFRR----------------AYDNYFITPVKNNQPKKLISLEKPSLEQPVLTLEEFAYGFHEFGNKIEKWRSMLTLFN----IRHIYINICHMLLSVKHSIQRSHRVF 
PfRON4       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
PfRON5       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
PfRON6       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
                   2290      2300 
                      |         | 
PfRON2       KMALKKINNYSKGSYHYISYAKIRI 
PfRON3       MHKFGFFGIFRRKREIYIP------ 
PfRON4       ------------------------- 
PfRON5       ------------------------- 
PfRON6       ------------------------- 
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ANEXO 4 

Árboles filogenéticos de aminoácidos de la proteína PfRON5 y proteínas homólogas encontradas, 

utilizando los siguientes parámetros:  

 

A. Método: Neighbor Joining 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: pairwise deletion 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. Método: Neighbor Joining 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: Complete deletion 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. Método: Mínima evolución 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: Pairwise deletion 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
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D. Método: Mínima evolución 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: Complete deletion 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E. Método: Máxima parsimonia 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: Incluyendo todos los sitios 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F. Método: Máxima parsimonia 
Test de filogenia: 1000 replicaciones 
bootstrap 
Gaps: Complete deletion 
Modelo de sustitución: corrección 
Poisson.  
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ANEXO 5 

Árboles filogenéticos reconstruidos con el marcador filogenético 18S rRNA:  

A. Árbol filogenético del género Plasmodium reconstruido por el método de Máxima probabilidad. Se 

muestra una asociación similar a la presentada por el árbol reconstruido con la secuencias la proteína RON5: 

P. vivax relacionado con P. knowlesi (verde), y en el mismo clado P. yoelii y P. berghei (azul). El circulo 

rojo muestra una rama interna con bajo valor de bootstrap, este valor fue computado para los métodos 

máxima probabilidad, máxima parsimonia y Neiborg Joining. Tomado de: (Nishimoto et al., 2008). 
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B. Segmento de un árbol filogenético del filo Apicomplexa reconstruido por métodos Bayesianos. Las 

flechas muestran una asociación similar a la presentada por el árbol reconstruido con la secuencias la 

proteína RON5: Babesia en el mismo clado con Theileria, y Neospora con Toxoplasma altamente 

relacionados. Tomado de: (Morrison, 2009) . 

 
 

 

ANEXO 6 

Alineamiento de los dominios transmembranales (TMs) conservados (resaltados en amarillo), 

predichos por Polyphobius en diferentes géneros del filo Apicomplexa y especies de Plasmodium. 

 
                                                                          
Dominio 1, se encuentra conservado en los siguientes ortólogos: 
 
P. falciparum 551-LVNNFSPLVSISLQLVFFITTMI-573 
P. vivax      551-LVHNFSPLLSVSLQLTFFISTMI-573 
P. knowlesi   552-LVHNFSPLISVSLQLTFFISTMI-574 
P. chaubaudi  547-LVKNYSPLASLSLQLTFFINTMI-569 
B. bovis      890-MPKQFLPFTSLVLQICFFIEDAV-912 
 
 
Dominio 2, se encuentra conservado en los siguientes ortólogos: 
 
P. falciparum  641-LSSSYTPTLLAQYMSIFLSLWVFE-664 
P. vivax       642-LSLPYTPTLLAQYISLFLSLWVFE-665 
P. knowlesi    642-LSLPYTPTLLAQYISLFLSLWVFE-665 
P. chaubaudi   637-FSAEFTPTLFAQYVSLFLSLWVFE-660 
P. berghei     381-FSGEYTPTLFAQYVSLFLSLWVFE-404 
P. yoelii      323-FSGEYTPTLFAQYVSLFLSLWVFE-346 
B. bovis       981-LNKPAIPMPIIQAISMFLGMWARG-1004 
T. parva      1123-ITKASIPIPIIQYITIFLSLWSQS-1146 
T. annulata   1083-ITKASIPIPIIQYITIFLSLWSQS-1106 
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ANEXO 7 

Formato de salida de la predicción de la estructura secundaria por SOPMA. En amarillo se resaltan los 

dominios transmembranales predichos por la Polyphobius y se observa que la predicción de la estructura 

secundaria de estos dominios corresponden a hélices alfa (h). 

 
        10        20        30        40        50        60        70 
         |         |         |         |         |         |         | 
MLKYTLLIYIIAGYFISEISNKLFDTLLPRNVFKKPKPFKKNEIKKGIDKDEKSIMKNVDSIDVMFEPRV 
hhhheeeehhhhtccchhhhhhhhhhhccccccccccccchhhhhtccchhhhhhhhhhhheeeeecttc 
KRFVPSRTRKTHVVGGLSQSISDPGDVEKSKYEKAVRFFENIKNEMINMSSKINKQLDSQDISSLNNFKR 
ceeccccccceeeeeccccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhheeehhhhhhhcchhhhhhhhhhhh 
ASEVLKESLATMHSLDIIRNDGSVDFSKYTLDWYSKANMREKYSIEKSIQKIMNKLFKKARKKKKNMKKK 
hhhhhhhhhhhhhhhheecttcceeeehcehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhtcccchhhhh 
KIDANIEQLEMDLLVQKFITENLNASKLLKLYDDSANDYVSPMHTDVCGQLGSIILSYMFEKAYKSSINH 
cchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhcchhhhhhhhcccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhht 
DISYFQKYLPRLKYRIQNMIQKGTLLLLEKGLDDSLYTFKSKISDIMEKKFGFNDMCTDKCMDETIKADY 
thhhhhhhhhhhhhhhhhhhhttceeeehhtchhhhhhhhhhhhhhhhttcceeeeccccchhhhhhhhh 
DLSEYKNEFSPSKTAQRRADLVKLLMYYYRDKIYNIETSADVVLIMLLYLNSANELSEKGYLDVSSISTD 
hhhhhhccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhccchhheeeeehhhccchhhhhttceeeeecccc 
DEFNLINKTIDRSHKFNKKIKIKKKTFFKIAPFNFFREETQEKTGNESIFAIDDIIKTSLLAKKSQNYNS 
chhheeeeehctttthheeecccccceeeecccccccccccccccchhheehhhhhhhhhhhccccchhh 
LYETTKDLWNQIQNMYSASYGFVQSKKIKTNKFVGSKIRNVGFLLRWFNYNKTPSKNINFLVNNFSPLVS 
hhhhhhhhhhhhhhhhhhheeecttccccccceehcchhhhhheeeeecccccccccheeeehcccccch 
ISLQLVFFITTMIEQYESSFLGNFSSALKKIFTLGKSGRNPRNYNDLVNFSEVDYLLRTSKANNVQRIIM 
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeeccccccccchhhhhhhhhhheeehccchhhhhhhhh 
QIIRMLKKKFLSSSYTPTLLAQYMSIFLSLWVFEGENNISLQNPNISRFKKIFFLTYFVHEKGPVEKAVD 
hhhhhhhhhecccccccchhhhhhhhhhhheeeccccceeccccccccccheeeeehhhccccchhhhhh 
IIYNKCRMKTDKIVLGCIHDYGGREKKKLLGLISRKCKPTKISIRKRSIRKILNKLMSSLNDPVDILRIA 
heehhcccccceeeeecccccccccchheeeeeccccccceeeecchhhhhhhhhhhhhcccchhheeee 
VDTATRCDHFNRSKNIDNVKTKKNKINYEIFVKSELSIRYICADVTKNVVKKIIRDVSRLKNMREAQNVI 
hhhhhhhhhcccccccccccccccccchheeehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
DNGLNSVQYLKIRNYRDKESSFTILCPFMEGNDKNIRELERTQISLFIHKNIGMSRIIKGKLINIFKKTL 
hhhhhhhhheeecccccttccceeechhhtccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhc 
NMREGIKSDSAISIKVGARKYNGIIFTGGYQLNVDNLDQNTLHIGLSKTRKVYDGRKYVDELEILKGDGV 
ccccccccccceeeeetcccttteeeetcccccccccccteeeecccccceeecccchhhhhhhhctttc 
KNIYMKGLNEDNERIYELQNNMRVSEFDYAIQNPDANIIVFDGNNYISSYALRNMGLEHERIVWAGPSVG 
ceeeeeccccccceeeeecttcccchheeeeccttcceeeeettccehhhhhhhttcchteeeeetcccc 
WTAEFALSAISDNPLPIFDGSAWVLLEKLSIRSILGKHLPSDVNGNSLANTVNFVILNKDGKPILKNTTP 
eehhhhhhcccccccceecccceeeehhhhhhhhhtccccccccchhhhtceeeeeecttcceeeetccc 
VINLKYATFTLSGIVNFVIKAEKGIGNEIIVHTRIP 
eecccccceehtthheeeeehtttccceeeeeeccc 
Sequence length :  1156 
 
SOPMA : 
   Alpha helix     (Hh) :   552 is  47.75% 
   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 
   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 
   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 
   Extended strand (Ee) :   193 is  16.70% 
   Beta turn       (Tt) :    54 is   4.67% 
   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 
   Random coil     (Cc) :   357 is  30.88% 
   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 
   Other states         :     0 is   0.00% 
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Gathering knowledge about the proteins involved in erythrocyte invasion by Plasmodium merozoites is the
starting point for developing new strategies to control malarial disease. Many of these proteins have been
studied in Toxoplasma gondii, where some belonging to the Moving Junction complex have been identified.
This complex allows a strong interaction between host cell and parasite membranes, required for parasite
invasion. In this genus, four rhoptry proteins (RON2, RON4, RON5 and RON8) and one micronemal protein
(TgAMA-1) have been found as part of the complex. In Plasmodium falciparum, RON2 and RON4 have been
characterized. In the present study, we identify PfRON5, a ~110 kDa protein which is expressed in merozoite
and schizont stages of the FCB-2 strain.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among the five parasites causing malaria in humans, Plasmodium
falciparum is the species responsible for the highest morbidity; ~250
million cases of malaria are reported per year and a 93% of them are
attributed to this parasitic species (WHO, 2009). Different strategies
to eradicate this disease have been designed, such as pesticides,
mosquito nets, antimalarial drugs, and different types of vaccines.
However, several factors such as the global expansion of the disease
(due in part to the increase of strains resistant to antimalarial drugs),
the parasite's high genetic variability, the vector resistance to
insecticides and the poor socioeconomic conditions of affected
populations justify the search and adoption of new measures, such
as the development of a fully effective vaccine (Good, 2001).

Merozoite surface proteins and some rhoptry and micronemal
proteins have been considered as vaccine targets, since they are

exposed to the immune system during the invasion of red blood cells
(Cowman et al., 2002). This invasion begins with the merozoite
reversible binding to the erythrocyte surface, mainly mediated by the
Merozoite Surface Proteins (MSPs) (Chitnis and Blackman, 2000).
Subsequently, a high affinity binding known as Tight Junction (TJ)
occurs between the merozoite apical end and the erythrocyte
membrane. The TJ migrates from the anterior to the posterior end of
the merozoite during invasion (Moving Junction) activating the actin-
myosinmachinery (Alexander et al., 2005; Baum et al., 2008; Straub et
al., 2009). As the parasite is moving in, the parasitophorous vacuole is
formed, in which the parasite will develop and replicate for the next
cell generation (Kaneko, 2007).

Recently, some authors have identified the proteins present in
Toxoplasma gondii TJ complex (another member of the Apicomplexa
phylum), using immunoprecipitation techniques. This TJ complex is
formed by a micronemal protein, known as the apical membrane
antigen 1 (AMA-1), and four rhoptry neck proteins (TgRON2, 4, 5 and
8) (Alexander et al., 2005; Baum et al., 2008; Straub et al., 2009).
Besteiro and coworkers have recently proposed a model for TJ
proteins organization, where TgRON2 and TgRON5 are exported to the
host cell membrane, while TgRON4 and 8 are translocated to the host
cell cytoplasm. In this model, TgRON2 and TgRON5 are exposed to the
host cell surface and TgRON2 acts as a specific receptor for TgAMA-1,
which is located on the parasite membrane (Besteiro et al., 2009).

The presence of orthologous genes which encode for RON proteins
in different Apicomplexa members suggests that the TJ complex
formation is a conserved mechanism in this phylum (Proellocks et al.,
2010). TgRON2 and TgRON4 homologous proteins have been
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characterized in Plasmodium falciparum (Alexander et al., 2006; Cao
et al., 2009; Morahan et al., 2009), but TgRON8 does not share
similarity to Plasmodium proteins (Straub et al., 2009). Additionally,
PfRON6 has been characterized in P. falciparum, but it is not present in
the TJ complex (Proellocks et al., 2009).

Although PfRON5 has been considered as a member of the RON
complex (Collins et al., 2009; Richard et al., 2010) it has not been
identified yet. Here we report PfRON5 sequence, localization and
expression in P. falciparum FCB-2 strain.

2. Materials and methods

2.1. Primary structure analysis and identification of orthologues

The MAL8P1.73 gene sequence coding for PfRON5 (Bahl et al.,
2003; Collins et al., 2009) was used as a starting point for
bioinformatics analyses and primer design. PfRON5 homologous
sequences in Apicomplexa were obtained using BLASTP searches in
NCBI and EuPath databases (Altschul et al., 1990; Aurrecoechea et al.,
2007). The Polyphobius and InterProScan predictors (Kall et al., 2005;
Quevillon et al., 2005) were used to search for a signal peptide.
Phobius, TMpred, TMHMM, ConpredII and Polyphobius programs
were used to predict the transmembrane regions (TMs) (Hofmann
and Stoffel, 1993; Krogh et al., 2001; Arai et al., 2004; Kall et al., 2004,
2005). The phylogenetic relationship between the homologous
sequences were assessed with Mega 4.0 software (Tamura et al.,
2007) to construct trees by Neighbor-Joining, Maximum Parsimony
and Minimum-Evolution methods (Cavalli-Sforza, 1967; Saitou and
Nei, 1987; Nakhleh et al., 2005). Protein alignment was carried out in
Clustal W software (Thompson et al., 1994).

2.2. RNA isolation and cDNA synthesis

Synchronous in vitro cultures of the P. falciparum FCB-2 strain
maintained as previously described (Trager and Jenson, 1978) were
used as source of RNA and proteins. RNA (5 μL) isolated by the Trizol
method (Chomczynski, 1993) was reverse-transcribed using Super-
Script III (Invitrogen) and random primers in a 60 min cycle at 50 °C.
The cDNA was amplified with pEXP5-F (5′-ATGTTGAAATA-
CACTTTGCTCAT-3′) and pEXP5-R (5′-AGGTATTCTAGTGTGTACAA-
TAA-3′) primers and the TAQXpedite™ enzyme (EPICENTRE
Biotechnologies).

2.3. Cloning and sequencing

PCR products obtained from the cDNA amplification were purified
and cloned into the pEXP5-CT/TOPO vector (Invitrogen), an additional
reaction was necessary for adding adenines in the 3’ region with
Biolase enzyme (Bioline). The recombinant clones, confirmed by PCR
and purified using Ultra Clean 6 Minute Plasmid prep (MOBIO

Laboratories), were sequenced in an automatic sequencer (ABI PRISM
310 Genetic Analyzer, PE Applied Biosystems) using pEXP5-CT/TOPO
vector primers: T7 Forward 5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′ and
pEXP5-CT-Sec-rev 5′- CAAGGGGTTATGCTAGTTAT-3′, and the fol-
lowing internal primers: 1R 5′- TAAAACGACATCAGCACTAG-3′, 2F
5′-TCAAAAACGGCACAAAGAAG-3′, 2R 5′-TATCAACGGCAATTCT-
TAAAAT-3′ and 3F 5′-ACAAAGATAAGTATAAGAAAAC-3′ (Fig. 1).

2.4. Antibodies

Polymeric peptides were used for rabbit immunization to obtain
anti-PfRON5 polyclonal antibodies. Two New Zealand rabbits (69 and
73, previously determined to be nonreactive to P. falciparum lysate by
Western blotting) were injected with a mixture made up of three
peptides: CG-33-FKKPKPFKKNEIKKGIDKDE-52-GC (peptide 36924),
CG-348-ADYDLSEYKNEFSPSKTAQR-367-GC (peptide 36923) and CG-
776- RCDHFNRSKNIDNVKTKKNK-795-GC (peptide 36926), which
were predicted to be B epitopes using ANTHEPROT and BepiPred
tools (Deleage et al., 2001; Larsen et al., 2006). Peptides were
synthesized using the t-Boc/Bzl solid-phase synthesis (Merrifield,
1963; Houghten, 1985), lyophilized and characterized by RP-HPLC
and MALDI-TOF MS. Glycine and cysteine residues were added to the
N and C termini to allow polymerization. The peptide mixture was
inoculated (250 μg per peptide) intramuscularly emulsified in
Freund's complete adjuvant (FCA) (Sigma) for the first dose. The
rabbits received two additional doses of this mixture, emulsified in
Freund's incomplete adjuvant (FIA) (Sigma) on days 20 and 40. Sera
were collected before the first immunization (pre-immune), and
20 days after each immunization (post-first, post-second and hyper-
immune, respectively).

2.5. Rabbit sera adsorption to sepharose coupled to either Escherichia
coli sonicate, RBC lysate or SPf66

Escherichia coli (DH5a strain) protein sonicate was obtained from
an overnight culture in Luria-Bertani medium, then washed, resus-
pended, sonicated in an Ultrasonic Homogenizer (Cole Parmer) for
2 min at 4 °C, and spun for 10 min at 4,500 g and the supernatant was
resuspended in coupling buffer (1.0 M NaHCO3, 0.5 M NaCl, pH 8.3).
Rabbit RBCs (60%) were lysed with saponin (Sigma) (0.2%) and
resuspended in coupling buffer. The suspended lysate, sonicate and
synthetic SPf66 peptide vaccine (Patarroyo et al., 1987, 1988) were
collected and used individually for coupling to CNBr-activated
Sepharose 4B (Amersham Biosciences) according to the manufac-
turer's recommendations. Rabbit sera (pre-immune and immune)
were preadsorbed to Escherichia coli, rabbit RBC and SPf66 Sepharose
affinity columns to eliminate nonspecific cross-reactivities, as previ-
ously described (Curtidor et al., 2008).

Fig. 1. Schematic representation of PfRON5. A. Genomic DNA, which consists of 31 exons, followed by a diagram of the transcript where primers used for sequencing are shown with
arrows (details in the text). B. Schematic representation of the PfRON5 protein. Grey bars indicate the localization of the peptides synthesized for rabbit immunization. SP indicates
the signal peptide.
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2.6. Recognition of inoculated peptides

For the ELISA test, 96-well plates (Nunc) coated with 10 μg/mL of
each peptide (36924, 36923 and 36926) were incubated at 37 °C for
1 h, left overnight at 4 °C, and incubated at 37 °C for an additional
hour. Plates were washed five times with PBS–Tween 0.05% and
incubated with 0.5% skimmed milk diluted in PBS–Tween 0.05% for
1 h at room temperature. A 1:100 sera dilution collected from
immunized rabbits (69 and 73) was added by duplicate. Plates were
incubated for 1 h at 37 °C and washed five times with PBS–Tween
0.05% to remove excess of unbound antibody. Wells were then loaded
with 100 μL of peroxidase-coupled goat anti-rabbit IgG antibody
(Vector Laboratories) diluted 1:5000 and incubated for 1 h at 37 °C.
Excess of unbound antibody was removed by washing wells thrice
with PBS–Tween 0.05% and immunoreactivity was revealed by using
the TMB Micro-well Peroxidase Substrate System kit (KPL Laborato-
ries), according to the manufacturer's instructions. Absorbances were
read at 620 nm in an ELISA reader (Lab Systems Multiskan MS).

2.7. SDS-PAGE and Western blot analysis

Protein lysates from P. falciparum (FCB-2) infected RBC rings (4–
8 h), early trophozoites (19–24 h), late trophozoites (26–31 h),
schizonts (42–47) and free merozoites (Mz) were obtained using
saponin (Sigma) (0.2%) and lysis buffer (100 mM PMSF, 20% SDS,
0.5 M EDTA pH 8.3, 100 mM iodoacetamide) and then separated by
SDS-PAGE using a 5% (w/v) polyacrylamide gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Trans-Blot, Bio-Rad) using the semidry
blotting technique. All samples were separated under denaturing
conditions. For Western blot analysis, the nitrocellulose membrane
was blocked using 5% skimmed milk diluted in Tris-buffered saline
with 0.05% Tween (TBS-T) and washed thrice with TBS-T.

Pre-immune and immune preadsorbed serum samples were
diluted 1:40 in blocking solution and incubated individually with
membrane strips. After five washes with TBS-T, strips were incubated
for 1 h with a 1:5000 alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG
antibody (ICN Biomedicals). The reaction was detected using NBT/
BCIP (Promega).

2.8. Indirect immunofluorescence assay (IFA)

Blood smears from parasite culture with 5% parasitemia (mature
schizonts) were used for IFA, fixed with 4% formaldehyde, permeated
with 0.1% Triton X-100 (Sigma) in PBS and blocked with PBS–BSA 1%
for 30 min at 37 °C. Preadsorbed rabbit polyclonal sera directed
against the mixture of the three synthetic peptides were used as
primary antibody at a 1:40 dilution in PBS–BSA 1%. Fluorescein
isothiocyanate (FITC) conjugated anti-rabbit IgG (Vector Laborato-
ries) was used as secondary antibody at a 1:30 dilution in PBS–BSA 1%,
followed by the addition of DAPI (Sigma) 2 μg/mL. The smears were
analyzed with an Olympus BX51 fluorescence microscope using an
Olympus DP2 camera and Volocity software (Perkin Elmer).

3. Results

3.1. PfRON5 sequence analysis

The MAL8P1.73 gene coding for PfRON5 is located in chromosome
8 and has a length of ~7669 bp with 31 predicted exons (Fig. 1)
(Wheelan et al., 2001; Gardner et al., 2002; Bahl et al., 2003). The
signal peptide was here predicted using Polyphobius (aa 1–19) (Kall
et al., 2005) and InterProScan (aa 1–21) (Quevillon et al., 2005) web
servers. Richard and coworkers had predicted six transmembrane
regions (TMs) for the hypothetical protein based on a hydrophobicity
profile analysis (Richard et al., 2010). Several bioinformatics tools
were here used aiming at building a consensus on the number of these

regions. However, results obtained from the predictors used are quite
different, ranging from 0 to 5 TMs (Table 1).

The sequence of MAL8P1.73 was used as a BLASTP query in NCBI
and EuPath databases (Altschul et al., 1990; Aurrecoechea et al.,
2007). We found RON5 orthologues in P. vivax Sal-1 strain
(PVX_089530, PlasmoDB), P. knowlesi H strain (PKH_051420, Plas-
moDB), P. berghei ANKA strain (PBANKA_071310, PlasmoDB), P. yoelii
17XNL strain (PY02282, PlasmoDB), P. chabaudii (PCHAS_072220,
PlasmoDB), Babesia bovis (XP_001611063.1, NCBI), Theileria annulata
(XP_953613.1, NCBI), Theileria parva Muguga strain (XP_766682.1,
NCBI), Toxoplasma gondii (ACY08774.1, NCBI), and Neospora caninum
(NCLIV_055360, ToxoDB). A phylogenetic tree was constructed with
the orthologue sequences found using the Neighbor-Joining method
(Saitou and Nei, 1987) in the Mega 4.0 software (Tamura et al., 2007)
(Fig. 2A). Maximum Parsimony and Minimum-Evolution methods
also displayed a similar tree topology (not shown) (Cavalli-Sforza,
1967; Nakhleh et al., 2005). The phylogenetic tree shows three clades
and within one of them, Plasmodium species infecting primates (P.
vivax, P. knowlesi and P. falciparum) cluster together while species
infecting rodents (P. yoelii, P. chabaudi and P. berghei) also cluster in a
separate branch. As can be observed, RON5 has been maintained
across the Apicomplexa phylum (Fig. 2A).

The alignment analysis of RON5 orthologues in Plasmodium,
carried out with Clustal W (Thompson et al., 1994), shows that
PfRON5 displays a greater similarity to its homologue in P. vivax
(identity 68.7% and similarity 84.8%). The alignment with other
members of the phylum Apicomplexa shows that this rhoptry protein
is more similar to its homologue in Babesia bovis (identity 18.6% and
similarity 26.5%).

3.2. PfRON5 transcription and sequence in the FCB-2 strain

RNA was extracted from P. falciparum FCB-2 strain synchronized
schizonts and amplified by one-step RT-PCR to assess PfRON5
transcription. In the cDNA amplification, a ~3470 bp PCR product
was obtained, coding for a 1,156 amino acid long protein (Fig. 2B).
Recombinant clone sequences were analyzed using CLC DNA
Workbench (CLC bio) and the consensus sequence was deposited in
the GenBank database (accession number HQ424431). PfRON5
sequence alignment from FCB-2 and 3D7 strains shows three
nonsynonymous nucleotide substitutions producing the following
amino acid replacements: Pro92Ser, Phe266Leu and Glu1015Asp, and
one synonymous substitution in nucleotide 2058 (A2058C), indicat-
ing that this protein is highly conserved among P. falciparum strains
(data not shown). Interestingly, similar results were reported for
TgRON5 (Straub et al., 2009). The alignment analysis carried out with
Clustal W (Thompson et al., 1994) also shows that this protein is
conserved among the different Plasmodium species (Fig. 3).

Table 1
Comparison between transmembranal region predictors.

Predictor Number of TM regions Position Reference

TMHMM2.0 None Krogh et al. (2001)
Phobius 2 6–24 Kall et al. (2004)

640–663
TMpred 5 1–19 Hofmann and Stoffel (1993)

250–270
383–403
555–573
645–663

ConpredII 1 554–574 Arai et al. (2004)
Polyphobius 2 554–573 Kall et al. (2005)

642–663
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3.3. PfRON5 expression peaks in schizont and merozoite stages

Anti-PfRON5 sera were generated by immunizing rabbits with
three synthetic peptides based on the primary PfRON5 sequence.
Adsorbed rabbit sera were then tested by Western blot against P.
falciparum lysates from different intra-erythrocytic parasite stages. No
parasite proteinswere recognizedwhen pre-immune rabbit serawere
tested, while hyper-immune sera elicited antibody responses specif-
ically recognizing a ~110 kDa protein, being this pattern only
observed in schizonts (42–47 h) and free merozoite (Mz) stages
(Fig. 4A). No bands were observed in rings (4–8 h), early trophozoites
(19–24 h) or late trophozoites (26–31 h), which suggests that PfRON5
is not expressed in these stages.

3.4. IFA revealed PfRON5 localization within the parasite

An indirect immunofluorescent assay was performed using
preadsorbed anti-PfRON5 sera to determine the subcellular localiza-
tion of this protein. A punctate fluorescence pattern was observed in
mature schizonts when a hyper-immune serum sample was assessed;
no fluorescence was observed when a pre-immune sample of serum
from the same rabbit (negative control) was tested. This punctate
staining pattern is typical of rhoptry proteins (Fig. 4B) (Topolska et al.,
2004).

4. Discussion

In the 1970s, Aikawa described the formation of a junction
between RBC and merozoite membranes as a crucial step in the
invasion process. Since the junction moves over the merozoite to
allow its invagination, it was then called Moving Junction (Aikawa et
al., 1978). Today, 40 years later and with T. gondii as a model, some
rhoptry and microneme-derived proteins have been identified and
associated with the moving junction formation (Alexander et al.,
2005; Besteiro et al., 2009; Straub et al., 2009). Additionally, it has
been described that the specific interaction between plasmodial AMA-
1 (from micronemes) and rhoptry neck proteins is necessary to allow
the invasion (Richard et al., 2010).

To date, RON2 and RON4 have been characterized in both T. gondii
and P. falciparum. The identification of RON proteins started with the
Toxoplasma rhoptry proteome work carried out by Bradley and
coworkers, in which four rhoptry neck proteins (RON1, RON2, RON3
and RON4), as well as a big number of other rhoptry proteins were
identified (Bradley et al., 2005). Most RON protein studies have been
focused on TgRON4, since this protein has been shown to be localized
in the moving junction (Leriche and Dubremetz, 1991; Lebrun et al.,
2005). Two additional proteins are recovered when the monoclonal
antibody directed towards TgRON4 is used to purify this protein by

immunoaffinity chromatography: TgTwinScan_0698 and TgTwin-
Scan_4705, the first protein corresponds to RON2 and second protein
was going to be known years later as RON5 (Lebrun et al., 2005;
Straub et al., 2009). Taking into account that proteins present in the
moving junction are conserved in various members of the phylum
Apicomplexa, a similar mechanism for host cell invasion has been
proposed, and thus, Toxoplasma has been taken as a model for
characterizing homologous proteins in other parasites such as
plasmodia (Besteiro et al., 2009; Straub et al., 2009; Proellocks et al.,
2010).

In this study, the gene codifying for RON5 was sequenced and the
expression and subcellular localization of the encoded protein were
assessed in the P. falciparum FCB-2 strain. The PfRON5 gene
corresponds to that designated as MAL8P1.73 in the PlasmoDB
database (Bahl et al., 2003). No functional domains previously
described were detected when the sequence was submitted to some
predictors from the Swiss Institute of Bioinformatics (http://www.
expasy.org/tools/), such as Prosite and interPro Scan.

Based on the hypothetical PfRON5 sequence from the 3D7 strain,
Richard and coworkers suggested that PfRON5 has six potential
transmembrane regions according to its hydrophobicity profile
(Richard et al., 2010). Since this method only identifies likely
transmembrane segments, but it is unable to predict the inside–
outside phasing of the segments relative to the cytoplasm (Jones,
2007), we decided to use several bioinformatics tools with the aim of
building a consensus on the number of TMs. However, major
discrepancies were found (Table 1) probably due to the different
approaches used by the tools. 1) TMpred, is based on a statistical
analysis of query results in the TMbase database, where the prediction
is made using a combination of several weight-matrices for scoring
(Hofmann and Stoffel, 1993); 2) TMHMM2.0, Phobius and Polypho-
bius use machine learning, mainly Hidden Markov Models (HMM),
but Phobius also uses Artificial Neural Networks for predicting both
TM topology and the presence of a signal peptide in the protein. In
Polyphobius, a multiple-sequence alignment is used to calculate the
best ‘average’ path through the states of the HMM (Krogh et al., 2001;
Kall et al., 2004, 2005; Jones, 2007). 3) ConpredII is a consensus
prediction server, which gives a result based on the average obtained
from several predictors (KKD, TMpred, TopPred II, DAS, TMAP,
MEMSAT 1.8, SOSUI, TMHMM 2.0 and HMMTOP 2.0) (Arai et al.,
2004). In addition to the different approaches followed by the
predictors, the dissimilar results could have also been because
protozoan sequences are underrepresented in the training data sets
of most of these tools in relation to other eukaryotic sequences, which
difficults the prediction of TMs in these organisms.

BLAST and phylogenetic analyses show that RON5 is present in
several Plasmodium species and other members of the phylum
Apicomplexa (Fig. 2A), suggesting that this protein might have an

Fig. 2. A. PfRON5 orthologues. Neighbor-Joining tree of RON5 amino acid sequences from different genera and species. Numbers represent bootstrap values with 1000 replicates. The
scale indicates 0.2 substitutions per site. B. pfron5 gene is transcribed. Line 1 shows a ~3470 bp amplification product of pfron5 from a cDNA sample; line 2 shows the molecular
weight marker and line 3 corresponds to the negative control.

25H. Curtidor et al. / Gene 474 (2011) 22–28

http://www.expasy.org/tools/
http://www.expasy.org/tools/


important biological role in this phylum, which has been maintained
along parasite evolution.

Similar to what has been previously described for other Plasmo-
dium falciparum rhoptry proteins such as PfRAP-1 (Howard and

Peterson, 1996), PfRAP-2 (Saul et al., 1992) and PfRON2 (Cao et al.,
2009), a very limited genetic polymorphism between the two
sequenced strains (3D7 and FCB-2) was here found for PfRON5. This
conservation gains further importance if the origin of the two strains

Fig. 3. Amino acid alignment of RON5 proteins from different Plasmodium species. The shading indicates levels of identity, among sequences. White letters on a black background
represent amino acid residues that were 100% identical; white letters on a grey background represent amino acid residues that were 80% identical; and black letters on a grey
background represent amino acid residues that were 60% identical. Pb, Plasmodium berghei; Pc, Plasmodium chabaudi; Pv, Plasmodium vivax; Pk, Plasmodium knowlesi; Pf, Plasmodium
falciparum.
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analyzed is taken into account, since 3D7 is an airport isolate found in
the Netherlands, while FCB-2 is of Colombian origin. This polymor-
phism pattern sharply contrasts with that observed for some MSPs
such as PfMSP-1 (Miller et al., 1993) or PfMSP-2 (Fenton et al., 1991),
where a very high number of substitutions are present. This different
behavior might, at least in part, be attributable to the degree of
exposure to the immune system that each group of proteins is under,
since surface proteins are more exposed and thus are subjected to a
greater positive selective pressure. Taking into account that a major
problem in developing an effective vaccine is the high degree of
genetic diversity and antigenic variation found in target antigens,
the use of conserved proteins as vaccine candidates is important for
avoiding the polymorphism that the parasite displays (Hisaeda et al.,
2005; Casares and Richie, 2009).

In addition to its highly conserved sequence, PfRON5 was here
detected by Western blot both in schizonts and free merozoites
(stages related to the RBC invasion process) (Fig. 4A), which is
consistent with previous microarray data that show that PfRON5
transcription begins during the early schizont stage (Bozdech et al.,
2003; Le Roch et al., 2003).

Taken together, PfRON5 expression during parasite stages related
to invasion of RBCs, its highly conserved sequence and its previously
reported involvement in forming protein complexes with PfAMA-1,
turn this into an attractive molecule to be included in further studies
aimed at assessing its potential as a vaccine candidate. The Aotus
monkeymodel has been considered for many years as ideal for testing
vaccine candidates against malaria, since these animals and those
belonging to the Saimiri genus are among the few that can develop the
disease when inoculated with human malaria parasites (Stewart,
2003; Collins et al., 2006). Our group has been working for more than
three decades in figuring out a rational methodology for vaccine
development which includes functional assays to determine those

peptide regions involved in target cell binding and then performing
specific modifications to them to allow a better fit into immune
system molecules. This approach has allowed us to turn non-
immunogenic conserved binding regions to target cells into immu-
nogenic and protection-inducing ones, when they are tested in the
Aotus monkey model (Patarroyo et al., 2004, 2008; Cifuentes et al.,
2008; Patarroyo and Patarroyo, 2008).
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