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El calcio juega un papel fundamental durante el desarrollo del parásito intracelular Plasmodium
falciparum, agente causante de la malaria. Con el objeto de entender mejor el mecanismo como
actúa el calcio en este parásito, se detectaron proteínas de unión a calcio en este organismo. El uso
combinando del colorante metacromático «Stains-all» y la técnica de 45Ca2+ overlay permitió
detectar 9 proteínas de unión a calcio, 6 de las cuales no parecen corresponder a  proteínas
previamente identificadas, en parásitos maduros. Adicionalmente se determinó que el uso de estas
técnicas es un ensayo que puede ser usado durante la detección y purificación de proteínas de
unión a calcio.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, Proteínas de unión a calcio, «Stains-all», 45Ca Overlay,
PfERC, PfSub-1, Calmodulina, Calcio.

Abstract

Calcium plays a fundamental role in the development of Plasmodium falciparum, the intracellular
parasite that causes malaria. With the purpose of understanding the mechanism by which calcium
acts in this parasite, Calcium-binding proteins were detected in this organism. The combined use of
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Introducción

El ión calcio (Ca2+) es un importante mensajero
intracelular en organismos eucariotas. La concentración
citoplasmática de este ión es alterada súbitamente por di-
ferentes estímulos, y, al hacerlo, genera una variedad de
respuestas. Entre los múltiples eventos mediados por Ca2+

algunos ejemplos son la conducción de estímulos nervio-
sos, la división celular y la coagulación de la sangre, todos
eventos repentinos inducidos por diferentes señales. Los
eventos celulares mediados por Ca2+ son modulados por
proteínas con diversas estructuras y funciones que son ca-
paces de unirse físicamente al ión, y al hacerlo, generar una
respuesta (Berridge MJ et al. 2000). Aunque el principal
receptor de calcio en las células es la calmodulina, existe
un gran número de proteínas que unen calcio.

El papel del calcio en el desarrollo de Plasmodium
falciparum, el parásito causante de la forma más severa y
ampliamente distribuida de malaria, ha sido estudiado con
bastante intensidad en los últimos veinte años, y se ha con-
cluido que tiene un rol fundamental en su desarrollo
(Krungkrai, J et al. 1982; Tanabe, K et al. 1982; Tanabe,
K et al. 1988). Se ha demostrado que en el ciclo asexual del
parásito existen eventos de señalización mediados por Ca2+

que son indispensables para su desarrollo. Específicamente,
se ha visto que la ausencia de Ca2+ impide la invasión de
eritrocitos por parte del parásito, e interrumpe su desarro-
llo 16 a 20 horas después de la invasión (Wasserman, M et
al. 1982). La naturaleza de estos eventos no se conoce,
pero, como son procesos indispensables para la multiplica-
ción del parásito, su inhibición es un enfoque potencial en
el tratamiento de la enfermedad.

Se han realizado numerosos estudios sobre el papel
que puede jugar la calmodulina en el desarrollo del pará-
sito y la posibilidad de diseñar medicamentos que inter-
fieran con su acción (Robson KJ  et al. 1991;Robson KJ
1993; Scheibel LW  et al. 1987). Sin embargo, más re-
cientemente la investigación sobre el papel del calcio en
el desarrollo de este parásito se ha volcado sobre otras
proteínas de unión a calcio. Enfoques moleculares han
permitido identificar por lo menos 5 proteínas de unión a
calcio que se expresan en el ciclo asexual del parásito

(Blackman MJ et al. 1998; Bhisutthibhan J et al. 1999;
La Greca N et al. 1997; Mohrle JJ 1997; Zhao Y et al.
1992; Zhao Y et al. 1993). Sin embargo, estos estudios
sólo logran encontrar proteínas de unión a calcio que pre-
senten dominios de unión a calcio homólogos a los regis-
trados en la literatura.

Con el objeto de iniciar un estudio sobre las proteínas
de unión a Ca2+ que pueden jugar un papel en la señaliza-
ción mediada por Ca2+  en el desarrollo del parásito, se
realizó una búsqueda de proteínas capaces de unir Ca2+

en Plasmodium falciparum. A diferencia de estudios an-
teriores, en el presente estudio se utilizó un enfoque
bioquímico para la búsqueda de estas proteínas, similar
al que ha sido  utilizado para encontrar proteínas de unión
calcio en otros organismos (Haghighat NG et al. 1992).
El uso de técnicas novedosas de coloración y marcación
específica permitió detectar nueve proteínas de unión a
Ca2+ en extractos proteicos de parásitos maduros. Tres de
éstas presentan pesos moleculares que corresponden a pro-
teínas de unión a Ca2+ reportadas en la literatura, pero las
seis restantes parecen ser proteínas novedosas. El estudio
de estas proteínas novedosas puede ayudar a entender
mejor los procesos de señalización en este parásito y even-
tualmente servir de fundamento para el desarrollo de nue-
vos tratamientos para combatir la enfermedad.

Materiales y métodos

Cultivo de parásitos y extracción de proteínas

Se realizó un cultivo de las formas asexuales de P.
falciparum en eritrocitos humanos según Trager y Jensen
(Trager W et al. 1976). Se recogieron parásitos maduros
(36 h) a una parasitemia del 5% y se trataron con 0.15%
saponina por 10 min. para lisar los eritrocitos. Se
centrifugó a 27,000 g por 1 h. y se removieron manual-
mente los restos de membrana de eritrocito. Se
resuspendió el pellet en buffer de extracción (20 mM
Hepes/KOH pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF e inhibidores de
proteasas: Pepstatina A 50 µg/ml Aprotinina 17 µg/ml
fenantrolina 10 µg/mlBenzamida hidrocloruro 14 µg/ml).
Se trató con ultrasonido por 2 min y se centrifugó a 27,000

the metachromatic dye “Stains-all” and the 45Ca Overlay assay allowed the identification, in mature
parasites, of 9 calcium-binding proteins, 6 of which seem to be different from any reported calcium-
binding protein. Additionally, it was determined that the combined use of these techniques can be
useful for the detection and purification of calcium-binding proteins.

Key words: Plasmodium falciparum, Calcium-binding proteins, “Stains-all”, 45Ca Overlay,
PfERC, PfSub-1, Calmodulin, Calcium.
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g por 15 min. Se clarificó el sobrenadante por medio de
centrifugación a 100,000 g por 1 h. Como control, se to-
maron cantidades similares de eritrocitos no-infectados y
se les sometió al mismo procedimiento.

SDS-PAGE y transferencia a membranas

Se trataron los extractos de proteína con buffer mues-
tra de Laemmli por 5 min a 90 °C y se analizaron por
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) usando un sistema discontinuo (Laemmli UK et
al. 1973) con un gel concentrador de 4.4% acrilamida
total/2.3% bisacrilamida en 0.250 M Tris-PO

4
, pH 6.8 y

gel separador de 7% acrilamida total/3% bisacrilamida
en 0.750 M Tris-Cl, pH 8.8 para separar proteínas de alto
peso molecular o gel separador de 12% acrilamida total/
4% bisacrilamida en 0.750 M Tris-Cl, pH 8.8 para separar
proteínas de bajo peso molecular. En algunos casos se
transfirieron los contenidos de estos geles a membranas
de PVDF en cámaras Hoeffer por 20 h. a 20V. En todos los
casos se corrió un carril con marcadores de peso molecular
preteñidos (BRL).

Detección de proteínas de unión a calcio por medio de
tinción con el colorante metacromático “Stains-all”

Se ha señalado que el colorante metacromático “Stains-
all” es capaz de generar una coloración diferencial para
proteínas de unión a calcio. En el presente estudio se uti-
lizó el método de Campbell (Campbell KP et al. 1983)
modificado según Maruyama y Nomomura (Maruyama
K et al. 1984). Brevemente, después de la electroforesis,
se fijaron los geles con 50% metanol/10% ácido acético
por 1 h. Se realizaron 3 lavados de 20 min. con 25%
metanol para remover el SDS. Se tiñeron los geles en una
solución de 0.0025% “Stains-all”, 25% metanol, 7.5%
formamida, 0.5 mM EGTA y 30 mM Tris/HCl pH 8.8 por 4
horas protegidos de la luz.

Detección de proteínas de unión a calcio por medio
de la técnica de 45Ca2+ Overlay

La técnica de “45Ca2+  Overlay” reportada por
Maruyama (Maruyama K et al. 1984) es un método co-
mún de detectar proteínas de unión a calcio. Después de
la electroforesis y transferencia a PVDF, se introdujeron
las membranas en una solución de 60 mM KCl, 5 mM
MgSO

4
 y 10 mM imidazol-HCl pH 6.8, haciendo 3 cam-

bios para lavar el buffer del electrodo. Se incubaron las
membranas por 10 min. en una solución de 60 mM KCl, 5
mM MgSO4 10 mM imidazol-HCl pH 6.8 y 1 mCi/l
45CaCl

2
. Se lavaron las membranas con etanol 50% por 5

min. y se secaron. Se expusieron las membranas a una
placa de rayos-X por 10 días.

Migración anómala de proteínas de unión a calcio
en geles de poliacrilamida con CaCl

2
 y EGTA

Se ha reportado que algunas proteínas de unión a cal-
cio presentan migraciones diferentes en SDS-PAGE cuan-
do la electroforesis se lleva a cabo en presencia y ausencia
de calcio. Para confirmar la presencia de proteínas de unión
a calcio en extractos de P. falciparum, se realizaron
electroforesis en geles de poliacrilamida preparados con
1 mM de CaCl

2
 y en geles preparados con 0.1 mM de

EGTA. Como control se corrió un carril con 2 mg de
calmodulina de testículo bovino (Sigma).

Resultados

Las figuras 1 y 2 muestran las proteínas de unión a
calcio presentes en los extractos de Plasmodium falci-
parum detectadas usando la técnica de “45Ca2+  Overlay”.
Los carriles 1 corresponden a las autorradiografías que se
obtuvieron a partir de las membranas incubadas con 45Ca,
y las bandas que se observan allí corresponden a proteí-
nas que fueron capaces de unir este calcio. Los carriles 2
muestran el extracto de Plasmodium falciparum separado
por SDS-PAGE y teñido con “Stains-all” donde se obser-
van algunas bandas que pueden corresponder a proteínas
de unión a calcio. En el extracto de proteínas de
Plasmodium falciparum se pudieron observar 9 proteínas
de unión a calcio, con pesos moleculares aproximados de
398, 212, 109, 81, 43, 40, 36, 35 y 17 kDa. Estas proteínas
se muestran como bandas azules en los extractos teñidos
con “Stains-all” con excepción de la banda número 2 con
peso molecular de aproximadamente 212 kDa. En el ex-
tracto de eritrocitos no infectados que se usó como con-
trol se observaron 9 proteínas de unión a calcio (resultados
no mostrados). Sin embargo, el patrón de bandas que se
obtuvo fue  notablemente diferente en ambos extractos,
lo que sugiere que no hay una contaminación significati-
va de proteínas de eritrocitos no infectados en los extrac-
tos de parásito.

Para obtener evidencia experimental adicional de su
capacidad de unir calcio, se observó la migración diferen-
cial de las proteínas de unión a calcio en presencia y au-
sencia de calcio. Las figuras 3 y 4 muestran la migración
diferencial de las proteínas de unión a calcio del parásito
en electroforesis realizadas en presencia y ausencia de
calcio. La figura 3 muestra las proteínas de unión a calcio
de alto peso molecular que presentan un cambio en su
migración en presencia de calcio. Igualmente, la figura 4
muestra las proteínas de unión a calcio de bajo peso
molecular que presentan un cambio en su migración. Se
observó que las proteínas correspondientes a las bandas
1, 2, 3,  5 y 6 migran a posiciones marcadamente diferen-
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Figura 1. Detección de proteínas de unión a Ca2+ de alto peso
molecular en Plasmodium falciparum.

Se trataron extractos de proteína de Plasmodium falciparum con buffer
muestra de Laemmli y se analizaron por SDS-PAGE en un sistema dis-
continuo con un gel concentrador de 4.4% acrilamida total/2.3%
bisacrilamida y gel separador de 7% acrilamida total/3% bisacrilamida
para separar proteínas de alto peso molecular. Los geles fueron teñidos en
0.0025% “Stains-all”, 25% metanol, 7.5% formamida, 0.5 mM EGTA y
30 mM Tris/HCl pH 8.8 por 4 horas (Carril 2) o transferidos a una
membrana de PVDF que fue incubada en  60 mM KCl, 5 mM MgSO

4
 10

mM imidazol-HCl pH 6.8 y 1 mCi/l 45CaCl
2
 y expuesta a una placa de

rayos-X (Carriles 1). Para determinar los pesos moleculares se corrió un
carril de marcadores de peso molecular preteñidos (BRL) (Carril 3). Los
pesos moleculares indicados están dados en kiloDaltons (kDa).

Figura 2. Detección de proteínas de unión a Ca2+ de bajo peso
molecular en Plasmodium falciparum.

Se trataron extractos de proteína de Plasmodium falciparum (Carriles 1 y 2)
con buffer muestra de Laemmli y se analizaron por SDS-PAGE en un
sistema discontinuo con un gel concentrador de 4.4% acrilamida total/
2.3% bisacrilamida y gel separador de 12% acrilamida total/4% bisacrilamida
para separar proteínas de bajo peso molecular. Los geles fueron teñidos en
0.0025% “Stains-all”, 25% metanol, 7.5% formamida, 0.5 mM EGTA y
30 mM Tris/HCl pH 8.8 por 4 horas (Carril 2) o transferidos a una mem-
brana de PVDF que fue incubada en  60 mM KCl, 5 mM MgSO

4
 10 mM

imidazol-HCl pH 6.8 y 1 mCi/l 45CaCl
2
 y expuesta a una placa de rayos-X

(Carril 1). Para determinar los pesos moleculares se corrió un carril de
marcadores de peso molecular preteñidos (BRL) (Carril 3). Los pesos
moleculares indicados están dados en kiloDaltons (kDa).
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tes (con relación a los marcadores de peso molecular)  en
geles con calcio y EGTA. Esta observación proporciona
evidencia experimental adicional de que éstas correspon-
den a proteínas de unión a calcio.  También se observó un
cambio en la migración de la mayoría de proteínas de
unión a calcio detectadas en el extracto de eritrocitos no
infectados (resultados no mostrados).

Discusión

En este estudio se lograron montar dos técnicas que en
conjunto permiten definir las proteínas que unen calcio
en un extracto complejo. Las bandas azules observadas
en la tinción con “Stains-all” sugieren que las proteínas a
las que corresponden pueden ser proteínas de unión a cal-
cio. Sin embargo, no es posible asegurarlo, ya que se ha

reportado que otras clases de proteínas, como algunas
sialoproteínas o glicoproteínas, también muestran una
coloración azul con esta tinción. Las bandas obtenidas
usando la técnica de “45Ca2+  Overlay” muestran la capaci-
dad de estas proteínas de unir calcio y representa eviden-
cia conclusiva de que son de hecho proteínas de unión a
calcio. Los resultados obtenidos usando la tinción con
“Stains-all” y la técnica de “45Ca overlay”  muestran un
alto grado de correlación para las proteínas de unión a
calcio en Plasmodium falciparum, ya que la mayoría de
proteínas que demostraron ser capaces de unir 45Ca2+,
tiñeron de color azul con “Stains-all”. Por lo tanto, las
dos técnicas pueden ser usadas en combinación en estu-
dios de detección y purificación de proteínas de unión a
calcio en este organismo, aprovechando tanto la especifi-
cidad de la técnica de “45Ca overlay” y la economía y

Figura 3. Migración anómala de proteínas de unión a calcio
de Plasmodium falciparum de alto peso molecular en presencia

y ausencia de calcio.

Se separaron extractos de Plasmodium falciparum por SDS-PAGE
en un sistema discontinuo utilizando un gel separador de 7%
acrilamida total/3% bisacrilamida en 0.750 M Tris-Cl, pH 8.8 con
1 mM CaCl

2
 y un gel separador de 7% acrilamida total/3%

bisacrilamida en 0.750 M Tris-Cl,  pH 8.8 con 0.1 mM EGTA
(Carril 2). Las proteínas de 398, 212, 108, 43, 40 kDa, marcadas
con los números 1,2,3,5 y 6 migran más rápidamente en presencia
de calcio. Los pesos moleculares indicados están dados en
kiloDaltons (kDa) (Carril 1).

Figura 4. Migración anómala de proteínas de unión a calcio de
Plasmodium falciparum de bajo peso molecular en presencia y

ausencia de calcio.

Se separaron extractos de Plasmodium falciparum por SDS-PAGE en un
sistema discontinuo utilizando un gel separador de 12% acrilamida total/
4% bisacrilamida en 0.750 M Tris-Cl, pH 8.8 con 1 mM CaCl

2
 y un gel

separador de 12% acrilamida total/4% bisacrilamida en 0.750 M Tris-Cl,
pH 8.8 con 0.1 mM EGTA (Carril 2). La proteína de 81 kDa, marcada
con el número 4 migra más lentamente en presencia de calcio. Las
proteína de 43 y 40 kDa, marcadas con los números 5 y 6 migran más
rápidamente en presencia de calcio. En el carril 3 se utilizaron 2 mg de
calmodulina de testículo bovino (sigma) como control. Los pesos
moleculares indicados están dados en kiloDaltons (kDa) (Carril 1).
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sencillez de la tinción con “Stains-all”. La observación
de la migración diferencial en presencia y ausencia de
calcio proporciona evidencia adicional de la capacidad
de unir calcio de las proteínas detectadas. La migración
diferencial de proteínas de unión a calcio en geles con
Ca2+ y EGTA puede deberse a cambios conformacionales
de las proteínas que alteren su movilidad en los geles.

El uso de estas dos técnicas reveló la existencia de un
número de proteínas de unión a calcio presentes en el
parásito intracelular Plasmodium falciparum con una
madurez de 36 horas. Comparando con la literatura sería
posible señalar tres de estas proteínas entre las reportadas
anteriormente. Sin embargo, por lo menos seis no han sido
registradas previamente en la literatura. Las dos proteínas
con pesos moleculares mayores de 200 kDa mostradas
como las bandas números 1 y 2 en la figura 1, no han sido
reportadas en la literatura. Su alto peso molecular y abun-
dancia sugiere que pueden tener un papel estructural en
el parásito. Las proteínas de 109 kDa y de 43 kDa, repre-
sentadas por la bandas números 3 y 5 tienen un peso que
no corresponde al de ninguna proteína de unión a calcio
reportada. Igualmente, las bandas números 7 y 8 represen-
tan proteínas de unión a calcio cuyos pesos no son simi-
lares a los de ninguna proteína de unión a calcio registrada
en la literatura.

Por otro lado, algunas de las proteínas detectadas tie-
nen pesos moleculares cercanos a los de proteínas repor-
tadas en la literatura. La proteína de 81 kDa
correspondiente a la banda número 4 presenta un peso
molecular muy similar al de la proteína del parásito PfSub-
1, una proteasa dependiente de calcio de la familia de las
Subtilisinas, que se sabe tiene un papel durante la inva-
sión del eritrocito. La proteína de 40 kDa, correspondien-
te a la banda número seis tiene un peso muy similar al de
PfERC, una proteína de unión a calcio de la familia de las
reticulocalbinas presente en el retículo endoplasmático
de Plasmodium falciparum. La banda número nueve, que
es visible sólo en las autorradiografías realizadas con 45Ca
y no en los geles teñidos con “Stains-all”, corresponde a
una proteína de unión a calcio de aproximadamente 17
kDa. Es muy posible que esta proteína sea la calmodulina
del parásito, a juzgar por su peso molecular.

Existen dos proteínas de unión a calcio reportadas en
la literatura que no fueron detectadas en el presente estu-
dio: PfCPK y TCTP, con pesos moleculares de 61 y 20
kDa. Es posible que estas proteínas estén presentes en
cantidad demasiado baja para ser detectadas con los mé-
todos utilizados, o que por sus características propias o
por las proteínas o estructuras a las que se unen hayan
sido eliminadas en la preparación del extracto.

El número de estudios que se han hecho buscando pro-
teínas de unión a calcio en Plasmodium falciparum mues-
tra la importancia que se la da a la homeostasis de calcio
en este parásito. La necesidad de calcio durante el desa-
rrollo del parásito indica la presencia de mecanismos de-
pendientes de calcio que son indispensables para que el
parásito pueda llevar a cabo su ciclo de vida. Por esto,
dichos mecanismos son prometedores blancos para el de-
sarrollo de nuevos medicamentos. Por todo esto, el estu-
dio de las proteínas identificadas en este trabajo, que
permita determinar su estructura y función, es de gran in-
terés dentro de este campo de la parasitología. La meto-
dología mostrada en este estudio presenta excelentes
herramientas para utilizar dentro de un eventual ensayo
de purificación de las proteínas identificadas.
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