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RESUMEN 

 

En la presente tesis el tema central es el estudio del movimiento del parasito 

Plasmodium falciparum en estado de merozoito. El desarrollo de la investigación está 

orientado en tres ejes, el primero describe los procedimientos básicos de cultivo y su 

sincronización,  permitiendo confinar al microorganismo en una etapa específica de su 

ciclo asexual, con el fin de llevar a cabo las observaciones necesarias para su estudio. 

El segundo eje presenta una primera aproximación de un código computacional para 

el análisis de dicho movimiento. Y por último, se detallan las experiencias donde fue 

posible individualizar fenómenos interesantes, realizados por el merozoito, tales 

como la latencia que corresponde al periodo que requiere éste para activarse y 

‘moonwalking’ que presenta la particularidad de realizar un giro alrededor de un 

punto fijo. También fue factible observar la acción sobre el cultivo de una droga 

(pendimetalina) que inhibe la polimerización de los microtúbulos, esto con el fin de 

entender la influencia de este proceso en el movimiento. 
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Capítulo 1. INTRODUCCIÓN 

 

La malaria o paludismo es una enfermedad que tiene una gran tasa de mortalidad 

y abarca extensas zonas con climas tropicales, según las cifras de la organización 

mundial de la salud mueren hasta 2,7 millones de personas cada año; afectando 

actualmente a un 36% de la población mundial en más de 90 países (UNESCO 2010).  

Ronald Ross en 1897 observó  que cierta especie de mosquito eran los 

responsables de transmitir la malaria por medio de una picadura, inyectando el 

parasito al torrente sanguíneo (THE NOBEL Foundation 1902). Ya dos décadas antes 

el médico militar francés Charles Louis Alphonse Laveran, había observado parásitos 

dentro de los glóbulos rojos de personas con malaria (THE NOBEL Foundation 1907). 

En este tiempo el parásito era denominado Oscillaria debido a las características de su 

movimiento. Un siglo después fue posible aislar exitosamente en vitro el parasito, lo 

que facilitó el estudio y entendimiento de los procesos invasivos e infecciosos. Es en 

este último proceso donde el movimiento del parasito en un estado denominado 

merozoito cobra una gran importancia ya que contribuye a la propagación de la 

infección. En contraste con muchos otros organismos patógenos, el parasito que causa 

malaria en humanos, Plasmodium, infecta eficientemente a su huésped por medio de 
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una rápida entrada a las células, al utilizar sus aparatos de invasión propia para 

identificar, penetrar y establecerse. La entrada  a las células huésped representa un 

proceso obligatorio y especifico del parasito, un ‘talón de Aquiles’ que puede ser 

explotado para el desarrollo de nuevos tratamientos. (COWMAN 2006). Los  

mecanismos de invasión utilizados están muy bien definidos para otros parásitos del 

mismo filum, pero aún son desconocidos varios aspectos del movimiento de 

Plasmodium falciparum, responsable del peor tipo de malaria en humanos. 

 En esta investigación, este movimiento es analizado en un sustrato de vidrio. El 

objetivo es obtener un acabado conocimiento del movimiento del merozoito de 

Plasmodium falciparum en una superficie simple ya que posteriormente se pretende 

entender el movimiento sobre superficies deformables como los glóbulos rojos.  

Para llevar a cabo las experiencias es de vital importancia tener un cultivo 

sincronizado y con alta parasitemia, es decir, que la gran mayoría de los parásitos se 

encuentren en una misma etapa de su ciclo asexual  y que el porcentaje de glóbulos 

rojos infectados sobre el total de la muestra supere el 5%. En este trabajo se describe 

detalladamente estos procesos, dado que la experticia necesaria en el cultivo y sus 

técnicas requirió de una parte importante del tiempo utilizado en esta tesis.  

El análisis y  procesamiento de imágenes también forman parte de este proyecto 

mostrando un primer acercamiento de un código capaz de medir la trayectoria y los 

ángulos descritos por el parásito. Se considero el ápice del P. falciparum como 

referente para describir con mayor precisión sus ángulos, ya que códigos anteriores 

sólo lo aproximaban a una elipse descuidando este detalle. Este código fue validado 

con una imagen simple  rotada en ángulos conocidos para verificar su funcionamiento 

antes de analizar imágenes reales.  

Posterior a la  validación del código se presentan las experiencias llevadas a cabo 

con Plasmodium falciparum donde se estudia y  se explican fenómenos particulares 

del movimiento del merozoito como son, la latencia que corresponde al periodo que 
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requiere éste para activar su movimiento después de salir de su estado maduro y 

‘moonwalking’,  relacionado con su desplazamiento  y con la particularidad de realizar 

un giro alrededor de un punto fijo. 

Por último se detalla un experimento donde el movimiento del merozoito  es 

afectado por la presencia de pendimetalina, droga que inhibe la polimerización de los 

microtubulos.  

Debido que el trabajo guarda una importante relación con la biología el marco 

teórico se encuentra dotado de una variada terminología; para hacer más fácil su 

entendimiento  este trabajo incluye un glosario con conceptos básicos relacionados 

con el tema.  
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Capítulo 2. ESTADO DE ARTE Y OBJETIVOS 

 

El parasitismo es un proceso por el cual una especie amplía su capacidad de 

supervivencia utilizando a otras especies para que cubran sus necesidades básicas y 

vitales. Las especies explotadas normalmente no obtienen un beneficio por los 

servicios prestados, y se ven generalmente perjudicadas por la relación, viendo 

menoscabada su viabilidad. La especie que lleva a cabo el proceso se denomina 

parásito y la especie parasitada es llamada hospedador o huésped.  

Existen diversos criterios de clasificaciones  de los parásitos, según su localización 

con respecto al hospedador, son llamados endoparásitos  si viven en el interior del 

huésped y ectoparásitos a aquellos que viven en el exterior. Otro criterio es según la 

necesidad de parásito,  puede ser facultativa, es decir que no constituye una condición 

indispensable para la vida de éste u obligado en donde el parasito en un  momento 

determinado de su ciclo  vital o en todo él, necesita un huésped. Según su morfología 

en helmintos, artrópodos, protozoo (organismos microscópicos, unicelulares 

eucarísticos).También es posible clasificarlos según su taxonomía como por ejemplo 

el filum Apicomplexa. 
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El parasito de la malaria es el miembro más importante de los Apicomplexa.  La 

proliferación de estos organismos se produce por la invasión de una célula huésped y 

es seguido por  el crecimiento y la división celular hasta que la célula huésped es 

destruida por las replicas del parasito. Los parásitos liberados por la lisis de la célula 

huésped deben rápidamente invadir  otras células del huésped para poder sobrevivir. 

Los ciclos reiterados de invasión celular, replicación del parásito, lisis de la célula 

huésped explica gran parte del tejido dañado asociado con las infecciones  de los 

Apicomplexa. (MORRISSETE 2002). El filum Apicomplexa comparte una gran variedad 

de caracteres morfológicos  e incluye parásitos de importancia humana y veterinaria 

como Toxoplasma gondii, Theileria, Eimeria, Babesia, y Cryptosporidium. Estos 

parásitos tienen ciclos de vida complejos, algunos, incluyendo Toxoplasma, Eimeria, y 

Cryptosporidium pasan directamente a los huéspedes vertebrados. Al contrario del 

ciclo de vida de otros, como Plasmodium que involucra a un vector artrópodo (en este 

caso un insecto), para transmitir el parásito a un anfitrión vertebrado durante su 

alimentación. Independiente de su huésped o modo de transmisión, todos los 

parásitos Apicomplexa comparten rasgos, incluyendo la presencia de un complejo 

apical especializado (a esto se debe el nombre del grupo), que es central en el 

desarrollo de la invasión (COWMAN 2006). Esta invasión a las células del huésped 

está  basada en el proceso activo de la motilidad ‘gliding’ del parásito (FRÉNAL 2009). 
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2.1 Plasmodium falciparum 

 Plasmodium falciparum es el agente responsable de la malaria o paludismo, 

este microorganismo es un parásito protozoario intracelular obligatorio de filum 

Apicomplexa. Dentro de las diferentes especies del género Plasmodium que causan 

malaria en humanos, P. falciparum es la especie responsable de la forma más agresiva 

de la enfermedad con los índices más altos de complicaciones clínicas y de mortalidad. 

(WHO 2010) 

  Los huéspedes vertebrados de Plasmodium falciparum, adquieren la infección a 

través de la picadura de un mosquito Anopheles hembra portador del parasito. Estos 

mosquitos habitan en  las zonas templadas, tropicales y subtropicales de Europa, 

África, Asia, América y Oceanía, lo cual representa una amplia distribución geográfica 

y explica la fuerte incidencia de la enfermedad en todo el mundo. El mosquito 

contiene en su saliva el estado parasitario llamado esporozoito, el cual es inyectado al 

torrente sanguíneo del huésped vertebrado durante la picadura. El esporozoito es una 

forma extracelular de migración rápida capaz de invadir activamente las células 

hépaticas o hepatocitos. Al interior del hepatocito el esporozoito sufre una 

diferenciación celular y entra en fase de división mitótica dando origen a miles de 

nuevas células llamadas merozoitos. Esta etapa corresponde al ciclo hepático de la 

infección. Una vez que los merozoitos son liberados de los hepatocitos, estas formas 

parasitarias invaden los glóbulos rojos o eritrocitos dando así origen al ciclo 

eritrocitario de la infección. (Ver Figura 1A).   Plasmodium falciparum reside durante 

48 horas en los eritrocitos pasando por tres diferentes estados parasitarios: anillo, 

trofozoito y esquizonte (J.LEE 2009). Plasmodium degrada la hemoglobina del 

eritrocito, la cual es utilizada para su nutrición dejando  como producto residual el 

pigmento malárico o hemozoína. Al final de cada ciclo intraeritrocitario 

aproximadamente entre 16 y 32  merozoitos son liberados de cada esquizonte 

maduro o roseta (Ver Figura 1B). Cada merozoito liberado es capaz de invadir de 

nuevo otro glóbulo rojo propagando así la infección (MILLER 2002). La liberación de 



8 
 

 
 

los merozoitos y la lisis de los eritrocitos corresponden a la fase patológica de la 

malaria.  

 

Figura 1.- 1A) Ciclo de vida asexual de Plasmodium (COWMAN 2006). 1B) Detalle de los diferentes 

estados del parásito en el ciclo de vida Asexual de Plasmodium falciparum, las tres primeras imágenes 

son obtenidas con la técnica de campo claro. Las cuatro siguientes son obtenidas con contraste de fase. 

 

2.2 Estado de merozoito 

El merozoito es el parasito que posee la capacidad de invadir los glóbulos rojos. 

Presenta forma oval y mide 1.5 µm de longitud por 1 µm de diámetro. El potencial 

invasivo del merozoito está dado por un complejo de organelos localizados en una de 

las extremidades de la célula, llamado el complejo apical (BOTERO 1998). Este 

complejo está conformado por tres diferentes organelos únicos en el filum de los 

Apicomplexa: los micronemas, las roptrias y los gránulos densos; el complejo apical 

también está conformado por una red de estructuras submembranales del 

citoesqueleto del parasito. La membrana parasitaria está constituida por dos capas. 

Por dentro de la capa interna o película, se encuentra una red de filamentos (A. 

KEELEY 2004) y  los microtúbulos los cuales le dan forma y rigidez a la célula. Estos 
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microtúbulos se originan en los anillos polares apicales, los cuales también hacen 

parte de este complejo (L.H. BANNISTER 2000). (Véase Figura 2).  

 

Figura 2.- Organización del merozoito de Plasmodium Falciparum. (L.H. BANNISTER 2000) 

 

A  diferencia de los merozoitos de otras apicomplexas como Toxoplasma y 

Eimeria donde los microtúbulos subpeliculares están espaciados uniformemente por 

debajo de la periferia de la película, los microtúbulos de Plasmodium ocupan dos 

tercios de la circunferencia de la célula con un microtúbulo en el tercio restante.  Estos  

poseen cuatro copias únicas de genes de tubulina (α-I, α-II, β, γ) (J.C. PINDER 2000). 

La estructura de microtúbulos en el merozoito de P. falciparum es llamada  f-MAST 

(falciparum merozoite assemblage of sub-pellicular microtubules) (R. E. FOWLER 

1998). Cabe destacar que otras etapas del ciclo de vida de P. falciparum (esporozoitos 

y ookinetes) también presentan microtúbulos subpeliculares (MORRISSETE 2002). 
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2.3 Movimiento del merozoito 

El merozoito al estar en contacto con el sustrato (vidrio), presenta un 

movimiento conocido como ‘gliding’ que utiliza para migrar a través de las barreras 

biológicas, tanto en la entrada como en salida de las células huésped.   

Esta forma de movilidad es considerada inusual, debido a que no requiere de 

ninguna estructura convencional del movimiento celular tales como los cilios o 

flagelos. Sino que, en los apicomplexas, depende de un complejo macromolécular 

llamada glideosoma que está compuesto de proteínas de adhesión que son liberadas 

por la prominencia apical y posteriormente son trasladadas al polo del parasito por la 

acción del sistema actina-miosina anclado en el complejo de la membrana interna de 

este. (Ver  Figura 3) (A. KEELEY 2004) . 

Figura 3.-Un modelo de mecanismo molecular que conduce la movilidad en parásitos Apicomplexa. 

Estudios morfológicos de Toxoplasma indican la presencia de actina y miosina subcortical, estas 

pueden proporcionar la armazón y el motor molecular necesarios para impulsar la movilidad del 

parasito. La familia de adhesins TRAP son un posible candidato como la proteína que proporciona el 

enlace entre la superficie celular y el motor actina- miosina del parasito. Así los complejos de adhesins, 

posterior nivelación del receptor a través del movimiento de la miosina a lo largo de los filamentos de 

actina darían lugar a un movimiento de avance del parasito a través del sustrato de la superficie celular 

(L. David Sibley 1998). 
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Los mecanismos de movimiento siguen siendo poco entendidos en Plasmodium 

falciparum, pero han sido analizados en Toxoplasma gondii y se sabe que consta de 

tres comportamientos: rotación de desplazamiento, en posición vertical, y helicoidal 

de deslizamiento. El deslizamiento helicoidal  es el único comportamiento asociado 

con la movilidad que lo le permite desplazarse sobre un sustrato. Durante este 

comportamiento bifásico, el parásito avanza una distancia igual a su propia longitud. 

Este se desplaza hacia delante en una trayectoria helicoidal movido por la zona de 

contacto de su ápice. Por su forma de media luna, se mueve en espiral a modo de 

‘sacacorchos’ (Figura 4.  1-5). La forma de media luna le impide la continuación  del 

avance, ya que el parásito no puede comunicarse con el sustrato. Para corregir esta 

situación, el parásito gira 180 ° sin avanzar (Figura 4. 6-7) antes de iniciar otro ciclo 

de movimiento (MORRISSETE 2002). 

 

 

Figura 4.- La motilidad y la invasión de los Apicomplexa Esta secuencia muestra un ciclo completo para 

avanzar con  motilidad gliding por un Toxoplasma en estado de tachyzoite, este estado es el equivalente 

al estado de merozoito de P.falciparum. (MORRISSETE 2002) 

Para Plasmodium falciparum el movimiento descrito anteriormente presenta 

una particularidad, adicionando un giro alrededor de un punto fijo. Esta motilidad 

‘gliding’ característico del merozoito es conocido con el nombre de ‘moonwalking’ y 

puede ser explicado por  las diferencias ya mencionadas en los citoesqueletos de 

ambas apicomplexas. 
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2.4 Objetivos de la investigación 

En un experimento dónde el agente en estudio es de naturaleza biológica e 

infecciosa, se deben tener consideraciones elementales para conservarlo y protegerse 

del riesgo de ser infectado. En particular para realizar las experiencias, el  cultivo de 

Plasmodium falciparum se debe caracterizar por estar sincronizado y tener una alta 

parasitemia,  debido a esto se hace  imprescindible dedicar gran parte de la 

investigación en adquirir la pericia necesaria en la manipulación del cultivo 

parasitario, ya que cualquier descuido en el manejo del procedimiento, aumenta el 

riesgo de perder las muestras y peor aun contraer la enfermedad. 

Otros objetivos que se enmarcan dentro del curso investigación es el análisis del 

movimiento del merozoito a través de un código computacional cuantificando la 

evolución de  su movimiento; tanto su traslación como su  rotación.  

También se busca entender  los agentes responsables de este movimiento, 

específicamente entender la importancia de los microtúbulos en el proceso invasivo. 

Para esto se utiliza una droga (pendimetalina) que inhiben su polimerización.  
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Capítulo 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo de Parásitos1 

 La cepa de Plasmodium falciparum 3D7-GFP se cultiva en 20 mL de RPMI 

completo (Anexo. protocolo 4) más 2 mL de GR al 50%2(Anexo. protocolo 3). Al 

enfrentarse al cultivo lo primero que se debe determinar es la parasitemia ; para esto 

es necesario hacer un frotis, vale decir, generar  sobre un portaobjetos una delgada 

película de glóbulos rojos infectados, dejarlo secar y teñirlo con tintes rojo y azul 

(tinción May-Grünwald-Giemsa). Luego el frotis se observa en un microscopio con un 

objetivo de  100x donde se cuentan las formas jóvenes y las maduras del parásito. 

(Ver Figura 5).  

                                                        
1 véase en el Anexo. Recomendaciones para un buen cultivo  
2 Fracción volumétrica 
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Figura 5.-Frotis del cultivo. A) Presenta formas jóvenes (ring).con pequeñas tinciones azules B) se 

observan formas maduras (esquizontes), en color azul. 

 Dependiendo de la etapa (jóvenes o maduros) en que se encuentren la gran 

mayoría de los parásitos y de la parasitemia el cultivo debe ser sincronizado, para esto 

hay dos opciones. Ambas aprovechan el mismo principio relacionado con la 

semipermiabilidad de la membrana del parasito en forma madura. 

3.1.1 Sincronización de las formas jóvenes 

 Si el cultivo presenta en su  mayoría formas jóvenes en un  porcentaje entre el 

3 y el 5 % sobre el total de glóbulos rojos de la muestra, se aplica el protocolo de 

Sorbitol (Anexo. protocolo 1). Debido a su baja osmolaridad provoca la ruptura de los 

parásitos maduros, conservando de esta manera solo las formas jóvenes que no son 

afectadas por este fenómeno (C. LAMBROS 2009). 

3.1.2  Sincronización formas maduras 

  Si hay una mayoría de  formas maduras en un porcentaje superior al 5 % se 

aplica el protocolo de gelofusina (Anexo. protocolo 2), que es una gelatina que ingresa 

en el parasito maduro disminuyendo su densidad haciéndolo flotar en el 

sobrenadante, en  este caso las formas jóvenes no son afectadas y si el caso lo amerita 
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pueden ser rescatadas y puesta en cultivo. El sobrenadante  denominado plasmión es 

el que se utiliza en el experimento, ya que los parásitos luego de alcanzar su máximo 

estadio, son liberados del glóbulo rojo en forma de merozoitos.  

  

3.2 Cámara de Observación  

Con el fin de obtener una cantidad óptima de parásitos para la observación, es 

decir, que exista una distancia entre un glóbulo y otro de tal manera que cuando los 

merozoitos sean liberados  tengan espacio para distribuirse y desplazarse; los 4 mL de 

plasmión obtenidos para las experiencias deben ser diluidos en 10mL de medio. 

Luego sobre un cubre objeto circular de diámetro 22 o 24mm, el cual se encuentra 

adherido en la parte central  a un cilindro de acero de 8mm altura y 105 mm de 

diámetro, se colocan 3 mL de plasmión (ver Anexo. protocolo 2). Arriba de esta base 

se sitúa una estructura de teflón  la cual sirve para dar una altura de 1mm a la 

muestra. Finalmente se instala  una estructura  cilíndrica de acero que permite aislar 

el plasmión y observarlo bajo el  microscopio. (Ver Figura 6A). 

Como se muestra en la  Figura 6 B, se conectan  dos mangueras que permiten 

inyectar 5% de CO2 y 95%  de oxigeno a la muestra. Para conservarla a  37°C  el 

objetivo del microscopio y el condensador están conectados a un controlador de 

temperatura (TC344B Dual automatic temperatura controler). (Ver Figura 6C) 

El microscopio  invertido Leica DMIRB,en modo de contraste de fase,  se utiliza 

para la adquisicion de datos con un objetivo de 100x. A este se le conecta una camara 

(Phantom Camera 7464)con la cual se obtienen 30 cuadros por segundo durante una 

hora con una resolución de 256x256 y tiempo de exposicion de 400µs. 
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Figura 6._A) Ensamblado de las Estructuras en donde es observado el plasmion. B) Detalle del montaje 

en el microscopio. Se distinguen las mangueras por donde es inyectado CO2 y oxigeno. C) Vista general 

del montaje experimental se puede apreciar el sistema que controla la temperatura del condensador y 

del objetivo. 

En general para poder observar el movimiento del parasito, el cultivo debe 

encontrarse, en su gran mayoría, en etapa de esquizontes maduros, posteriormente se 

identifican los más maduros, los que son claramente distinguibles por su forma de 

roseta. Luego corresponde esperar que los merozoitos sean liberados. Cuando esto 

ocurre comienza la grabación, la primera parte corresponderá al tiempo que toma el 

merozoito para activarse sobre el sustrato, latencia, y la segunda a su ‘moonwalking’. 

(Anexo. protocolo 5) 

 Si el plasmión  se encuentra en etapa de trofozoito  debe dejarse madurar en la 

incubadora unas 6 horas más para alcanzar la forma madura requerida en la 

experiencia.   
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3.3 Drogas 

Para observar de qué manera los microtubulos del merozoito influyen en su 

movimiento el plasmión se trata con pendimetalina. Para esto, primero se debe 

confirmar con anterioridad que el plasmión presente una elevada cantidad de 

esquizontes maduros. Luego, es  necesario tomar los 4mL de  plasmión diluido en  10 

mL de medio y colocar 2 mL en un tubo para ser centrifugado. Consecutivamente se 

extrae el sobrenadante y es reemplazado por medio que contiene una concentración 

de  5µg/mL de pendimetalina. Rápidamente este nuevo plasmión se coloca en la 

cámara de observación, debido a que su tiempo de utilidad es solo de una hora. 

Después de este tiempo, es posible que el cultivo quede inactivo por los efecto de la 

misma droga. (Anexo. protocolo 6) 
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Capítulo 4. ANALISIS DEL MOVIMIENTO  

 

4.1 Descripción Del Programa  

El código escrito para analizar el movimiento de los merozoitos calcula el 

desplazamiento del centro de masa y  sus ángulos de rotación, en este caso se 

consideran el ápice del merozoito para obtener una mayor precisión en la orientación 

de los ángulos.  

Las imágenes utilizadas se obtienen siguiendo el procedimiento indicado en la 

sección 3.2. Luego, por medio del software Image J se selecciona el merozoito de 

interés y  se guardada como una secuencia de imágenes.  

Los primeros ángulos calculados son llamados ‘ejes de inercia’ ya que 

corresponden a la inclinación del eje mayor  de inercia con el eje x, de una elipse 

ajustada a la imagen del merozoito. Estos ángulos están comprendidos entre  -90° y  

90°. Posteriormente se distingue en que cuadrante se encuentra el extremo apical del 

merozoito, el problema se reduce a  determinar, si las imágenes con ángulos entre 0° y 

90°  correspondían al primer o a tercer cuadrante y si las imágenes con ángulos  0  y    

-90° correspondían al segundo o cuarto cuadrante. Para resolver esto, la figura  se rota 
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en el ángulo obtenido con ‘ejes de inercia’, luego la imagen del parasito es encerrada  

en un rectángulo, como muestra la Figura 7, con el fin de obtener el centro de masa de 

éste,  para poder posteriormente compararlo con el centro de masa del merozoito. El 

signo de  la diferencia entre ambos entrega el criterio de selección entre un cuadrante 

y otro, por ejemplo si el ángulo de ejes de inercia está entre 0 y -90°, no se sabe si la 

punta del merozoito está en el segundo o cuarto cuadrante. Al comparar los centros de 

masa si la diferencia es menor que un valor que llamaremos ‘-ε’,  la punta del 

merozoito está en el segundo cuadrante (Figura 7A) en cambio si es mayor que ‘ε’  el 

extremo apical esta en el  cuarto cuadrante (ver Figura 7B). Si el valor de la diferencia 

se encuentra entre ‘–ε y  ε’ entonces el merozoito se encuentra en flip, es decir,  su 

extremo apical esta adherido al sustrato y se encuentra en posición vertical respecto 

al plano de observación. En esta perspectiva su forma es circular por tanto los centros 

de masa del parasito y del rectángulo son muy cercanos (ver Figura 7C). Los ángulos 

obtenidos de esta manera son designados con el nombre de  ‘dirección’. 

 

Figura 7._A) Imagen de merozoito en el segundo cuadrante, luego misma imagen rotada en ángulo 

obtenido a través de los ejes de inercia y rectángulo que lo encierra en su totalidad. Ampliación de los 

centros de masa. En rojo centro de masa del rectángulo en azul centros de masa del parasito. B) misma 

secuencia anterior pero el merozoito esta vez en el cuarto cuadrante. C) por ultimo secuencia  del 

merozoito en flip.  
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Para poder compara los ángulos son utilizados los gráficos denominados ‘delta’ 

que corresponden a la diferencia de ángulos entre cuadros sucesivos.  

 

4.2 Validación Del Programa 

Para controlar como el código analiza los ángulos de rotación, se utiliza una 

figura simple que imita la forma del merozoito y se hace rotar tanto en sentido horario 

como antihorario. 

 

Figura 8.-Imagen utilizada para controlar el código. 

4.2.1 Rotación continua  en sentido horario 

Los ángulos generados para hacer rotar a la figura cumplen con la condición,  

de que, la diferencia entre cuadros sucesivos es de 1 y de 0,5 grados.  Expresado de 

otra manera, ∆	 = 1° y ∆	 = 0,5° 

Para el caso de un incremento ∆	 = 1° el programa entrega gráficos  de ‘ejes de 

inercia’ y ‘dirección’ (Véase Gráfico 1). Las dos vueltas en sentido horario están 

representadas por dos rectas en el grafico ‘dirección’ que van entre 0° y 360°. 
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Gráfico 1 ._Análisis figura que da dos vueltas horario A) Gráfico de ‘ejes de inercia’. Los ángulos son 

obtenidos de la inclinación de los ejes de inercia. Están comprendidos entre 90° y -90°. B) Gráfico de 

‘dirección’. Los ángulos están comprendidos entre 0 y 360°.  

 

  Las diferencias entre los ángulos generados 	� y los ángulos analizados 	� por 

el código son presentadas en el Gráfico 2. La desviación estándar es 0,07 

Gráfico 2.- Análisis  figura que da dos vueltas horario con ∆� = �° . A) parte de las curvas los ángulos 

generados ��y los ángulos analizados��. B) Diferencia entre ángulos generados �� y ángulos 

analizados��. 
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 El histograma normalizado ‘delta’  del ángulo analizado se muestra a 

continuación (Gráfico 3). Su varianza es  � = 0,10  y  su  media    � = 1,00.  

Gráfico 3.- Histograma normalizado ‘delta’ del ángulo  analizado	�con ∆	 = 1° 

 

Para un la segunda condición ∆	 = 0,5° en sentido horario .La diferencia entre 

los ángulos generados 	� y los ángulos analizados 	�  son presentadas en Gráfico 4. La 

desviación estándar es 0,08. 

Gráfico 4- Análisis figura que da dos vueltas horario con ∆� = �, �° . A) parte de las curvas los ángulos 

generados ��y los ángulos analizados��. La ampliación se hizo en el lugar donde la diferencia es mayor 

en 176°. B) Diferencia entre ángulos generados �� y ángulos analizados��. 
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Los valores para los parámetros del histograma normalizado ‘delta’ del ángulo 

analizado (Gráfico 5) en este caso son varianza  � = 0,14  y media es de  � = 0,50.  

Gráfico 5.- Histograma normalizado ‘delta’ del ángulo  analizado	�con  ∆	 = 0,5° 
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4.2.2 Rotación aleatoria 

Se requiere observar la respuesta del código para una distribución diferente, 

para esto mil ángulos son generados con una distribución normal que cumple las 

siguientes características, desviación estándar  � = 1,00  y media  � = 89,57. (Véase 

Gráfico 6) 

Gráfico 6.- Distribución utilizada para generar de los ángulos con los cuales será rotada la figura. 

 

Los gráficos de ‘ejes de inercia’ y ‘dirección’  son presentados en Gráfico 7. En el 

gráfico ‘dirección’ se puede apreciar que los ángulos varían entre 86° y 94°. 
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Gráfico 7.- Análisis figura que da rota con ángulos generados con una distribución normal. A) Gráfico 

de ‘ejes de inercia’. B) Gráfico de ‘dirección’.  

 

 La diferencia entre los ángulos generados 	�  y los ángulos analizados 	�  son 

presentadas en Gráfico 8. La desviación estándar es 0,08 

Gráfico 8- Para una figura cuyos ángulos de rotación fueron generados con una distribución normal . A) 

Curvas de los ángulos generados ��y los ángulos analizados��. B) Diferencia entre ángulos generados 

�� y ángulos analizados��. 
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La comparación entre histogramas de ángulo generado 	� , ángulos analizados 

	� se muestra en Gráfico 9. Donde para ángulo analizado su desviación estándar es  

� = 1,05  y una media  de  � = 89,61. 

Gráfico 9.- Superposición de los histogramas de los ángulos generados y analizados 
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4.2.3 Merozoito inmóvil  

Para determinar el ruido de las muestras, se analiza un merozoito inmóvil de 

una película real. Los gráficos de ‘ejes de inercia’ y ‘dirección’ son presentados en 

Gráfico 10. En el grafico ‘dirección’ se aprecia que los ángulos fluctúan este los 100° y 

110°. 

Gráfico 10 ._Análisis de un merozoito inmóvil de una película real. A) Gráfico de ‘ejes de inercia’. B) 
Gráfico de ‘dirección’.  

 

 Para calcular el error se toma una parte de la curva y se ajusta una recta 

obteniendo una desviación estándar de 1,70°. 
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Capítulo 5.  EXPERIENCIAS 

 

5.1 Control 

Se observa que después de que los merozoitos son liberados del esquizonte 

maduro existe un desfase entre la adhesión del merozoito y el comienzo de su 

movimiento (‘moonwalking’). El merozoito permanece inmóvil aproximadamente 

entre 4-15 minutos sobre el sustrato antes de comenzar su movimiento. Este periodo 

que requiere el merozoito para activarse es denominado latencia. 

 La Latencia es observada solo en superficies artificiales no estando presente 

cuando el merozoito entra en contacto con la membrana de un glóbulo rojo, en este 

caso, ‘moonwalking’ comienza casi inmediatamente. 

Después de este tiempo el merozoito comienza a realizar su movimiento 

alrededor de un punto de adhesión. Éste puede descomponerse en varios 

movimientos: traslación a través de un punto fijo, rotaciones sobre el eje de 

observación y sobre el eje de revolución orientados a la punta al sustrato. 
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A continuación en la Figura 9 se muestra una  secuencia de movimiento del 

parásito. 

 

Figura 9.-Secuencia de la rotación gliding en el sustrato (el tiempo entre cada frame es de 0.125s). El 

merozoito está rotando en sentido horario (frame 1-17). En flip, orientando su complejo apical al 

sustrato (frame 18-21). Volviendo al plano de rotación (frame 22-30). 
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Para analizar el movimiento de  traslación del merozoito (Gráfico 11A) se 

calcular la distancia cuadrática media, MSD, una medida de dispersión que muestra 

una relación entre todas las distancias, en diferentes intervalos de comparación. Este 

parámetro está relacionado con los coeficientes de difusión los cuales a su vez  

entregan información del movimiento. 

En un gráfico MSD versus intervalos de tiempo de comparación (Lag time), 

para un merozoito, se obtienen dos comportamientos de movimiento el primero es 

browniano y está representado por la pendiente de la recta con mayor inclinación 

donde el coeficiente de difusión es 10�� ��� �⁄ .  (Gráfico 11B). El segundo  es un 

movimiento confinado y está representado por el plateu. 

Gráfico 11.- Movimiento de traslación del merozoito A) Detalle de trayectoria. B) Gráfico MSD de la 

trayectoria 
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Los gráficos ‘ejes de inercia’ y ‘dirección’  para una película real se muestran en 

Gráfico 12.    

Gráfico 12.- Es analizado un merozoito normal de una película real. A) Gráfico de ‘ejes de inercia’. B) 

Gráfico de ‘dirección’. 

 

El análisis de las diferencias entre ángulos sucesivos en histograma ‘delta’ 

muestra tres peaks (véase Gráfico 13A).De estos destacan peaks en 180° que al 

observar las imágenes y compararlas con los resultados la aparición de estos se 

explican cuando la figura se vuelve simétrica y la diferencia entre los centros de masa 

es mayor que el rango considerado  para este caso (entre ‘–ε’ y ‘ε’), donde por su 

forma equivaldría a un flip. El programa entrega  ángulos del cuadrante opuesto al que 

está midiendo, generando estas diferencias de 180°. 
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  Gráfico 13.- Histograma normalizado ‘delta’. A) Histograma completo. B) Aumento en Peak de 180°. 

 

 

5.2 Pendimetalina 

 

Se observa que al tratar el cultivo con citocalisina B, una droga que inhibe la 

polimerización de la actina, los merozoitos se adhieren al vidrio pero permanecen 

inmóviles o realizaban movimientos de menor intensidad comparado con los 

merozoitos no tratados, se concluye que  ‘moonwalking’ requiere de una red de actina 

polimerizada y que la miosina es el motor molecular asociado. Dichos resultados 

sugieren ahondar en el estudio de estructuras especificas del citoesqueleto tales como 

los microtubulos, para se utiliza pendimetalina, una droga que afecta la 

despolimerización de los microtúbulos del merozoito (R. E. FOWLER 1998).  
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Con una concentración de 5µg/mL se observo después de pasado el tiempo de 

latencia, una gran mayoría de merozoitos inmóviles. Los que presentaban rotaciones 

lo hacían más débilmente comparados con el control. Aun no se ha verificado si esta 

concentración produce el 100% de inhibición en ensayos de invasión. Si el porcentaje 

de invasión fuera inferior, el movimiento de algunos merozoitos se explicaría por no 

encontrarse afectadas por la droga. 
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Capítulo 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Se han conseguido los conocimientos básicos de cultivo lo que permite tomar 

decisiones con respecto a problemas que se presenten en este. Estas habilidades 

adquiridas otorgan la posibilidad de contar permanentemente con el plasmión 

necesario para el estudio del movimiento del parasito Plasmodium falciparum en 

estado de merozoito.  

Con respecto al código generado, la validación del programa muestra resultados 

esperados conforme a las condiciones iniciales proporcionadas. Para ∆	 = 1 la media 

obtenida en el histograma de delta 	� (variación entre ángulos analizados sucesivos) 

fue � = 1 y � = 0,1  y para ∆	 = 0,5 la media obtenida fue � = 0,5 y � = 0,1. En 

relación con los ángulos generados con una distribución normal los histogramas 

entregaron la siguiente información para ángulos generados � = 89,57 y � = 1,00 y 

para ángulo analizado � = 89,61 y � = 1,05 con un error 0,04%. En el merozoito 

inmóvil el error es de ±3° entregado por el intervalo de confianza de la media. 

Si bien en la validación, los resultados entregados fueron satisfactorios estos 

todavía no lo son para el análisis de las imágenes de los experimentos. El error 
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presentado en el histograma de la variación de ángulos sucesivos para un merozoito 

(Gráfico 13), se debió a que en el código solo fue considerado un flip vertical y no se 

pensó en la situación que el merozoito adquiriera una inclinación distinta a 90° con 

respecto al sustrato;  aquí se apreciaría en la imagen una forma simétrica, pero la 

diferencia de centros de masa estaría en intervalos distintos a los fijados. 

Exactamente, los peaks en 180° se presentan cuando el merozoito toma una forma 

muy circular  y la diferencia de centros de masa no se encuentra en el rango 

determinado como flip, luego el programa  seleccionó a la imagen del merozoito en el 

cuadrante opuesto. Desde luego esto será  incluido en el código, donde se  espera 

además determinar  la inclinación del eje central del merozoito en flip con respecto al 

sustrato.   

Es importante tener presente  que las dimensiones del parasito son comparables 

con la resolución del microscopio, lo que proporciona una imagen no muy bien 

definida. Para solucionar esta limitante en el futuro se utilizaran técnicas de 

fluorescencia marcando la membrana de los parásitos con FM4-64 (Svetlana 

Glushakova 2005), con el propósito de definir mejor el contorno. 

Debido a que los análisis de trayectoria consideran al merozoito como un 

punto, los resultados obtenidos son concluyentes. El coeficiente de difusión obtenido  

a través de la recta indica que el merozoito presenta un movimiento browniano.  Y el 

plateau de la curva  de este mismo gráfico (Gráfico 1B) da cuenta de un movimiento 

estacionario confinado  que se explica por la adhesión del merozoito al sustrato.  

 

Bajo el marco de una tesis doctoral en la universidad de Montpellier 2, Francia. Se 

continuará con este estudio. Ya han sido planteados futuras experiencias que se 

realizaran para un mayor entendimiento del movimiento de este microorganismo en 

superficies no deformables.  Profundizando también  en las que ya han sido 
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observadas como la latencia,  ‘moonwalking’ y en la influencia de los microtúbulos 

donde se han obtenido resultados preliminares. 

Las experiencias que se llevaran a cabo serán descritas a continuación. Para 

adherir el merozoito a un sustrato la superficie en tratada con un polímero llamado 

PEG (glymo/xylene). Debido a que el merozoito queda adherido a ella se espera que 

no esté presente el movimiento de traslación y solo se observen rotaciones y flip. 

Luego de comprobar su efectividad se realizara un experimento de confinamiento que 

consiste en poner una pequeña cantidad de parásitos entre dos vidrios donde uno de 

ellos estará tratado con PEG de tal manera que el parasito queda adherido a este 

vidrio y sea limitado por estas dos placas. Aquí se espera observar solo la rotación de 

este.  

Para descubrir la importancia del microtúbulos en el movimiento se ahondaran 

las experiencias con pendimetalina para encontrar la concentración que permita un 

100% de inhibición, es decir saber con certeza qué cantidad de droga asegurara que 

todos los parásitos se vean afectados por esta. Más adelante se pretende marcar 

filamentos y microtúbulos para observar con microscopia confocal que les ocurre al 

entrar en contacto con esta droga. El uso de la microscopia confocal permitiría 

también obtener un modelo tridimensional del movimiento.  

Todas estas experiencias tienen como finalidad  llegar a entender este 

movimiento en superficies deformable como son los glóbulos rojos, pero para llegar  a 

esta etapa es necesario analizar el movimiento en situaciones más simples que serán 

conseguidas con las experiencias descritas anteriormente 
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Capítulo 7. GLOSARIO 

 

 

ACTINA: Pertenece a una familia de proteínas globulares que forman los 

microfilamentos, uno de los tres componentes fundamentales del citoesqueleto de las 

células de los organismos eucariontes. Puede encontrarse como monómero en forma 

libre, denominada actina G, o como parte de polímeros lineales denominados 

microfilamentos o actina F, que son esenciales para funciones celulares como son la 

movilidad y la contracción de la célula durante la división celular (ZUKAMONT 2009). 

 

APICOMPLEXA: Es un extenso grupo protistas caracterizado por la presencia de un 

organelo denominado complejo apical. Este organelo incluye roptrias, micronemas, 

anillos polares apicales. Los roptrias y los micronemas son organelos secretores que 

contienen productos requeridos para la movilidad y adhesión de la célula huésped 

(MORRISSETE 2002). 
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CICLO ASEXUAL: Es ciclo de vida del parasito de la malaria en el huésped desde la 

invasión del glóbulo rojo por merozoito hasta la ruptura del esquizonte 

(merozoitos�estado de anillo�trofozoito�esquizonte�merozoitos). Duración 

aproximada de 48h es Plasmodium falciparum (WHO 2010). 

 

CITOESQUELETO: Es un entramado tridimensional de proteínas que provee el soporte 

interno para las células, ancla las estructuras internas de la misma e interviene en los 

fenómenos de movimiento celular y en su división. En las células eucariotas, el 

citoesqueleto se divide en tres grupos, basados en el tipo de proteína que forma la 

base del polímero. Estos incluyen: (1) redes de actina-base, (2) elementos basados en 

la tubulina, que se organizan en los microtúbulos,(3) las estructuras de filamentos 

intermedios que son basada en una o más proteínas del tipo de filamentos 

intermedios. En la actualidad se estableció que tanto la actina y la tubulina basada en 

elementos del citoesqueleto son estructuras muy dinámicas (ROTHFIELD 2009). 

 

FILUM: En la clasificación de los seres vivos, categoría taxonómica (vida� 

dominio�reino�filum� clase� orden�familia� genero�especie) posterior al 

reino. Cada filum se divide en clases (Larousse 2009). 

 

FLIP: Entiéndase por la orientación casi vertical sobre el sustrato que realiza el 

merozoito. 

 

INTRACELULAR OBLIGADO: Microorganismo que no puede vivir fuera de la célula. 
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LATENCIA: O tiempo de activación que requiere el merozoito después de salir del 

glóbulo rojo y adherirse al sustrato. 

 

LISIS: Rotura de la membrana celular. 

 

MEROZOITOS: Los parásitos liberados en el torrente sanguíneo cuando se rompe una 

esquizontes hepática o eritrocítica. Estos después pueden invadir los glóbulos rojos 

(WHO 2010). 

 

MICROTÚBULOS: Los microtúbulos son estructuras tubulares de 25 mm de diámetro 

exterior y unos 12 mm de diámetro interior, con longitudes que varían entre unos 

pocos nanómetros a micrómetros, que se originan en los centros organizadores de 

microtúbulos y que se extienden a lo largo de todo el citoplasma.  

 

MIOSINA: Es una proteína motora, tienen tres regiones estructurales: la cabeza y el 

cuello, que son totalmente conservadas, y la cola que le confiere  funciones específicas 

originando diversas clases de la miosina. En la actualidad se conocen 15 clases acorde 

a la estructura de del dominio de la cola. Miosinas convencionales (pertenecen a la 

categoría II), son de dos cabezas filamentos que forman las proteínas mientras que 

todas las otras clases, las no convencionales, pueden tener más de  dos o sólo una  

cabeza (J.C. PINDER 2000). 

 

MOONWALKING: Se define como el movimiento gliding del merozoito de P. 

falciparum, se caracteriza por su particularidad de rotar en torno a un punto fijo. 
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ORGANELOS: Diferentes estructuras suspendidas en el citoplasma 

 

PASMODIUM FALCIPARUM: Es un protozoo parásito, una de las especies del género 

Plasmodium que causa malaria en humanos. (TRAGER 1976) 

 

PLASMODIUM: Es un género de protistas del filum Apicomplexa. El parásito siempre 

tiene dos huéspedes en su ciclo vital: un mosquito que actúa como vector y un 

huésped vertebrado. Al menos diez especies infectan al hombre. Para humanos hay 

cuatro especies de Plasmodium que provocan la malaria o paludismo: P. falciparum, P. 

malariae, P. ovale y P. vivax, de las cuales la primera es la más virulenta y la que 

produce la mayor mortalidad (TRAGER 1976). 

 

SISTEMAS ACTINA-MIOSINA: Actúan como motores moleculares que permiten el 

transporte de vesículas y organelos a lo largo del citoplasma. La miosina camina a lo 

largo de filamentos de actina hacia el final de las puntas usando energía derivada la 

hidrólisis del ATP (J.C. PINDER 2000) . 

 

TAXONOMIA: Clasificación jerarquizada de características y funciones que también 

permiten establecer un esquema de parentesco, similitudes y relaciones sistémicas 

entre los diferentes organismos. 
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ANEXOS 

 

A. Protocolos de preparación y cultivo 

 

A.1 Protocolo 1. Sorbitol (GIBC0)  

Tomar el cultivo en un tubo; centrifugar 5 min a 1500rpm.  

Eliminar el sobrenadante  

Agregar sobre el sedimento 5mL de sorbitol  homogeneizando delicadamente. 

Dejar 5 minutos a temperatura ambiente en la campana. 

Centrifugar 5 minutos. Quita el sobrenadante. 

Lavar con 10mL de medio completo. Centrifugar nuevamente 

Botar el plasma, agregar 10mL de medio completo y llevar a la botella de cultivo. 
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A.2 Protocolo2. Gelofusina (Braum Medicals) 

Tomar el cultivo en un tubo; centrifugar 5 min a 1500rpm  

Eliminar el sobrenadante  

Agregar 1,5mL de medio y homogeneizar suavemente 

Agregar 2,5 mL de gelofusina y homogeneizar suavemente 

Dejar el tubo a 37C durante 30 minutos 

Extraer el plasmión en un nuevo tubo. 

Lavarlo con 10mL de medio .Centrifugar 5 minutos. Conservar el sedimento 

Agregar 10 mL de medio homogeneizar y poner 6mL en cultivo a 37C en una 

botella con 20 mL de medio y 2 mL de sangre con un 5% de CO2. El resto es 

utilizado para experimento  

 

A.3 Protocolo 3. Lavado de Sangre (EFS3) 

Quitar plasma 

Colocar RPMI base y homogenizar suavemente en volúmenes grandes. 

Centrifugar a 3000 rpm durante 6 minutos 

Sacar el plasma y los glóbulos blancos que se posan sobre el sedimento 

Poner nuevamente RPMI base homogenizar y centrifugar. 

Quitar medio restante. Poner el mismo volumen que el sedimento de RPMI 

completo para obtener glóbulos rojos al 50%. 

 

                                                        
3 Etablissement Français du sang 
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A.4 Protocolo 4. Medio de cultivo 

500mL de RPMI 1640 (52400058, GIBCO). 

25mL suero albumax 20x (EFS) 

300µl  gentamicina  10gr/mL. (15710049, GIBCO) 

Se conserva refrigerado 

 

A.5 Protocolo 5. Identificación de la roseta 

Observar la etapa en que se encuentra el  plasmión 

Si este se encuentra en etapa de trofozoito dejar incubar 6 horas más 

Si este se encuentra en etapa de esquizonte identificar una roseta(esquizonte 

maduro) 

Comenzar a grabar 

Esperar que los merozoitos sean liberados 

Esperar que los merozoitos se activen sobre el merozoito. 

Tomar una película de 30 minutos. 

 

A.6 Protocolo 6. Pendimetalina (SIGMA) 

Disolver  en medio de cultivo la pendimetalina (36191, SIGMA) en una 

concentración de 5µg/mL. 

Centrifugar 2 mL de plasmión diluido en 10mL de medio. 

Extraer el sobrenadante y remplazarlo por medio con pendimetalina. 

Poner en cámara de observación.  
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B. Recomendaciones  

 

B.1 Recomendaciones para un buen cultivo 

 A continuación serán mencionadas medidas significativas para mejorar la 

manipulación  y por consiguiente obtener mejores resultados en el cultivo.  

 Una consideración importante al hacer el frotis es evitar el riego de herirse las 

manos con el material infectado. Para esto es recomendable apoyar un portaobjetos 

sobre la superficie de trabajo y solo sostener el vidrio que repartirá la delgada película 

de glóbulos rojos.  Para el paso siguiente,  la tinción, se recomienda dejar solo 4 

segundos en el tinte rojo y  10 segundos en el tinte morado. 

 Una correcta medida de la parasitemia del cultivo es otro punto importante 

de destacar, ya que la exactitud de esta, permite tomar correctas decisiones acerca de 

los tratamientos que se realizaran a  los parásitos En un comienzo es conveniente 

contar un total de 500 parásitos o más. Después de adquirida la destreza se deben 

contar solo 300 parásitos. El área del frotis en donde se realiza el conteo debe ser 

elegida de forma aleatoria cuidando de no observar a través del microscopio cuando 

se realiza este escogimiento, ya que la tendencia es buscar áreas contaminadas. 

 Para realizar las experiencias se requiere constantemente de parasitemias 

altas es por esto que fue  necesario hacer algunas modificaciones en los protocolos. La 

primera modificación se efectúo en la preparación de medio de cultivo en donde  la 

cantidad de antibiótico se disminuyo de 1 mL a 300ul. La segunda modificación se 

llevo a cabo en el protocolo de la  gelofusina, en donde parte de los parásitos son 

utilizados para las experiencias, es recomendable que después de lavado el plasmión 

se disuelva el sedimento en 10 mL de medio, donde 4 mL pueden ser utilizados para la 

experiencia y el resto debe ser puesto en la botellas de  cultivo. Con esta medida se 

conseguirá una parasitemia igual a superior al 4 % al día siguiente. Si no es asi, y el 

cultivo evoluciona muy lentamente es preferible agregar 1 mL de suero a la botella.  
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 Si el cultivo presenta una alta parasitemia es imperativo que la cantidad de 

medio sea igual o superior a 25 mL y que el CO2 este en un  5%. Si estas condiciones 

no se cumplen los parásitos mueren en 1 o 2 días dependiendo de cuan alta sea la 

parasitemia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


