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RESUMEN 

La malaria sigue siendo una enfermedad de gran relevancia epidemiológica en Colombia, con alta incidencia 

en regiones como el Chocó. La identificación de biomarcadores moleculares reconocidos por aptámeros es 

fundamental para el desarrollo de estrategias diagnósticas más sensibles y confiables. El objetivo de este 

estudio fue identificar y caracterizar aptámeros con potencial diagnostico diferencial frente a Plasmodium 

falciparum y Plasmodium vivax, mediante la estrategia Bio-SELEX aplicada a muestras de sangre total, tomadas 

de pacientes de zonas endémicas, provenientes del departamento de Chocó, Colombia. 

Se realizaron rondas positivas y negativas de selección in vitro, dirigidas a depurar secuencias con afinidad no 

deseada hacia proteínas humanas y hacia la especie de Plasmodium especifica. Como resultado, se 

identificaron dos aptámeros individuales: uno con afinidad hacia P. falciparum y otro hacia P. vivax. A partir de 

las secuencias seleccionadas, se diseñaron dos aptámeros modulares, respectivamente, que integraron los 

fragmentos más conservados y funcionales de cada conjunto.  

Las secuencias fueron evaluadas funcionalmente mediante ensayos de movilidad electroforética en gel (EMSA) 

y Pull-Down. Aunque no se realizó la identificación directa de las proteínas mediante espectrometría de masas, 

se aplicó un filtrado bioinformático basado en el peso molecular de las bandas retenidas, lo que permitió postular 

candidatos proteicos potencialmente relevantes a partir de bases de datos de proteoma del Plasmodium spp. 

Los resultados obtenidos constituyen una validación funcional preliminar de los aptámeros diseñados, tanto 

individuales como modulares, y demuestran la eficacia de la estrategia Bio-SELEX en el contexto de muestras 

clínicas colombianas. Estos hallazgos representan un aporte relevante en la búsqueda de biomarcadores 

aptámero-específicos para el diagnóstico diferencial de especies de Plasmodium en regiones endémicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1 Planteamiento del problema 

La malaria es una enfermedad febril aguda causada por protozoos del género Plasmodium. De las más de 200 

especies conocidas, solo se le ha atribuido capacidad de infectar al ser humano a cinco de ellas: P. falciparum, 

P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi(1). A pesar de los avances en su control y tratamiento, esta 

enfermedad sigue representando una amenaza significativa para la salud pública mundial. Según el World 

Malaria Report 2024, se reportaron 263 millones de casos y 597 000 muertes en 83 países durante el año 2023, 

lo que representa un aumento de 11 millones de casos en comparación con 2022(2,3).  

 

En el continente americano, aunque se evidenció una reducción sostenida de la carga de malaria en las últimas 

dos décadas, esta tendencia se ha estancado. Entre 2000 y 2023, los casos disminuyeron en un 65 % (de 

aproximadamente 1,6 millones a 550 000), y las muertes, en un 72 % (342 defunciones en 2023). No obstante, 

entre 2022 y 2023 se observó un repunte del 5 %, alejando a la región del cumplimiento de las metas propuestas 

en la Estrategia Técnica Global. Brasil, Venezuela y Colombia concentraron cerca del 77 % de los casos en la 

región, seguidos por Guyana y Perú(3). Estos datos reflejan una compleja interacción de factores 

socioambientales y climáticos, incluyendo la expansión de la minería aurífera, la deforestación amazónica y los 

efectos del fenómeno El Niño, que han modificado patrones de temperatura y precipitación, favoreciendo la 

proliferación del vector Anopheles darlingi. Se ha estimado que un aumento de 1 °C en la temperatura podría 

incrementar la transmisión de la malaria entre un 10 % y un 80 %, dependiendo de la altitud(4). Colombia 

mantiene una transmisión activa de la enfermedad. Según el último boletín epidemiológico del Instituto Nacional 

de Salud, hasta la semana 28 del año 2025 se notificaron 43.885 casos acumulados: el 67,2 % (29.491) 

causados por P. vivax y el 31,6 % (13.898) por P. falciparum(5). Esta distribución, que contrasta con la tendencia 

global dominada por P. falciparum, se relaciona con las condiciones eco epidemiológicas particulares de la 

Amazonia y la región Pacífica colombiana, donde predominan vectores del subgénero Nyssorhynchus, 

favoreciendo la transmisión de P. vivax(6). 

  

Las pruebas diagnósticas rápidas (RDTs) disponibles en el mercado han mostrado una elevada sensibilidad 

para la detección de P. vivax(7); no obstante, estudios comparativos revelan que su desempeño frente a P. 

falciparum es inferior, hecho que respalda la hipótesis de que deleciones en los genes que codifican proteínas 

diana HRP2 y HRP3 reducen la sensibilidad de estas pruebas(8,9). Estudios recientes en Colombia reportan 

un aumento de resultados discordantes entre las RDTs y la microscopía de extendido de sangre periférica en 

El riesgo se agrava pacientes infectados por P. falciparum, atribuible a la circulación de cepas con mutaciones 

en las proteínas blanco HRP2 y HRP3 detectadas por las pruebas comercializadas(10). Esta problemática es 

especialmente crítica en el contexto colombiano, donde las RDTs para malaria mixta se basan en la detección 

de la proteína PvLDH para identificar P. vivax y de HRP2/3 para diagnosticar P. falciparum. Algunas pruebas, 

además, combinan un antígeno pan-Plasmodium con HRP2/3 para diferenciar P. falciparum de las demás 

especies(11).  La presencia de cepas con deleciones en los genes Pfhrp2 y Pfhrp3 puede generar falsos 

negativos, comprometiendo la sensibilidad diagnóstica y conduciendo a errores terapéuticos. El riesgo se 

intensifica en comunidades remotas sin personal entrenado en microscopía, donde la población depende 

exclusivamente de las RDTs: un resultado erróneo expone al paciente a efectos adversos por tratamientos 

innecesarios(12), incrementa la probabilidad de malaria grave por terapias inadecuadas(13), favorece la 

aparición de resistencia antipalúdica(14) y distorsiona los registros de incidencia en el sistema de vigilancia 

epidemiológica SIVIGILA. Un diagnóstico certero y oportuno es esencial para prevenir complicaciones, orientar 

el tratamiento y reducir la transmisión(15,16). 



En la búsqueda de métodos diagnósticos que superen las limitaciones de la microscopía, como lo es el sesgo 

del operador o la PCR, con su alto costo, sumado a la necesidad de una infraestructura adecuada, y las pruebas 

rápidas afectadas por deleciones en Pfhrp2/Pfhrp3, los aptámeros se perfilan como una alternativa prometedora. 

Los aptámeros son cadenas cortas de ADN o ARN de cadena sencilla que, gracias a su conformación 

tridimensional, se unen con alta afinidad y especificidad a blancos moleculares(17). A diferencia de los 

anticuerpos, los aptámeros se obtienen completamente in vitro, lo que facilita su producción, reduce costos y 

elimina la necesidad de animales de experimentación(18,19). . Además, presentan alta estabilidad térmica y 

química, lo cual los hace aptos para entornos con recursos limitados. 

La obtención de aptámeros se realiza mediante la técnica SELEX (Evolución Sistemática de Ligandos por 

Enriquecimiento Exponencial), que consiste en someter una biblioteca aleatoria de oligonucleótidos a rondas 

sucesivas de selección contra un blanco específico. Una variante más reciente, conocida como Bio-SELEX, 

utiliza muestras biológicas completas en la etapa de selección, lo que permite aislar aptámeros contra 

biomarcadores endógenos, clínicamente relevantes y representativos de la población local(20).  

La versatilidad de los aptámeros se refleja en su amplio espectro de usos. Diversas investigaciones demuestran 

su capacidad para reconocer marcadores tumorales mutados, facilitando tanto la detección selectiva de células 

cancerígenas como nuevas estrategias terapéuticas(21–24). Adicionalmente, mediante modificaciones 

químicas, como lo son: enlaces 2′-fluoro, 2′-O-metilo o conjugados al polietilenglicol (PEG), pueden volverse 

resistentes a endonucleasas y reducir su aclaramiento renal, prolongando la vida media in vivo (25). Y no menos 

importante, aptámeros empleados como diagnóstico, que permiten la detección temprana y específica de 

múltiples patógenos y sus biomarcadores(26,27). La metodología SELEX también ha generado aptámeros 

frente a microorganismos como Entamoeba histolytica y Leishmania spp., donde se han aislado aptámeros que 

reconocen proteínas exclusivas del patógeno(28–30). 

En malaria, los esfuerzos se han centrado en P. falciparum y P. vivax debido a la elevada carga de enfermedad 

y la pérdida de sensibilidad de las RDTs y los resultados reportados hasta la fecha confirman la viabilidad de 

los aptámeros para malaria, que identifica proteínas como: proteína rica en histidinas 2 de P. falciparum 

(PfHRP2), proteína Lactato deshidrogenasa de Plasmodium spp. (PLDH), proteína glutamato deshidrogenasa 

de P. falciparum (PfGDH) y biomarcadores emergentes, con límites de detección en el rango femtomolar y 

capacidad para discriminar parasitemias bajas donde las RDT convencionales fallan(31). Estos avances 

demuestran que los aptámeros pueden convertirse en la base de dispositivos portátiles, económicos y 

altamente sensibles, adaptados a contextos de baja infraestructura sanitaria y a las variantes genéticas de 

Plasmodium spp. que circulan en Colombia.  

Pese a los avances descritos, la mayoría de los biomarcadores y aptámeros antipalúdicos han sido obtenidos 

a partir de cepas o antígenos provenientes de otras regiones geográficas. Dado que la variabilidad genética de 

Plasmodium spp. difiere no solo entre continentes sino incluso entre focos endémicos de un mismo país(32,33), 

persiste la necesidad de caracterizar biomarcadores de baja variabilidad genética presentes en los estadios 

sanguíneos de las cepas que circulan en Colombia. 

El objetivo de esta tesis, por tanto, se centra en identificar biomarcadores mediante la aplicación de Bio-SELEX 

a muestras clínicas locales. La selección y validación funcional de aptámeros, así como el diseño de plataformas 

diagnósticas, quedarán fuera del alcance inmediato de este trabajo y constituirán etapas futuras una vez 

completada la caracterización del blanco molecular. 

 



1.2 Justificación 

La malaria continúa siendo una enfermedad de alta prioridad en salud pública, con más de 247 millones de 

casos y 619 000 muertes anuales, según el World Malaria Report 2024 (3). Colombia enfrenta un panorama 

epidemiológico complejo, donde la especie P. vivax representa la mayoría de las infecciones, mientras que P. 

falciparum concentra los casos graves y la mayor letalidad(5). 

La vigilancia diagnóstica afronta limitaciones críticas: la microscopía exige personal altamente entrenado; la 

PCR, infraestructura costosa; y las pruebas rápidas de diagnóstico (RDTs), si bien accesibles, muestran pérdida 

de sensibilidad en regiones donde circulan cepas con deleciones en los genes Pfhrp2/3, como la Amazonia y 

la franja Pacífica colombianas(34). Frente a esta problemática, surge la necesidad crítica de identificar 

biomarcadores locales con baja variabilidad genética, que permitan el desarrollo de métodos diagnósticos 

robustos y adaptados al contexto nacional. En este escenario, los aptámeros representan una alternativa 

promisoria. Estos oligonucleótidos estructurados presentan afinidades comparables a los anticuerpos, pueden 

ser optimizados químicamente, ofrecen estabilidad térmica y son de producción rentable (35,36). Además, su 

diseño se basa en estrategias como el Bio-SELEX, que permiten seleccionar secuencias específicas frente a 

dianas presentes en matrices biológicas reales, como los lisados parasitarios. 

Este proyecto se enfoca en aplicar la estrategia Bio-SELEX para identificar biomarcadores sanguíneos de P. 

falciparum y P. vivax a partir de muestras clínicas colombianas. Esta aproximación no solo aborda las 

deficiencias diagnósticas de las RDTs convencionales basadas en antígenos recombinantes, sino que también 

sienta las bases para el desarrollo de plataformas aptámero-específicas aplicables en regiones con alta 

diversidad genética parasitaria y limitado acceso a servicios de salud. Con ello se contribuirá a reducir la carga 

de enfermedad, la mortalidad asociada y las brechas diagnósticas que perpetúan la transmisión en 

comunidades vulnerables. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diagrama del problema 
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1.3 Pregunta de investigación 

¿Cómo puede la estrategia Bio-SELEX, aplicada a cepas colombianas de P. falciparum y P. vivax, facilitar la 

identificación de biomarcadores con potencial diagnóstico para malaria? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. MARCO TEÓRICO  

2.1 MARCO CONCEPTUAL 

Epidemiología 

Panorama mundial 

La malaria sigue siendo un problema prioritario de salud pública a escala mundial. El World Malaria Report 2024 

indica que en 2023 se registraron 263 millones de casos y 597 000 muertes atribuibles a Plasmodium spp., lo 

que supone 11 millones de infecciones más que en 2022, mientras la mortalidad permaneció prácticamente 

estable(3). La carga no se distribuye de forma homogénea: la Región Africana soporta el 94 % de los casos 

(246 millones) y el 95 % de las muertes (569 000); le siguen Asia Sudoriental y la Región de las Américas, 

donde la transmisión persiste sobre todo en focos amazónicos y mesoamericano. A escala global, 

aproximadamente la mitad de la población sigue viviendo en zonas con riesgo de malaria, principalmente en 

áreas tropicales y subtropicales(37). 

Si bien la mayoría de los casos se concentran en África, América Latina mantiene una transmisión persistente 

en múltiples focos endémicos. Esta situación, aunque menos dramática en términos absolutos, plantea retos 

específicos asociados a la coexistencia de P. vivax y P. falciparum, la dificultad en el acceso al diagnóstico 

oportuno y la alta movilidad de poblaciones en zonas mineras y selváticas 

Región de las Américas 

Entre 2000 y 2023, la Región de las Américas registró una disminución acumulada del 65,4 % en la incidencia 

de malaria y del 61,8 % en la tasa de mortalidad atribuible a la enfermedad, según la serie histórica de la OMS. 

No obstante, el progreso se ha ralentizado: en 2023, Brasil, la República Bolivariana de Venezuela y Colombia 

concentraron el 76 % de los casos notificados en la región. La especie dominante fue P. vivax, responsable de 

aproximadamente el 72,1 % de los casos, lo que pone de relieve la persistencia de reservorios hipnozoítos(38), 

la necesidad de estrategias enfocadas en la prevención de recaída y la detección de parasitemias 

submicroscópicas(39). La tendencia reciente muestra señales de reversión. Entre 2022 y 2023 se documentó 

un aumento interanual de casos en varios focos, incluidos Guayana Francesa, Panamá y Guatemala, atribuible 

a factores como cambios climáticos asociados a fenómeno del El Niño, migración laboral vinculada a la minería 

aurífera y deficiencias en la cobertura de diagnóstico y tratamiento(40). 

En este mismo período, Colombia reportó la mayor cifra continental de infecciones por P. falciparum, lo que 

contrasta con la preponderancia regional de P. vivax y subraya la compleja heterogeneidad eco-epidemiológica 

del subcontinente.  Esta distribución desigual de la carga de enfermedad se representa en la Figura 1, donde 

se observa que tres países concentran más del 75 % de los casos regionales, mientras que otras naciones 

presentan una carga residual o han logrado la eliminación. 

 

 

 



Figura 1. Participación estimada por país en los casos de malaria reportados en la Región de las Américas en 

2023. Brasil, Venezuela y Colombia concentran el mayor número de infecciones, con más del 75 % de los casos, 

según estimaciones de la OMS. Fuente: World Malaria Report 2024. 

Colombia 

De acuerdo con datos reportados por el Instituto Nacional de Salud, en Colombia, hasta la semana 

epidemiológica 28 del año 2025, se han registrado un total de 43.885 casos acumulados; el 67,2 % correspondió 

a P. vivax y el 31,7 % a P. falciparum. De los cuales 43.175 corresponden a casos de malaria no complicada, 

mientras que 710 se han identificado como casos de malaria complicada. Históricamente, se han identificado 

zonas con una mayor incidencia de malaria en Colombia, regiones como Chocó, Antioquia, Nariño, Córdoba, 

Vaupés, Bolívar, Cauca, entre otros, son algunos de los departamentos mayormente afectados.  La Región 

Pacífica ha representado el 27.3% de los casos de malaria no complicada, caracterizándose por la 

predominancia de infecciones causadas por la especie P. falciparum(41).  

Figura 2. Canal endémico de Malaria, Colombia. Semanas epidemiológicas del 01 a 28 de 2025.  



Fuente: Sivigila, Instituto nacional de salud, Colombia 2025. El punto verde proyecta los casos de malaria para 

la semana epidemiológica 28, ya que por el rezago en la notificación de casos de malaria no se observa la 

situación real del país. 

Este panorama epidemiológico se ve reflejado en el canal endémico nacional del mismo año, tal como lo 

muestra la figura. 2, donde se observa que, durante las primeras 20 semanas epidemiológicas, los casos 

reportados superaron de manera sostenida el límite superior del comportamiento histórico esperado, lo que 

indica una situación de alarma. Esta tendencia sugiere una circulación activa del parásito por encima del umbral 

endémico, posiblemente asociada a factores como condiciones climáticas favorables, circulación simultánea de 

especies, y barreras en el acceso a diagnóstico y tratamiento oportuno en regiones rurales. Posteriormente, a 

partir de la semana 21, se evidencia una disminución progresiva en el número de casos, con valores que 

comienzan a alinearse dentro del canal de éxito y, en algunos puntos, incluso por debajo del promedio esperado, 

indicando una posible estabilización del brote. 

Biología del parásito 

GÉNERO Plasmodium spp. 

El género Plasmodium, perteneciente al dominio Eukaryota, filo Apicomplexa y familia Plasmodiidae, posee una 

distribución prácticamente mundial, con la única excepción de la Antártida; las regiones de mayor carga se 

concentran en África, América y Asia. La malaria es una enfermedad infecciosa aguda causada por parásitos 

de este género y se transmite al ser humano mediante la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles 

infectados. En la actualidad se reconocen cinco especies capaces de infectar a los seres humanos: P. 

falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y la zoonótica P. knowlesi (1). Entre ellas, P. falciparum y P. vivax 

son responsables de la mayor parte de los casos graves y de la mortalidad a escala mundial (37,42). 

Comprender el ciclo vital de estos parásitos es clave para el desarrollo de estrategias de intervención 

diagnóstica y terapéutica 

Ciclo de vida de P. falciparum.  

P. falciparum posee un ciclo de vida bastante complejo compuesto por tres etapas: dos ciclos intracelulares que 

se llevan a cabo dentro del huésped y un ciclo extracelular que se cumple dentro del mosquito de género 

Anopheles.  

El proceso de infección inicia en el momento en que el mosquito hembra infectado pica e inocula en el huésped 

esporozoítos que se encuentran alojados en sus glándulas salivales, los cuales migran a través del torrente 

sanguíneo hacia las células hepáticas, donde iniciará el ciclo esquizogonico asexual extra-eritrocitario, estas 

son invadidas a través de interacciones entre las proteínas del parásito y receptores presentes en la membrana 

de los hepatocitos, posteriormente cada esporozoítos modifica su morfología y se divide individualmente, dando 

lugar a la formación de ~30.000 merozoitos (43). Estos proliferan y causan la lisis de los hepatocitos y, con ello, 

su liberación al torrente sanguíneo infectando los hematíes en cualquiera de sus estadios de maduración, lo 

que da lugar a la sintomatología presentada por el huésped (44,45).  

 

 



Figura 3.  Ciclo de vida de P. falciparum. 

Tomado de: Royero-Bermeo W, Reyes Santofimio CM, Franky Rojas MP, Picón Jaimes YA, Molina Franky J. 

Proteínas homólogas de unión a reticulocitos de Plasmodium falciparum involucradas en el proceso de invasión 

al eritrocito: revisión de la literatura. Rev Investig Salud Univ Boyacá. 2020;100-18. 

Ciclo de vida de P. vivax  

El ciclo de vida de P. vivax presenta marcadas similitudes con el proceso de invasión observado en la especie 

P falciparum. Sin embargo, se evidencian diferencias significativas tras la culminación de la etapa de infección 

hepática. 

 En este punto, los merozoitos de P. vivax exhiben la peculiar capacidad de mantenerse en estado latente en 

las células hepáticas por extensos períodos, y reactivarse posteriormente, dando lugar a recaídas clínicas sin 

necesidad de nueva infección vectorial. Esta característica representa un desafío adicional para la eliminación 

de esta especie, particularmente en zonas de transmisión baja o intermitente(46). Dentro de la célula hepática 

se estima la formación de ~10.000 merozoitos (43), que son liberados al torrente sanguíneo. La secuencia del 

ciclo de vida continúa con la migración de los merozoitos hacia el torrente sanguíneo, donde se adhieren a los 

receptores presentes en los reticulocitos, específicamente a las proteínas de unión a Duffy (Duffy-Binding 

protein, DBP) y las proteínas de unión a reticulocito (Reticulocyte-binding proteins, RBPs) (47,48), a través de 

interacciones con la familia de proteínas de unión a reticulocitos P. vivax  Reticulocyte Binding Protein (PvRBP) 

family, proceso que permite la entrada a  la célula y finalmente da lugar a la formación de trofozoítos en el 

interior de la misma. Una de las principales diferencias entre las especies, radica en la capacidad que posee P. 

vivax  para infectar solo glóbulos rojos en su estado inmaduro, a lo cual se le atribuye la baja parasitemia en 

comparación con lo observado en las infecciones por P. falciparum (49). 

Una vez dentro del reticulocito, el parásito pasa por los estadios de anillo, trofozoíto y esquizonte, este último 

liberando nuevos merozoítos en ciclos de 48 horas, lo que origina la sintomatología febril característica. A 

diferencia de P. falciparum, P. vivax presenta una menor parasitemia, atribuida tanto a su especificidad celular 

como a una respuesta inmune más efectiva, aunque esto no descarta su potencial para producir cuadros graves 

en poblaciones vulnerables(50). 



Figura 4. Ciclo de vida de Plasmodium vivax . 

Tomado de: Molina-Franky J, Reyes C, Picón Jaimes YA, Kalkum M, Patarroyo MA. The Black Box of Cellular 

and Molecular Events of Plasmodium vivax Merozoite Invasion into Reticulocytes. International Journal of 

Molecular Science. enero de 2022;23(23):14528. 

Simultáneamente, algunas formas intraeritrocíticas se diferencian en gametocitos, las células sexuales del 

parásito. Los gametocitos de P. vivax aparecen de forma temprana en el curso de la infección, lo que aumenta 

su eficiencia de transmisión. Cuando un mosquito se alimenta de sangre infectada, los gametocitos son 

ingeridos y comienzan su fase de reproducción sexual en el intestino medio del vector. Finalmente, los 

esporozoítos generados migran a las glándulas salivales del mosquito, cerrando el ciclo e iniciando uno nuevo 

en un hospedador susceptible(51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Métodos diagnósticos 

Diagnóstico clínico  

Este diagnóstico se fundamenta principalmente en la sintomatología presentada por el paciente. Su utilización 

suele ser común en áreas endémicas, especialmente cuando no se dispone de métodos más avanzados para 

el diagnóstico(52,53). No obstante, estudios realizados han evidenciado que este método demuestra ser poco 

efectivo en términos de precisión diagnóstica, con una sensibilidad de 67% y una especificidad del 38%(54). 

Esta situación ha propiciado la administración de antipalúdicos a niños con fiebre que no padecen de malaria, 

la realización de diagnósticos erróneos de enfermedades cuyos síntomas son similares a los generados por el 

parásito, la implementación de tratamientos inapropiados, el derroche de ciclos de tratamiento antipalúdico y la 

exposición innecesaria a efectos adversos (55). 

En contextos endémicos como Colombia, la presentación clínica de la malaria no siempre corresponde con la 

tríada clásica de fiebre, escalofríos y malestar general descrita en la literatura(56), Con frecuencia, los pacientes 

manifiestan síntomas inespecíficos que dificultan el reconocimiento temprano de la infección. Esta situación se 

agrava por el uso extendido de remedios caseros e infusiones tradicionales en las comunidades, prácticas que 

pueden atenuar transitoriamente la sintomatología sin eliminar el parásito(57,58), el resultado es la aparición 

de casos asintomáticos y submicroscópicos, que representan un desafío clínico y epidemiológico en Colombia: 

además de limitar la sensibilidad tanto de la microscopía como de los RDTs, estas formas clínicas contribuyen 

a una transmisión silenciosa y persistente del parásito, lo que compromete la eficacia de las estrategias de 

control y vigilancia(59). Por tanto, fortalecer este componente del análisis clínico y epidemiológico es crucial 

para mejorar la detección temprana y la respuesta en salud pública. 

Diagnóstico microscópico  

El diagnóstico microscópico de la malaria se realiza mediante la técnica conocida como gota gruesa, que implica 

la extracción de una pequeña muestra de sangre mediante una punción capilar en el dedo índice. El objetivo 

principal de la coloración es facilitar la identificación de las estructuras parasitarias, como el núcleo, el 

citoplasma y el pigmento malárico. Para este propósito, se emplean diversas técnicas de coloración derivadas 

de Romanowsky, tales como la coloración de Field, Giemsa, Wright y el Romanowsky modificado. En Colombia, 

específicamente en los puestos de microscopía, se prefiere utilizar la última mencionada debido a su estabilidad 

y su incapacidad para absorber la humedad ambiental. Esta característica es crucial en climas tropicales cálidos 

y húmedos, ya que al ser una solución acuosa, se mantiene óptima para el análisis microscópico (60). 

Es cierto que, a pesar de ser una técnica relativamente simple y económica, su aplicación puede enfrentar 

desafíos significativos en áreas remotas o de difícil acceso. La necesidad de equipamiento específico, 

capacitación adecuada y suministros especializados puede limitar su aplicabilidad en lugares alejados de los 

centros urbanos o en regiones donde la infraestructura médica es limitada. A esto se suma que la sensibilidad 

de la microscopía no es uniforme: bajo condiciones ideales y con microscopistas entrenados, la gota gruesa 

puede detectar entre 5 y 50 parásitos/µL de sangre periférica(61), lo que equivale a una sensibilidad teórica > 

90% en infecciones con parasitemias medias-altas. Sin embargo, su sensibilidad cae drásticamente con 

parasitemias bajas (<100 parásitos/µL). 

 



Pruebas rápidas  

Las pruebas rápidas disponibles en el mercado para el diagnóstico de la malaria se introdujeron en 2010 y 

desde entonces han mantenido su amplia utilización. Hasta hace unos años, se creía que estas pruebas tenían 

una sensibilidad superior en comparación con el diagnóstico microscópico (62). Sin embargo, investigaciones 

recientes han revelado una disminución en la sensibilidad de las pruebas rápidas dúo, llegando a un 80%, 

específicamente en la identificación de P. falciparum, atribuyéndole esta problemática a la presencia de 

deleciones en las proteínas objetivo HRP2 y HRP3, como resultado de la deleción de los genes Pfhrp2 y Pfhrp3, 

además, se ha demostrado su poca eficiencia en casos de parasitemia menores a 500 parásitos por microlitro, 

disminuyendo marcadamente su sensibilidad; esta situación ha dado lugar a un aumento significativo en los 

casos de resultados falsos negativos, marcando una clara diferencia con P. vivax , que sigue manteniendo una 

sensibilidad del 100% en casos de parasitemia elevadas, sin embargo, cuando los pacientes presentan 

parasitemia bajas, se incurre en resultados de falsos negativos (8,11). 

Esta problemática ha adquirido mayor relevancia en los últimos años, lo que ha llevado a las autoridades 

gubernamentales a desarrollar estrategias e informes para su seguimiento. Estas estrategias se basan en datos 

derivados de estudios enfocados en la identificación de deleciones de los genes Pfhrp2 y Pfhrp3 en parásitos 

de P. falciparum. La prevalencia y distribución de las cepas con deleciones, se muestra en la figura 5.  

 

Figura 5. Prevalencia estimada de deleción del gen Pfhrp2, 1996–2023 Fuente: Revisión de la literatura 

publicada incluida en el Mapa de Amenazas de Malaria Tomado de: World Malária report 2024. Geneva: World 

Health Organization; 2024. License: CC BY-NC-SA 3.0 IGO. 

Por otro lado, los resultados de estudios llevados a cabo en Colombia proporcionan datos relevantes acerca de 

la distribución geográfica de las cepas portadoras de estas mutaciones. Regiones como el Amazonas, Córdoba, 

Valle, Nariño y Guaviare han demostrado presentar deleción completa del gen Pfhrp2 y Pfhrp3. Estos hallazgos 

respaldan los resultados obtenidos en evaluaciones de desempeño previas y ofrecen una visión más detallada 

de la situación en el país(10). 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Prevalencia de deleciones de Pfhrp2 y Pfhrp3 de aislados de P. falciparum en Amazonas (N = 21), 

Córdoba (N = 16), Valle (N = 25), Nariño (N = 34) y Guaviare-Meta (N =4).  

Tomado de: Solano CM et al. Deletion of Plasmodium falciparum Histidine-Rich Protein 2 (Pfhrp2) and 

Histidine-Rich Protein 3 (Pfhrp3) Genes in Colombian Parasites. PLOS ONE. 7 de julio de 2015;10(7):e0131576. 

Diagnóstico molecular  

Los métodos moleculares sobrepasan la microscopía y las pruebas de inmunodiagnóstico en eficacia para 

detectar parasitemias, incluso en niveles muy bajos o en pacientes asintomáticos (63). En tales situaciones, 

donde la identificación precisa del parásito es crucial para el tratamiento adecuado, los métodos moleculares 

han demostrado su eficacia al detectar y diferenciar entre diversas especies de parásitos de malaria, incluidas 

aquellas menos comunes (64,65). Sin embargo, a pesar de sus ventajas, los métodos moleculares pueden no 

ser viables en áreas rurales o de difícil acceso debido a la infraestructura necesaria para los ensayos (66), 

además del alto costo de los insumos necesarios para llevarlos a cabo, lo que los coloca en desventaja frente 

a los métodos de detección microscópica o pruebas rápidas. 

Tecnología SELEX 

La metodología SELEX (Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial) fue desarrollada 

en 1990 por dos grupos de manera simultánea: Ellington y Szostak, y Tuerk y Gold, utilizando la tecnología de 

selección in vitro. Esta metodología se basa en la creación de bibliotecas de secuencias cortas de ácidos 

nucleicos que, a través de rondas de selección positiva y negativa, posibilitan la identificación de secuencias 

nucleotídicas con capacidad de unión a moléculas orgánicas pequeñas. Estas secuencias, denominadas 

aptámeros, derivan su nombre de la combinación de la raíz latina aptus, que significa "que encaja", y la raíz 

griega mers, que significa "molécula". Por ende, "aptámero" se interpreta como "molécula que encaja" tras el 

plegamiento de su estructura (67,68). 

Para ello se requieren bibliotecas de oligonucleótidos que cuentan con cadenas sencillas de oligonucleótidos 

(ADN o ARN) de longitud corta, generalmente compuestos por entre 20 y 80 nucleótidos y con un peso 

molecular que oscila entre 6 y 30 kDa; además poseen una región altamente variable, que le permite adoptar 

estructuras 3D únicas, lo cual es fundamental para la unión a moléculas blanco. Los aptámeros poseen una 

elevada capacidad de unión con biomarcadores específicos a través de diversos mecanismos moleculares. 



Esta afinidad se establece mediante interacciones electrostáticas con superficies diana que poseen una carga 

positiva. Además, los aptámeros pueden formar puentes de hidrógeno con grupos funcionales presentes en 

sus objetivos. Se ha observado que las interacciones hidrofóbicas entre las regiones complementarias de las 

moléculas también contribuyen significativamente a la unión. Asimismo, la unión se ve favorecida por 

interacciones estéricas, donde el aptámero se adapta a la estructura tridimensional del objetivo. Las 

interacciones iónicas entre grupos ácidos y básicos, así como los enlaces covalentes, también participan en 

este proceso de unión(69–71). 

Variantes de la tecnología SELEX 

A lo largo del tiempo, la metodología SELEX ha experimentado refinamientos y evoluciones significativas, 

incorporando nuevos diseños y estrategias metodológicas para la identificación de biomarcadores mediante el 

uso de aptámeros, sin desviarse de su principio fundamental. Entre estas innovaciones, se destacan los 

siguientes enfoques:  

Cell- SELEX 

Cell-SELEX, es una estrategia basada en la identificación de aptámeros capaces de reconocer biomarcadores 

presentes en la membrana celular o en superficies de células intactas(72). Este método se distingue 

notablemente del SELEX clásico, por su capacidad de reconocer blancos en su conformación nativa(73). Una 

de sus principales ventajas es que no se limita a la identificación de un único biomarcador, sino que puede 

generar aptámeros contra diversas biomoléculas simultáneamente, permitiendo incluso la discriminación entre 

tipos celulares con perfiles moleculares similares. Esta versatilidad ha sido demostrada en diversos estudios, 

como en la detección de células de leucemia linfoblástica aguda (ALL) mediante aptámeros seleccionados por 

Cell-SELEX(74), y en la identificación de biomarcadores específicos de células de cáncer de mama, pulmón y 

próstata(75). 

In vivo SELEX 

La metodología conocida como in vivo SELEX representa otro enfoque ampliamente utilizado en la identificación 

de aptámeros. Este método sigue la misma estructura que el SELEX tradicional, con la excepción del blanco 

seleccionado. En el in vivo SELEX, los aptámeros se introducen en el interior de un organismo vivo con el 

propósito de que reconozcan su blanco específico. Posteriormente, estos aptámeros son extraídos del 

organismo, amplificados y secuenciados para revelar la secuencia de este. Este método ha demostrado su 

eficacia al identificar aptámeros capaces de penetrar distintos tejidos, lo que subraya la viabilidad de generar 

aptámeros utilizando modelos animales vivos con condiciones o blancos específicos. La aplicación del in vivo 

SELEX no solo amplía el espectro de posibles aplicaciones de los aptámeros, sino que también proporciona 

una perspectiva única al permitir la identificación de moléculas objetivo-relevantes en entornos biológicos más 

complejos y fisiológicamente relevantes(76,77). 

CE-SELEX  

La técnica SELEX con Electroforesis Capilar (CE-SELEX) sigue el mismo principio fundamental que la 

metodología SELEX. Sin embargo, se distingue por emplear electroforesis capilar como método de separación, 

en lugar de depender de la inmovilización del blanco. Tras la incubación de la biblioteca de aptámeros con la 

molécula blanco, la mezcla se somete a electroforesis capilar, donde los aptámeros libres y los complejos 

aptámero-blanco se separan en función de su movilidad electroforética, la cual depende de su carga, tamaño y 

conformación(78,79). Esta técnica permite recuperar de forma eficiente los complejos que migran más 

lentamente, ya que han cambiado sus propiedades electroforéticas al unirse a su diana. CE-SELEX ofrece 



varias ventajas, como mayor velocidad de selección, menor consumo de reactivos y la posibilidad de seleccionar 

aptámeros contra blancos en solución y en su conformación nativa(80). 

 Bio-SELEX 

La metodología Bio-SELEX, se fundamenta en la identificación de aptámeros específicos, empleando muestras 

biológicas complejas. El proceso está formado por 3 pasos: SELEX tradicional, Pull Down e identificación de 

biomarcadores por espectrometría de masas, de acuerdo a lo propuesto por Ospina-Villa et al (81). A diferencia 

de otros métodos de selección, Bio-SELEX está diseñado para adaptarse a distintos tipos de muestras y 

condiciones experimentales, lo que lo convierte en una herramienta versátil para el descubrimiento de 

biomarcadores clínicamente relevantes. A continuación, se describe brevemente los procedimientos más 

comunes mediante los cuales puede implementarse esta metodología: 

1. SELEX tradicional: se seleccionan aptámeros capaces de unirse a componentes presentes en una 

muestra biológica, como proteínas en un extracto celular o fluidos biológicos. 

2. Ensayo de Pull-Down: los aptámeros seleccionados se utilizan como sondas para capturar sus dianas 

moleculares presentes en la muestra, permitiendo su aislamiento. 

3. Identificación por espectrometría de masas: las proteínas unidas a los aptámeros se analizan por 

espectrometría de masas para identificar los posibles biomarcadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.2 ESTADO DEL ARTE 

Aptámeros contra Plasmodium spp. 

En 2012, Seonhwan Lee et al. (Corea del Sur) identificaron aptámeros de ADN monocatenario, capaces de 

reconocer de forma específica la proteína lactato deshidrogenasa (PLDH) de P. vivax y P. falciparum, mediante 

la técnica SELEX. Estos aptámeros demostraron una alta selectividad y sensibilidad, al unirse eficientemente a 

sus respectivas proteínas diana. La caracterización de los aptámeros seleccionados se realizó utilizando 

diversas técnicas biofísicas, incluyendo ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA), microbalanza 

de cristal de cuarzo (QCM), ensayos de fluorescencia y espectroscopía de dicroísmo circular. 

Adicionalmente, el grupo desarrolló un aptasensor electroquímico basado en espectroscopía de impedancia 

electroquímica (EIS), que permitió la detección selectiva de PLDH de P. vivax y P. falciparum con un límite de 

detección de 1 pM. Este aptasensor fue capaz de distinguir claramente entre muestras de sangre infectadas 

con diferentes especies del parásito, incluso a través de diluciones seriadas con distintas concentraciones 

parasitarias. Los autores concluyeron que esta herramienta podría ser de gran utilidad para el diagnóstico, 

monitoreo y vigilancia epidemiológica de la malaria. No obstante, señalaron como limitación el número reducido 

de muestras analizadas, lo cual impidió validar completamente la robustez del aptámero bajo diferentes 

condiciones experimentales (82). 

Posteriormente, en 2013, Cheung et al. desarrolló un aptámero utilizando la metodología SELEX, dirigido contra 

la proteína recombinante de lactato deshidrogenasa (PfLDH) de P. falciparum. El aptámero mostró alta 

especificidad y capacidad discriminativa frente al lactato deshidrogenasas humanas (LDH humanas). La 

caracterización de la interacción aptámero–proteína se realizó mediante calorimetría de titulación isotérmica 

(ITC), revelando una constante de disociación (Kd) de 42 nM. Además, mediante análisis estructural, se 

evidenció que el aptámero se une en forma de dímero a la proteína PfLDH, que presenta una conformación 

tetramérica. En etapas posteriores del estudio, se emplearon nanopartículas de oro para desarrollar un sistema 

de detección colorimétrica, capaz de diferenciar entre PfLDH y LDH humana, reforzando la especificidad del 

aptámero. La singularidad estructural del aptámero obtenido sugiere un alto potencial para guiar el diseño 

racional de nuevas sondas moleculares, con miras al desarrollo de pruebas diagnósticas más sensibles y 

específicas(83).  

Seguidamente, En 2018, Anne Frith y su equipo desarrollaron dos aptámeros mediante la metodología SELEX, 

dirigidos específicamente contra la proteína recombinante rPfLDH y un oligopéptido específico de P. falciparum 

denominado LDHp. Durante el análisis de las secuencias obtenidas, se identificaron regiones altamente 

conservadas entre los aptámeros seleccionados en su estudio, destacándose la presencia de motivos como 

tramos poli-A, ATTAT, GGTAG y GGCG, algunos de los cuales ya habían sido reportados en trabajos previos. 

Este hallazgo sugiere que dichas secuencias podrían desempeñar un papel clave en el proceso de 

reconocimiento molecular del blanco proteico. A lo largo de la investigación, los autores sintetizaron diversos 

aptámeros dirigidos tanto contra proteínas recombinantes como contra proteínas endógenas del parásito. Como 

resultado, identificaron un aptámero denominado LDHp11, el cual demostró una alta capacidad de 

discriminación entre la lactato deshidrogenasa (LDH) de P. falciparum y la de P. vivax, evidenciando su potencial 

como herramienta de diagnóstico diferencial para infecciones por malaria(84). 

En 2020, Lantero et al. aplicó la técnica Cell-SELEX para la identificación de aptámeros con la capacidad de 

reconocer glóbulos rojos infectados por P. falciparum. Como resultado, se identificaron cinco aptámeros 

funcionales, a los cuales se les eliminó la región flanqueante de los primers, conservando su capacidad de 



discriminar entre glóbulos rojos infectados y no infectados. El análisis estructural reveló una notable presencia 

de guaninas en la estructura, indicativa de la formación de G- El análisis estructural de los aptámeros reveló 

una alta proporción de residuos de guanina, lo que sugiere la formación de estructuras tipo G-cuádruplex, 

conocidas por su estabilidad y especificidad de unión. Estos aptámeros mostraron afinidad por marcadores 

intracelulares en eritrocitos previamente permeabilizados, y su eficacia fue superior en más de 30 veces 

respecto al aptámero desarrollado por Cheung et al. en 2013. Entre los aptámeros identificados, el denominado 

30s destacó inicialmente por su capacidad para reconocer específicamente las etapas de trofozoíto y 

esquizonte de P. falciparum. Sin embargo, los ensayos de especificidad revelaron reacciones cruzadas con 

otras especies del género Plasmodium. Por esta razón, los autores propusieron su uso como base para el 

desarrollo de una prueba diagnóstica pan-específica para Plasmodium spp(85). 

Aplicaciones diagnósticas 

En 2013, Weejeong Jeon Et a. idearon una técnica diagnóstica basada en la interacción entre la proteína LDH 

de Plasmodium spp. y el aptámero PL1, específicamente diseñado para detectar la proteína lactato 

deshidrogenasa (LDH) de P. vivax y P. falciparum. Este enfoque novedoso incluyó la utilización de polímeros 

catiónicos que, al interactuar con la LDH, generaron un cambio de color observable, pasando de rojo a azul. La 

intensidad del viraje de color fue directamente proporcional a la concentración de PLDH, proporcionando así un 

método visual y fácilmente interpretable para la detección de la presencia de estas especies de Plasmodium(86). 

En el año 2015, Tanner y colaboradores patentaron una invención que involucra aptámeros específicos. 

Utilizando la metodología SELEX, lograron identificar aptámeros que se unen a lactato deshidrogenasa (LDH) 

de Plasmodium spp. y a PfHRP2, una proteína exclusiva de P. falciparum. Estos aptámeros fueron 

posteriormente acoplados a partículas de oro coloidal con el propósito de facilitar su aplicación en el diagnóstico 

de muestras humanas (87). Esta patente representa un avance significativo en el desarrollo de herramientas 

diagnósticas para la detección de la malaria, al utilizar aptámeros altamente selectivos para componentes 

específicos de Plasmodium spp. La conjugación de estos aptámeros con oro coloidal sugiere una aplicación 

prometedora en sistemas de detección que buscan mejorar la sensibilidad y la especificidad en el diagnóstico 

de infecciones por Plasmodium spp., con un enfoque particular en la especie P. falciparum. 

En el año 2015, Roderick reportó el diagnóstico rápido de malaria mediante captura de enzima ligada a 

aptámero (APTEC), mediante la cual un aptámero captura el biomarcador lactato deshidrogenasa de P.  

falciparum (PfLDH) y luego la actividad se mide colorimétricamente. La prueba sensible robusta(límite de 

detección = 4,9 ng/ml) y pudo diagnosticar de manera confiable la malaria en muestras clínicas de sangre(88). 

En 2016, Dirkzawager llevó a cabo la adaptación de un ensayo que captura enzimas ligadas a aptámeros, 

explorando su potencial para el diagnóstico de la malaria. Este ensayo permitió la detección de PfLDH en las 

muestras al utilizar su actividad enzimática para producir un cambio de color azul visible en caso de resultados 

positivos. Mediante la utilización de impresiones tridimensionales de prototipos rápidos, se desarrollaron dos 

tipos de pruebas: una de jeringa de papel y otra de pozo basada en perlas magnéticas. Ambas pruebas 

demostraron con éxito la capacidad de detectar PfLDH recombinante. Este avance se logró mediante el uso de 

la metodología SELEX y aptámeros previamente identificados. Esta innovadora tecnología, diseñada para 

pruebas rápidas de diagnóstico de malaria, es única y ofrece numerosas ventajas potenciales en comparación 

con los métodos inmunocromatográficos de flujo lateral convencionales(89). 

En el año 2018, Faser L et al. reportó el desarrollo de un biosensor de malaria, mediante el cual los aptámeros 

son adheridos a perlas magnéticas para la captura, lavado y detección del biomarcador guiado por imanes, a 



través de virajes colorimétricos, debido a una reacción de oxido reducción, generada por la interacción entre la 

enzima LDH de Plasmodium y el reactivo cromogénicos MePMS empleado. Optimizaron una serie de prototipos 

de biosensores de microfluidos para reducir las tasas de difusión entre cámaras, aumentar la sensibilidad y 

proporcionar un método para pruebas de muestras en el lugar de atención. El biosensor mostró una alta 

sensibilidad y especificidad al detectar PfLDH utilizando muestras de parásitos cultivadas in vitro y muestras 

clínicas de pacientes con malaria. El alto rendimiento del biosensor proporciona una prueba de principio para 

un biosensor portátil que podría adaptarse a una variedad de escenarios de diagnóstico mediados por 

aptámeros(90). 

En 2019, Diego F et al. propusieron una estrategia innovadora para superar las limitaciones inherentes a los 

métodos tradicionales de diagnóstico de la malaria, los cuales dependen en gran medida de complejos 

antígeno-anticuerpo (Ag-Ac). En lugar de estos enfoques convencionales, los investigadores recurrieron al 

análisis de bases de datos de expresión génica, perfiles ribosomales y modelos estructurales, con el objetivo 

de identificar blancos moleculares más estables y representativos del ciclo de vida del parásito. Mediante la 

aplicación de la metodología SELEX, lograron seleccionar aptámeros de ADN con alta afinidad por la proteína 

recombinante High Mobility Group Box 1 (HMGB1) de P. falciparum, conocida por su alta estabilidad durante 

todas las etapas del ciclo intraeritrocítico. Los experimentos demostraron que la interacción aptámero–

PfHMGB1 se producía en cuestión de segundos. Además, los análisis de especificidad revelaron que la unión 

del aptámero a la HMGB1 de P. falciparum, en contraste con su homólogo humano, estaba influenciada por el 

pH del medio, lo que refuerza la idea de que puede explotarse esta diferencia para mejorar la selectividad en 

entornos fisiológicos. En conjunto, los hallazgos posicionan a PfHMGB1 como un biomarcador prometedor para 

el diseño de nuevas pruebas diagnósticas específicas para la malaria causada por P. falciparum(91).  

En 2019, Kumar y colaboradores introdujeron una técnica innovadora basada en papel para la detección de 

biomarcadores mediante colorantes catalizados por las enzimas lactato deshidrogenasa de Plasmodium (PLDH) 

y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de P. falciparum (PfGDH). En este enfoque, se emplearon aptámeros 

específicos para estas dos proteínas, los cuales fueron acoplados a enzimas. Esta estrategia permitió la 

detección cualitativa y cuantitativa de biomarcadores mediante la observación del cambio de color y la 

intensidad de los píxeles en la superficie del papel, respectivamente(92). 

En el año 2021, Figueroa-Miranda et al. desarrollaron una matriz de electrodos múltiples (Flex-Mea) diseñadas 

como aptasensores electroquímicos multiplexado para el diagnóstico de malaria. El cual posee 4 receptores de 

aptámeros diferentes, descritos previamente por discriminando entre infección por P. falciparum y P. vivax , 

mediante la proteína LDH de Plasmodium spp, empleando el aptámero 2008s (PfLDH) aptámero PL1 (LDH de 

P. falciparum y P. vivax ), aptámero LDHp11, altamente selectivo de PfLDH y el aptámero 2106s que detecta 

la previamente descrito y el aptámero (2106s) PfHRP2 exclusiva de P. falciparum. Mostrando una sensibilidad 

de >75% para parasitemia de 0,001%, lo que equivale a 50 parásitos/µl y una discriminación de ambas 

enfermedades. Sin embargo, un análisis de costos corroboró aún más la aplicabilidad de este Aptasensor de 

múltiples objetivos como pruebas rápidas en lugares de atención remotas(93). 

En 2021, Young Lo et al. diseñaron una estrategia de detección electroquímica basada en aptámeros para la 

proteína rica en histidina 2 de P. falciparum (PfHRP2). Mediante la metodología SELEX, seleccionaron un 

aptámero de ADN altamente específico que, tras ser funcionalizado con azul de metileno y anclado a un 

electrodo de oro, permitió la cuantificación de PfHRP2 en suero humano con un límite de detección (LOD) de 

3,73 nM. El biosensor mostró buena estabilidad en tampón con suero y pudo reutilizarse en varias rondas de 

medición sin pérdida significativa de señal(94).  No obstante, la utilidad clínica de esta plataforma puede verse 



comprometida por la presencia de deleciones en el gen Pfhrp2, cada vez más frecuentes en ciertas regiones 

endémicas, lo que subraya la necesidad de considerar la variabilidad genética del blanco al diseñar dispositivos 

de detección basados en aptámeros. 

En el año 2022, el equipo de investigación liderado por Roca et al. logró identificar un aptámero denominado 

D10 a través de la metodología SELEX, el cual demostró una afinidad notable por la enzima 1-Deoxy-D-

xylulose-5-fosfato-reductoisomerasa (DXR). Esta enzima desempeña un papel crucial como la segunda etapa 

en la ruta metabólica del metil-eritritol-fosfato (MEP), esencial para la biosíntesis de isoprenoides, y resulta vital 

para la supervivencia del parásito. Durante el proceso experimental, los investigadores emplearon aptámeros 

acoplados a fluoróforos, los cuales fueron incubados con cultivos in vitro de P. falciparum. Este enfoque reveló 

la capacidad de los aptámeros para fijarse de manera específica en el orgánulo apicoplasto, donde se localiza 

la vía MEP. Este resultado posiciona al aptámero D10 como un marcador altamente específico para glóbulos 

rojos parasitados en comparación con los glóbulos rojos sanos(95).  

En el año 2022, Ogunmolasuyi y su equipo llevaron a cabo el desarrollo de un dispositivo analítico de papel de 

microfluidos, utilizando aptámeros previamente documentados por Cheing et al. y Frith K-A et al., específicos 

para P. falciparum y P. vivax , respectivamente. Estos aptámeros, acoplados al complejo Biotina/Estreptavidina, 

fueron hábilmente inmovilizados en papel de cromatografía Whatman. Dichos aptámeros demostraron una 

afinidad selectiva hacia la proteína recombinante de PfLDH. Los resultados revelaron que los aptámeros rLDH7 

y 2008 fueron capaces de reconocer de manera efectiva la proteína PfLDH. Este dispositivo exhibió un límite 

de detección impresionante de 11 nM en soluciones tamponadas de la proteína y 17 nM en muestras de suero 

o glóbulos rojos lisados. Estos hallazgos destacan la eficacia y sensibilidad de la plataforma, subrayando su 

potencial utilidad en aplicaciones diagnósticas para la detección de malaria, al tiempo que demuestran la 

versatilidad de los aptámeros en el diseño de dispositivos analíticos innovadores(96). 

Aplicaciones terapéuticas 

En 2009, Bradford et al. emplearon la metodología SELEX para aislar aptámeros capaces de unirse a la proteína 

de membrana eritrocitaria 1 de P. falciparum (PfEMP1) directamente en células vivas. Los aptámeros 

seleccionados demostraron interrumpir eficazmente las rosetas formadas por eritrocitos infectados, un 

fenómeno asociado a la patogenia de la malaria grave. Estos hallazgos posicionan a los aptámeros como 

candidatos prometedores para terapias complementarias, al dirigirse de manera específica a determinantes 

clave del parásito in situ. El estudio subraya, por tanto, el potencial de los aptámeros como herramientas 

terapéuticas innovadoras para bloquear interacciones celulares críticas durante la infección por P. falciparum y 

abrir nuevas vías en el tratamiento de la malaria severa(97). 

En el año 2023 Ospina-Villa et al, publicaron el desarrollo de una nueva variante de la metodología SELEX, que 

permite la identificación de biomarcadores, partiendo de muestras biológicas, a la cual denominó Bio-

SELEX(81).  En el mismo año, Morales et al. empleando la metodología Bio-SELEX, identificó el aptámero CH1, 

capaz de reconocer la presencia de la subunidad alfa ATPasa de T. cruzi circulando en muestras de suero de 

pacientes con EC en fase crónica(98). 

Aptámeros vs. Anticuerpos  

A continuación, se comparan las principales propiedades fisicoquímicas, los requerimientos de producción y el 

desempeño de aptámeros y anticuerpos monoclonales empleados en plataformas de diagnóstico. Esta síntesis 

permite contextualizar la relevancia de los aptámeros frente a los anticuerpos tradicionales, resaltando sus 

diferencias en afinidad, especificidad, facilidad de producción y rendimiento. 



Tabla 1. Comparación de aptámeros y anticuerpos monoclonales empleados en plataformas de 

diagnóstico. Datos compilados de las referencias. 

Propiedad Aptámeros  Anticuerpos  Comentario técnico Referencia  

Afinidad típica 

(Kd)* 

10 pM – 100 nM 

(rango habitual; < 

1 nM con 

optimización) 

50 pM – 10 nM 

(IgG monoclonales 

de alta afinidad) 

Ambos alcanzan afinidades 

nanomolares; los aptámeros 

pueden mejorarse por 

evolución in vitro adicional 

(“maturation SELEX”). 

(99) 

Especificidad / 

discriminación 

alélica 

Alta; bases 

pareadas 

permiten 

distinguir 

variantes con 1-2 

mutaciones 

Alta, pero a veces 

reactividad 

cruzada con 

isoformas 

estructuralmente 

próximas 

Aptámeros pueden 

programarse para diferenciar 

epítopos lineales de pocos 

átomos. 

(100) 

Costo de 

producción  

5 – 15 

USD · mg⁻¹ 

(síntesis química, 

lotes ≥ 10 mg) 

150 – 300 

USD · mg⁻¹ (cultivo 

celular, 

purificación IgG 

grado diagnóstico) 

El escalado de aptámeros es 

más barato porque no 

requiere biorreactores ni 

cromatografía de afinidad. 

(101,102) 

Tiempo de 

obtención 

4 – 8 semanas 

(SELEX + 

síntesis) 

4 – 6 meses 

(inmunización, 

hibridomas, 

clonaje, 

expansión) 

Aplazable a 2-3 semanas con 

SELEX microfluídico. 

(103) 

Estabilidad 

térmica 

Funcional hasta 

85-95 °C 

(dependiente de 

Mg²⁺); puede 

renaturalizarse 

tras 

desnaturalización 

Desnaturalización 

irreversible > 

60 °C; pérdida de 

actividad 

Ventaja clave para kits en 

regiones tropicales. 

(104) 

Rango de pH 

operativo 

2 – 11 

(dependiendo de 

modificaciones) 

6 – 8 (la mayoría 

pierde afinidad 

fuera de 

isotonicidad) 

Permite ensayos en matrices 

ácidas/básicas (orina, jugos 

gástricos). 

(105) 

Tamaño 

molecular 

5 – 25 kDa (20-

100 nt) 

~150 kDa (IgG); 

~25 kDa (VHH) 

Aptámeros penetran 

microambientes densos y 

sitios enzimáticos estrechos. 

(106) 



Inmunogenicidad Nula o muy baja 

(modificable con 

2´-F, 2´-OMe) 

Puede inducir 

respuesta anti-IgG; 

riesgo de 

inmunorreactividad 

Ventaja para aplicaciones in 

vivo repetidas. 

 

Modificaciones 

químicas 

Fáciles: LNA, 2´-

F-RNA, 

Spiegelmers (L-

RNA) 

Limitadas 

(glicosilación, 

PEGilación) 

Permite ajustar afinidad, vida 

media, resistencia a 

nucleasas. 

(107) 

Mecanismos de 

plegamiento 

G-quadruplex, 

pseudonudos, 

tallo-bucle, triples 

hélices; confieren 

sitios de unión 

específicos 

Regiones CDR 

(lazos β) dentro de 

dominios IgG 

La diversidad estructural de 

aptámeros surge de 

espaciado iónico y bases 

apiladas, no de cadenas 

laterales de aminoácidos. 

(108) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.3 Marco legal 

La lucha contra la malaria en Colombia se enmarca en un conjunto de disposiciones legales que delinean 

estrategias para un diagnóstico oportuno y eficaz de esta enfermedad. En el ámbito de la investigación 

académica, estas regulaciones constituyen un cimiento sólido para la comprensión y el análisis del tema. A 

continuación, se presenta un examen detallado del marco legal vigente. 

En primer lugar, la Constitución Política de Colombia de 1991 sienta las bases del derecho fundamental a la 

salud, otorgando al Estado la responsabilidad de garantizar este derecho y fomentar la investigación científica 

para su mejoramiento. Esta disposición constitucional proporciona el cimiento sobre el cual se desarrollan las 

políticas públicas en materia de salud, incluyendo aquellas relacionadas con el diagnóstico de la malaria. La 

Ley 100 de 1993 y el Decreto 2266 de 1993 establecen el Sistema General de Seguridad Social en Salud 

(SGSSS), el cual define los servicios de salud que deben ser prestados a los ciudadanos, incluyendo el 

diagnóstico y tratamiento de la malaria. Estas disposiciones son complementadas por el Decreto 2124 de 1992, 

el cual reglamenta el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública (SINVSP), estableciendo las obligaciones 

de las entidades del sector salud en materia de vigilancia epidemiológica, esencial para un diagnóstico oportuno 

de la malaria.  

En Colombia, el marco político que soporta esta iniciativa estratégica es el Plan Decenal de Salud Pública 2012-

2021, el cual en su dimensión de enfermedades transmisibles define las metas del subprograma de malaria. 

Estas incluyen la reducción de la morbilidad en un 40%, disminución de la mortalidad en un 80% y la eliminación 

de la malaria urbana/ periurbana en municipios prioritarios. El modelo para la gestión de la respuesta técnica y 

operativa requerida para alcanzar estas metas es la Estrategia de Gestión Integrada para la Promoción, 

Prevención, Vigilancia y Control de las ETV 2012-2021(109). Por otro lado, la Resolución 4202 de 2007 y la 

Resolución 3404 de 2009 detallan los lineamientos técnicos y administrativos para la vigilancia y manejo de la 

malaria en Colombia, incluyendo la clasificación de casos y el tratamiento correspondiente. Estas normativas 

aseguran una atención integral y eficaz a los pacientes diagnosticados con malaria. La Ley 1122 de 2008 y el 

Decreto 780 de 2016, junto con el Plan Nacional de Control y Eliminación de la Malaria 2016-2020, establecen 

objetivos claros y estrategias específicas para el control y eliminación de la malaria en el país. Estos 

instrumentos legales proporcionan un marco de acción coordinado y efectivo para el diagnóstico y tratamiento 

de la enfermedad(110,111).   Finalmente, los Lineamientos Técnicos para el Diagnóstico y Manejo de la Malaria 

en Colombia, emitidos en 2023, actualizan las recomendaciones para el diagnóstico y manejo de la enfermedad, 

asegurando que se utilicen las últimas prácticas y tecnologías disponibles. 

 

 

 



Algoritmo diagnóstico de malaria 

 

Figura 7.  Algoritmo de decisión para la atención del paciente con Malaria 

Tomado de: Instituto Nacional de Salud- INS. Recomendación técnica sobre el diagnóstico y seguimiento al 

tratamiento de malaria por gota gruesa y pruebas rápidas y uso de pruebas diagnósticas moleculares en la 

detección de Plasmodium spp. en Colombia (112). 

 

 

 

 

 

 

 



3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Identificar biomarcadores con potencial diagnóstico para malaria por P. falciparum y P. vivax, mediante la 

aplicación de la estrategia Bio-SELEX en cepas colombianas. 

3.2 Objetivos Específicos 

✓ Describir los patrones sociodemográficos y epidemiológicos de la población incluida en el estudio de 

biomarcadores para malaria en municipios de Chocó, Colombia. 

✓ Seleccionar e identificar aptámeros específicos de P. vivax y P. falciparum. 

✓ Evaluar la capacidad de los aptámeros seleccionados para reconocer potenciales blancos en muestras 

clínicas de pacientes infectados con P. vivax y P. falciparum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. METODOLOGÍA 

4.1 Diseño y enfoque metodológico de la investigación 

Este estudio se desarrolló bajo un enfoque cuantitativo, con base en la formulación de objetivos claros, la 

definición precisa de las variables y la utilización de escalas de medición adecuadas para cada una de ellas. 

Se establecieron criterios específicos para la selección de la población de estudio y se aplicaron métodos 

estadísticos descriptivos para el análisis de los datos obtenidos. La estructura metodológica se sustentó en una 

revisión exhaustiva de la literatura científica actual sobre malaria y aptámeros, lo que permitió construir un 

marco teórico sólido y guiar el desarrollo de cada una de las fases de la investigación. Este enfoque cuantitativo 

resulta especialmente útil en estudios de validación de biomarcadores, dado que permite estimar con precisión 

la frecuencia, distribución y características de las variables clínicas, moleculares y epidemiológicas evaluadas. 

4.2 Tipo de estudio 

Este es un estudio observacional, descriptivo, exploratorio y transversal cuyo objetivo fue identificar 

biomarcadores potenciales para el diagnóstico de malaria a partir de muestras clínicas, mediante estrategias 

basadas en aptámeros y análisis bioinformático-estructural. La naturaleza observacional del estudio radica en 

que no se manipuló intencionalmente ninguna variable, sino que se analizaron características biológicas y 

clínicas ya presentes en la población participante. 

Dado que se trata de una etapa exploratoria enfocada en la identificación preliminar de blancos moleculares, 

no se realizó un cálculo de tamaño muestral a priori. No obstante, los hallazgos obtenidos sientan las bases 

para el diseño de futuras investigaciones analíticas o experimentales, en las que será necesario estimar un 

tamaño muestral apropiado para asegurar la validez estadística y la generalización de los resultados. 

4.3 Población y muestra 

Población de estudio   

La población del estudio fue seleccionada por conveniencia y estuvo conformada por individuos con diagnóstico 

presuntivo de malaria, atendidos en instituciones de salud de municipios del departamento de Chocó, Colombia. 

Se incluyeron 38 individuos con diagnóstico presuntivo de infecciones por P. falciparum o P. vivax, según lo 

determinado por microscopía y/o pruebas rápidas. La recolección de muestras se realizó durante el periodo 

comprendido entre marzo y agosto de 2024. Adicionalmente, se incluyeron 10 participantes procedentes de 

diferentes zonas del Valle de Aburrá, en el departamento de Antioquia. 

Los criterios de inclusión consistieron en: (i) diagnóstico presuntivo de malaria; (ii) edad mayor de cinco años; 

(iii) disposición voluntaria a participar; y (iv) firma del consentimiento informado por parte del paciente o su 

acudiente legal. Por el contrario, se excluyeron (i) pacientes coinfectados con otros agentes patógenos; (ii) 

personas con enfermedades crónicas descompensadas; (iii) individuos que estuvieran recibiendo tratamiento 

antimalárico previo a la toma de muestra; y (iv) casos con muestras hemolizadas o de baja calidad. 

Todas las personas participantes firmaron un consentimiento informado previo a la toma de muestras, conforme 

a los principios éticos establecidos en la Declaración de Helsinki. El protocolo fue aprobado por el comité de 

ética institucional del ICMT bajo el acta 91-2024, garantizando la confidencialidad, el uso responsable de la 

información y el cumplimiento de las normas bioéticas vigentes en Colombia. 



4.4 Recolección de datos y muestras 

4.4.1 Fuentes de Información 

La recopilación de datos se basó en fuentes primarias, a partir de las cuales se obtuvo información 

sociodemográfica, epidemiológica y clínica de los participantes incluidos en este estudio. Esta información fue 

recolectada mediante formularios estandarizados, diligenciados en el momento de la toma de muestras y 

complementados con registros institucionales. Adicionalmente, se incluyeron, como fuente primaria, los datos 

derivados de los ensayos y experimentos desarrollados por los investigadores durante las distintas fases del 

proyecto, incluyendo los resultados de técnicas moleculares, pruebas de afinidad, ensayos Pull-Down y análisis 

bioinformáticos. Esta estrategia integral permitió obtener información precisa y pertinente, esencial para el 

análisis posterior y para la formulación de conclusiones válidas dentro del marco del estudio. 

4.4.2 Técnicas e Instrumentos de recolección 

El estudio se desarrolló bajo un diseño cualitativo de tipo observacional, empleando como instrumento principal 

una encuesta estructurada destinada a recopilar variables sociodemográficas y clínicas de los participantes, 

con el propósito de caracterizar integralmente la cohorte. 

La captación de sujetos se realizó en los servicios de laboratorio de diferentes municipios del departamento del 

Chocó. Todos los participantes otorgaron su consentimiento informado o asentimiento, en el caso de menores 

de edad, mediante un formato avalado por el Comité de Ética en Investigación Biomédica de la Universidad 

CES (Acta 91-2024; 18 abr 2024). Un profesional entrenado garantizó la comprensión, la voluntariedad y la 

confidencialidad de la participación. Posteriormente, se aplicó el cuestionario y se efectuó la toma de muestras 

biológicas, las cuales se preservaron bajo cadena de frío y se trasladaron al laboratorio de referencia para su 

posterior procesamiento analítico. Durante todo el flujo de trabajo, las muestras se anonimizaron mediante 

códigos alfanuméricos, y la base de datos se almacenó en un servidor seguro, cumpliendo la Ley 1581 de 2012 

sobre protección de datos personales. En la fase experimental, se empleó además una bitácora de laboratorio 

como instrumento secundario de recolección, donde se registraron los protocolos aplicados, las condiciones 

experimentales y los resultados obtenidos, asegurando la trazabilidad y el rigor técnico de cada procedimiento. 

Todos los procedimientos y formatos utilizados: encuesta, consentimiento informado y asentimiento, se 

encuentran descritos en los Anexos 1, 2 y 3, respectivamente.  

Recolección y procesamiento de muestras clínicas fase I 

En la primera fase del estudio se recolectaron 48 muestras de sangre en total. De estas, 38 procedían de 

centros de salud ubicados en diferentes municipios del departamento del Chocó: Cértegui (4), Cantón de San 

Pablo (12), Condoto (5), Río Iró (5) y Las Ánimas (12). Las 10 muestras restantes fueron obtenidas de personas 

residentes en el área urbana del Valle de Aburrá. 

Las muestras clínicas recolectadas incluyeron sangre, obtenida mediante procedimientos estándar. Se extrajo 

sangre total por venopunción del pliegue del antebrazo, recolectada en dos tipos de tubos: (i) tubos con tapa 

amarilla, que contienen gel separador y activador de la coagulación, empleados para la obtención de suero; y 

(ii) tubos con EDTA como anticoagulante, utilizados para conservar sangre total con fines analíticos. Además, 

se realizó una punción capilar en la yema del dedo de cada participante para la elaboración de la prueba de 

gota gruesa, conforme a las directrices del Programa Nacional de Control de la Malaria. Posteriormente, todas 



las muestras fueron almacenadas en refrigeración (4 °C) y transportadas bajo condiciones de cadena de frío al 

laboratorio del Instituto Colombiano de Medicina Tropical (ICMT), donde se realizó su procesamiento inicial. 

Análisis de datos para la caracterización sociodemográfica 

Para el procesamiento de la información, se construyó una base de datos en Microsoft Excel (versión 2504), 

donde se realizó la depuración inicial de los registros. Este proceso incluyó la revisión de valores atípicos y 

ausentes, la codificación de variables y la estructuración ordenada de la matriz de datos. El análisis estadístico 

descriptivo fue realizado utilizando el software Jamovi (versión 2.6.17), a través del cálculo de frecuencias 

absolutas y relativas, así como medidas de tendencia central, según la naturaleza de cada variable. 

Las tablas y los gráficos de barras utilizados en la presentación de los resultados fueron elaborados en Microsoft 

Excel, permitiendo una visualización clara de la información procesada. Este análisis permitió caracterizar la 

población del estudio con base en variables sociodemográficas clave, en concordancia con los objetivos 

planteados. 

Selección y clasificación de las muestras biológicas 

Después de la recolección de las muestras, se procedió a su procesamiento y análisis en el laboratorio, 

siguiendo los protocolos establecidos para cada técnica diagnóstica. Cada tipo de muestra fue destinada a una 

técnica específica: la sangre con EDTA y suero se utilizaron para la prueba rápida inmunocromatográfica y para 

la extracción de proteínas totales; y la sangre capilar se usó para la preparación de extendidos por gota gruesa 

y su posterior análisis microscópico. 

Prueba rápida de malaria Bioline™ Malaria Ag P.f/P.v 

Todas las muestras fueron evaluadas mediante una prueba inmunocromatográfica rápida para la detección de 

antígenos específicos de Plasmodium spp., para ello se utilizó el kit Bioline™ Malaria Ag P.f/P.v, el cual permite 

la identificación cualitativa y diferencial de P. falciparum y P. vivax a partir de sangre total. 

El procedimiento se realizó conforme a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se depositó una gota de 

sangre total directamente en el pocillo de muestra del dispositivo de prueba y se añadieron tres gotas del 

diluyente suministrado. La reacción se incubó a temperatura ambiente, y los resultados se interpretaron a los 

15 minutos. La lectura se efectuó de forma visual, siguiendo las indicaciones del inserto del fabricante. Solo se 

consideraron válidas aquellas pruebas en las que se evidenció adecuadamente la aparición de la línea de 

control. Ver anexo 5. 

Prueba rápida de dengue SD BIOLINE Dengue Duo (IgG/IgM y NS1) 

Se utilizó el kit SD BIOLINE Dengue Duo (Standard Diagnostics, Inc.), el cual permite la detección simultánea 

del antígeno NS1 y de anticuerpos IgM/IgG en muestras de sangre total, suero o plasma. El procedimiento se 

llevó a cabo conforme a las instrucciones del fabricante. Para la detección del antígeno y los anticuerpos, se 

aplicó una gota de sangre total en los pocillos correspondientes del dispositivo, seguida de la adición del 

diluyente provisto en el kit. Las pruebas se mantuvieron a temperatura ambiente durante la incubación, y la 

lectura de los resultados se realizó visualmente a los 15 minutos. La interpretación se basó en la presencia de 

bandas coloreadas en las regiones de prueba (NS1, IgM, IgG), junto con la línea de control (C), según lo 

especificado por el fabricante. Solo se consideraron válidas aquellas pruebas en las que se evidenció 

correctamente la línea de control. Ver anexo 5. 



Microscopía con tinción de Field 

El diagnóstico microscópico de malaria se realizó mediante la técnica de gota gruesa con tinción de Field. 

Brevemente, se colocó una gota de sangre total obtenida por punción digital sobre un portaobjetos limpio y se 

extendió hasta alcanzar un diámetro aproximado de 1 cm. Una vez seca, se aplicaron cinco gotas de azul de 

metileno fosfatado (Albor, Colombia) durante 5 segundos. Posteriormente, el extendido se tiñó durante 10 

segundos con una mezcla recién preparada compuesta por 3 mL de tampón fosfatado, una gota de solución A 

(eosina) y una gota de solución B (azul de metileno), todos suministrados por Albor (Colombia). Las láminas se 

enjuagaron con agua destilada, se dejaron secar al aire y fueron examinadas mediante microscopía óptica. La 

identificación de especies se realizó con base en las características morfológicas de los parásitos observados 

en los diferentes estadios intraeritrocitarios, según los criterios establecidos en el Manual de Diagnóstico de 

Malaria del Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia. P. falciparum se reconoció por la presencia 

predominante de trofozoítos jóvenes en forma de anillo, citoplasma delgado y cromatina delicada; en algunas 

láminas también se observaron gametocitos en forma de medialuna o banano, característicos de esta especie. 

En contraste, P. vivax se identificó por la presencia de trofozoítos grandes y ameboides, eritrocitos aumentados 

de tamaño con punteado de Schüffner, esquizontes y gametocitos redondeados que ocupan gran parte del 

eritrocito(112). 

Detección molecular del género Plasmodium spp.  

La extracción de ADN genómico se realizó a partir de sangre total anticoagulada con EDTA, utilizando un 

protocolo basado en lisis celular con proteinasa K, tratamiento con RNasa A, desproteinización con 

fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y precipitación con etanol, conforme a procedimientos descritos por 

Sambrook & Russell (2001) para la obtención de ADN de alta calidad a partir de muestras clínicas. En resumen, 

se mezclaron 300 µL de sangre con 300 µL de solución de lisis, que contiene fenol:cloroformo:isoamílico 

(25:24:1), seguido de agitación por vortex durante 10 seg. Luego se añadieron 5 µL de proteinasa K (20 mg/mL) 

y 10 µL de RNasa A, incubándose a 55 °C durante 1 hora en bloque seco. Posteriormente, se agregaron 600 µL 

de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1), se agitó vigorosamente durante 20 segundos y se centrifugó a 

13 500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa resultante fue transferida a un nuevo 

tubo, a la cual se añadieron 150 µL de acetato de sodio 3 M y 750 µL de etanol absoluto. La mezcla se incubó 

a −20 °C durante toda la noche. Al día siguiente, se centrifugó a 13 500 rpm por 30 minutos a 4 °C, se descartó 

el sobrenadante y se realizaron dos lavados del pellet con 150 µL de etanol al 70%, con centrifugación de 2 

minutos entre cada lavado. La concentración y pureza del ADN extraído se evaluaron mediante 

espectrofotometría (NanoDrop™, Thermo Fisher Scientific), considerando como valores óptimos una relación 

260/280 entre 1.8 y 2.0, y 260/230 mayores a 1.8. Para verificar la integridad del ADN, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% preparado en buffer TBE 1X. Se añadieron 2 µL del agente de tinción 

HydraGreen™ Safe DNA Dye a la mezcla del gel, el cual fue vertido en una cámara con peine de 14 pozos. Se 

cargaron 10 µL del ADN extraído por muestra, junto con 2 µL de buffer de carga Loading Dye azul 6X (SMOBIO, 

Cat. No. TP1110) y 2 µL del marcador de peso molecular Thermo Scientific™ GeneRuler 50 bp DNA Ladder 

(Cat. No. SM0371). La electroforesis se llevó a cabo a 80 V durante 60 minutos en buffer TBE 1X, y el gel fue 

visualizado posteriormente en un transiluminador a 365 nm utilizando el sistema de documentación de geles 

Labnet ENDURO™ GDS (Model # GDS2-1365).  

Se empleó una PCR anidada dirigida al gen del ARN ribosomal 18S, siguiendo el protocolo descrito por 

Snounou et al. (1993), con adaptaciones menores. Brevemente, la reacción se llevó a cabo en un volumen final 



de 25 μL, utilizando el reactivo comercial OneTaq® 2X Máster Mix with Standard Buffer (New England Biolabs, 

Cat. No. M0482S). A cada mezcla se añadieron 12,5 μL del Máster Mix, 9,5 µL de agua libre de nucleasas, 

1 µL de cebador forward rPLU5 (5'-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3'), 1 µL de cebador reverse rPLU6 (5'-

TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3'), y 2 μL de ADN genómico extraído. La amplificación se realizó en un 

termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad), siguiendo las siguientes condiciones: desnaturalización 

inicial a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 58 °C por 

1 minuto y extensión a 72 °C por 2 minutos; con una extensión final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos 

amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, preparado en tampón TBE 1X, al que 

se añadió 2 µL del agente de tinción HydraGreen™ Safe DNA Dye (Intas Science). El gel fue vertido en cámara 

horizontal con peine y, una vez solidificado, se cargaron 10 µL del producto PCR por muestra mezclados con 

2 µL de buffer de carga. Como referencia molecular se empleó el marcador GeneRuler 50 bp DNA Ladder 

(Thermo Scientific™, Cat. No. SM0371), cargando 2 μl por pozo. La electroforesis se realizó a 80 V durante 60 

minutos en tampón TBE 1X, y la visualización se llevó a cabo en un transiluminador UV. La aparición de una 

banda de aproximadamente 1.6 kilobases (kb) fue interpretada como indicativa de la presencia del ARN 

ribosomal 18S de Plasmodium en la muestra analizada. Ver anexo 6. 

Criterio diagnóstico 

Una vez aplicadas las tres técnicas diagnósticas, microscopía mediante gota gruesa, prueba rápida 

inmunocromatográfica (Bioline™ Malaria Ag P.f/P.v) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR), las muestras 

fueron clasificadas tomando como referencia los resultados obtenidos por microscopía, reconocida como 

método de referencia (Gold estándar) para el diagnóstico de malaria. Se consideraron positivas para P. 

falciparum o P. vivax aquellas en las que se observaron formas parasitarias características en la gota gruesa, 

según los criterios morfológicos descritos en el Manual de Diagnóstico Microscópico del Instituto Nacional de 

Salud de Colombia (113). Las muestras sin evidencia de parásitos al examen microscópico fueron clasificadas 

como negativas, independientemente de los resultados obtenidos por prueba rápida o PCR, dado el rol de la 

microscopía como criterio diagnóstico principal. Adicionalmente, se clasificaron como positivas para infección 

por dengue aquellas muestras con resultado positivo para el antígeno NS1, detectado mediante la prueba rápida 

SD BIOLINE Dengue Duo, siguiendo las instrucciones del fabricante. La presencia de anticuerpos IgM se 

interpretó como indicativa de infección reciente o activa, mientras que la detección aislada de IgG se consideró 

evidencia de infección pasada o exposición previa. 

Categorización final de las muestras  

Con base en esta clasificación, las muestras se agruparon en cuatro categorías para análisis posteriores: 

• CNE: 31 controles negativos endémicos, correspondientes a muestras negativas para malaria y 

dengue recolectadas en el departamento del Chocó. 

• CNNE: 10 controles negativos no endémicos, provenientes de individuos del área urbana del Valle de 

Aburrá sin antecedentes de exposición. 

• Pf:  4 muestras positivas para P. falciparum. 

• Pv: 3 muestras positivas para P. vivax, de acuerdo con el diagnóstico microscópico. 



Procedimiento Bio-SELEX 

Depleción de Albúmina e IgG en plasma humano 

La depleción de albúmina e inmunoglobulina G (IgG) en muestras de plasma humano se realizó utilizando el 

Pierce™ Albumin/IgG Removal Kit (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 89875), el cual emplea columnas de 

centrifugación empacadas con una matriz de Cibacron Blue y proteína A inmovilizadas. Todos los pasos se 

llevaron a cabo a temperatura ambiente (~23 °C), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se 

dispensó la resina en columnas de centrifugación, sobre las cuales se aplicaron 75 µL de muestra (compuesta 

por 10 µL de plasma diluidos en 65 µL de buffer de unión/lavado). La mezcla se incubó con agitación constante 

durante 10 minutos y luego se centrifugó a 10 000 × g durante 1 minutos para recuperar las proteínas no 

retenidas. Este procedimiento se repitió una vez para maximizar la eficiencia de la depleción, seguido de un 

lavado adicional con 75 µL de buffer. El eluido de este último paso se recolectó en el mismo tubo para asegurar 

una mayor recuperación de proteínas libres de albúmina e IgG humanas. Finalmente, para recuperar la 

albúmina e IgG unidas a la resina, se añadieron 50 µL de buffer de elución (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, 

Cat. No. 161-0732). La mezcla se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó a 

10 000 × g durante 1 minuto. El eluido obtenido fue recolectado y almacenado a -20°C, hasta su uso posterior.  

Extracción de proteínas totales a partir de sangre total 

La extracción de proteínas totales se realizó a partir de 300 µL de sangre total empleando TRI Reagent® 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Cat. No. T-9424), siguiendo un protocolo adaptado para esta matriz. La 

muestra se mezcló con 1000 µL del reactivo, seguida de la adición de 200 µL de cloroformo, agitación por 15 s 

e incubación a temperatura ambiente durante 2 minutos. La fase se separó por centrifugación a 12 000 × g 

durante 15 minutos a 4 °C. La fase intermedia se recuperó y trató con 300 µL de etanol absoluto, 

centrifugándose a 2000 × g durante 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, se añadieron 1000 µL de isopropanol, 

se incubó por 10 minutos y se centrifugó a 12 000 × g por 10 minutos. El pellet proteico se lavó tres veces con 

clorhidrato de guanidina 0.3 M en etanol al 95 %, y una vez con etanol absoluto, con centrifugaciones a 7500 × 

g por 5 minutos entre cada paso. Finalmente, las proteínas se secaron al vacío por 10 minutos, se 

resuspendieron en SDS al 1 % y se centrifugaron a 10 000 × g por 10 minutos. El sobrenadante fue almacenado 

a −20 °C para su análisis. Posterior a la extracción de proteínas, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12%, con el objetivo de separar las proteínas según 

su peso molecular. La corrida se efectuó a 80 V durante 2 horas. Finalizada la separación, los geles fueron 

teñidos con azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, Cat. No. 1610436) para la visualización de las bandas 

proteicas. Después del proceso de extracción, se realizó la cuantificación de proteínas utilizando el kit BCA 

Protein Assay (ab102536). Para la curva estándar se empleó albúmina sérica bovina (BSA) en un rango de 

concentración de 0 a 1000 ng. 

Proceso SELEX 

Se obtuvo proteínas albúmina e IgG humana de la fracción recuperada en la columna de depleción 

correspondiente a los pools de controles no endémicos. Asimismo, se prepararon extractos proteicos a partir 

de muestras de controles negativos endémicos, controles negativos no endémicos, pacientes infectados con P. 

vivax y pacientes positivos para P. falciparum. Todos estos pools fueron utilizados como blancos en el proceso 

SELEX. Esta técnica se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Wang et al. (2019), con algunas 

modificaciones.  



La biblioteca de oligonucleótidos utilizada constaba de una región central aleatoria de 40 nucleótidos (N₄₀), 

flanqueada por dos regiones conservadas en los extremos: 5'-GTCTATATGATCTGTAACTC-N₄₀-

CCAGCAGTGAGTCATCAGAT-3'. Estas secuencias conservadas permitieron la amplificación de los 

oligonucleótidos entre rondas de selección mediante PCR. Para ello, se emplearon un oligonucleótido sentido 

(5'-GTCTATATGATCTGTAACTC-3') y un oligonucleótido antisentido (5'-ATCTGATGACTCACTGCTGG-3'), 

ambos complementarios a las regiones conservadas de los extremos 5' y 3', respectivamente. La amplificación 

de los oligonucleótidos se realizó mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando la mezcla 

maestra comercial OneTaq® 2X Máster Mix with Standard Buffer (New England Biolabs), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Cada reacción se preparó en un volumen final de 50 µL, conteniendo 25 µL de 

OneTaq® Máster Mix, 1 µL (10 pmol) de cada cebador (sentido y antisentido), la plantilla correspondiente y 

agua grado molecular hasta completar el volumen final. El protocolo de termociclado incluyó una 

desnaturalización inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 

segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y extensión a 68 °C por 30 segundos. Finalmente, se realizó 

una extensión final a 68 °C durante 5 minutos. En total, se realizaron 6 rondas de selección negativa y 9 rondas 

de selección positiva. 

Para las rondas de selección negativa y positiva del proceso SELEX, las proteínas fueron inmovilizadas en 

placas de poliestireno de 96 pozos utilizando tampón carbonato-bicarbonato (pH 9.6) como solución de 

recubrimiento. La fijación se llevó a cabo incubando las placas a 4 °C durante toda la noche. Posteriormente, 

se realizaron tres lavados con 100 µL de tampón PBS 1X para eliminar el exceso de proteína no adherida. Para 

iniciar la ronda de selección negativa, se preparó una mezcla que contenía 1000 ng de la biblioteca de 

oligonucleótidos en buffer SELEX. Esta mezcla fue desnaturalizada mediante calentamiento a 95 °C durante 5 

minutos, seguida de enfriamiento en hielo por 2 minutos, antes de ser añadida a los pozos con las proteínas 

inmovilizadas. Durante las rondas de selección negativa, se utilizaron como blancos proteínas no específicas: 

fracciones de albúmina e IgG humanas recuperadas de columnas de depleción, albúmina sérica bovina (BSA), 

extractos proteicos de controles negativos no expuestos (CNNE) y expuestos (CNE). En el caso de la selección 

contra P. falciparum, se incluyeron extractos de P. vivax como blancos negativos, y viceversa, con el objetivo 

de minimizar la reactividad cruzada y de descartar las secuencias que tengan afinidad por blancos no 

específicos o no deseados. 

Para las rondas de selección positiva, se emplearon extractos proteicos totales de muestras positivas para P. 

falciparum o P. vivax, según correspondiera al objetivo de cada ciclo. Durante estas rondas, tanto la 

concentración de proteína inmovilizada como los tiempos de incubación fueron ajustados progresivamente, con 

el propósito de incrementar la presión selectiva sobre las secuencias más afines y específicas presentes en la 

biblioteca, tal como se representas en las tabla 2 y 3. Los complejos formados entre las proteínas y los 

oligonucleótidos de ADNss se eluyeron utilizando 50 μl de agua a 95 °C, y las secuencias recuperadas fueron 

amplificadas mediante PCR (9 ciclos), siguiendo el protocolo previamente descrito. 

La figura 8 resume esquemáticamente el proceso completo de la metodología Bio-SELEX aplicada en este 

estudio. 

 



Figura 8. Esquema general de la estrategia Bio-SELEX utilizada para obtener aptámeros que reconocen 

biomarcadores específicos de P. falciparum y P. vivax.  

Se emplearon extractos de proteínas obtenidos a partir de sangre total. El proceso incluye una fase de selección 

negativa contra controles negativos endémicos (CNE) y controles negativos no endémicos (CNNE), seguida de 

una selección positiva frente a proteínas de pacientes infectados (P.f y P.v). Tras cada ciclo de selección, los 

aptámeros se amplificaron mediante PCR. La ronda final de SELEX fue sometida a secuenciación de nueva 

generación (NGS) y posterior análisis bioinformático. Los aptámeros seleccionados fueron utilizados en 

ensayos de Pull-Down con nanopartículas magnéticas, permitiendo la captura de biomarcadores, los cuales 

fueron identificados mediante SDS-PAGE y análisis por LC-MS/MS. Abreviaturas: ssDNA: ADN de cadena 

sencilla; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; NGS: secuenciación de nueva generación; SDS-PAGE: 

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio; LC-MS/MS: espectrometría de masas en 

tándem acoplada a cromatografía líquida; NPs: nanopartículas. 

Los detalles de las concentraciones de proteína y tiempos de incubación empleados en cada ronda de selección 

se presentan en las tablas 2 y 3. 

Tabla 2. Concentraciones y tiempos de incubación empleados para cada una de las rondas de selección 

de P. falciparum. 
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Bio-SELEX 

rounds 
Muestra 

Prot conc. 

(µg/µl) 

Tipo de 

ronda  
Temp. 

Incubación 

(min) 

1 
IgG – Alb 

CNE 
1000 Negativa 23°C 30 

2 BSA 1000 Negativa 23° C 30 

3 P CNNE 1000 Negativa 23°C 30 

4 P CNE 1000 Negativa 23°C 30  

5 P Pv 1000 Negativa 23°C 30 

6 P Pv 1000 Negativa 23°C 30 

7 P Pf 1000 Positiva 23° C 30 

8 P Pf 800 Positiva 23° C 30 

9 P Pf 600 Positiva 23°C 20 

10 P Pf 400 Positiva 23°C 20 

11 P Pf 200 Positiva 23°C 15 

12 P Pf 100 Positiva 23°C 15 

13 P Pf 2000 Positiva 23°C 10 

14 P Pf 3000 Positiva 23°C 10 

 

Tabla 3. Concentraciones y tiempos de incubación empleados para cada una de las rondas de selección 

de P. vivax. 

Bio-SELEX 

rounds 
Muestra 

Prot conc. 

(µg/µl) 

Tipo de 

ronda  
Temp. 

Incubación 

(min) 

1 
IgG – Alb 

CNE 
1000 Negativa 23°C 30 

2 BSA 1000 Negativa 23° C 30 

3 P CNNE 1000 Negativa 23°C 30 

4 P CNE 1000 Negativa 23°C 30  

5 P Pf 1000 Negativa 23°C 30 

6 P Pf 1000 Negativa 23°C 30 

7 P Pv 1000 Positiva 23° C 30 

8 P Pv 800 Positiva 23° C 30 

9 P Pv 600 Positiva 23°C 20 

10 P Pv 400 Positiva 23°C 20 

11 P Pv 200 Positiva 23°C 15 

12 P Pv 100 Positiva 23°C 15 

13 P Pv 2000 Positiva 23°C 10 

14 P Pv 3000 Positiva 23°C 10 

 

 



Cuantificación de ssDNA unidas en cada ronda mediante PCR en tiempo real (qPCR) 

Con el propósito de estimar la concentración relativa de aptámeros unidos (MU) tras cada ronda de selección 

positiva del proceso SELEX, se implementó un protocolo de cuantificación basado en PCR en tiempo real 

(qPCR), empleando una curva estándar generada a partir del producto de PCR correspondiente a las moléculas 

unidas de la Ronda 1. 

Preparación de la curva estándar 

Como molde para la curva estándar se utilizó el ADN amplificado por PCR punto final correspondiente a las 

moléculas unidas (MU) recuperadas tras la primera ronda de selección positiva. La cuantificación inicial del 

ADN se realizó mediante espectrofotometría (NanoDrop™), obteniendo una concentración de 495,2 ng/µL. A 

partir de esta muestra, se prepararon diluciones seriadas 1:10 hasta obtener un rango de seis concentraciones: 

20, 2, 0,2, 0,02, 0,002 y 0,0002 ng/µL. Las diluciones fueron analizadas por duplicado, descartando las más 

bajas por pérdida de linealidad en la curva de amplificación. 

Condiciones de la reacción y protocolo de termociclaje 

Las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final de 10 µL, utilizando el reactivo PowerUp™ SYBR® 

Green Máster Mix (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. A25742). La mezcla de reacción estuvo compuesta por 

5,0 µL del Máster Mix (2X), 0,5 µL de cebador forward (10 µM), 0,5 µL de cebador reverse (10 µM), 3,0 µL de 

agua libre de nucleasas y 1,0 µL de ADN (estándar o muestra experimental). Las reacciones se llevaron a cabo 

en el sistema Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR, siguiendo un programa de amplificación en tres etapas: 

activación de la ADN polimerasa a 50 °C durante 2 minutos, desnaturalización inicial a 95 °C durante 2 minutos, 

seguida de 20 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 15 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y 

extensión a 72 °C por 30 segundos. Al finalizar los ciclos de amplificación, se ejecutó una curva de disociación 

(Melt curve) para confirmar la especificidad de los productos amplificados. Esta curva consistió en un aumento 

progresivo de temperatura desde 60 °C hasta 95 °C, con incrementos de 0,5 °C cada 5 segundos y detección 

continua de fluorescencia. La presencia de un único pico en la curva confirmó la especificidad de la amplificación. 

Cuantificación de moléculas unidas (MU) 

Para garantizar que las muestras experimentales se mantuvieran dentro del rango de la curva estándar, cada 

una de las muestras correspondientes a las moléculas unidas (MU) recuperadas tras cada ronda de selección 

positiva fue diluida en una proporción 1:10 antes de la cuantificación. Las muestras diluidas fueron analizadas 

mediante qPCR bajo las condiciones descritas. Los valores de ciclo umbral (Ct) obtenidos fueron interpolados 

en la curva estándar para estimar la concentración relativa de aptámeros en ng/µL. Finalmente, estas 

concentraciones fueron comparadas con los valores obtenidos mediante espectrofotometría (NanoDrop™), lo 

cual permitió validar la eficiencia del proceso de selección y caracterizar el patrón de enriquecimiento de 

secuencias específicas a lo largo de las distintas rondas del protocolo SELEX. 

4.5 Análisis estadísticos y bioinformáticos 

Secuenciación y análisis bioinformático  

Tras completar las rondas de selección por SELEX, los productos de PCR correspondientes a la última ronda 

de los ensayos dirigidos contra P. falciparum y P. vivax fueron enviados a Admera Health Biopharma Services 

para su secuenciación de alto rendimiento. Por medio de secuenciación de siguiente generación (NGS) usando 

el equipo ilumina 2x250. 



Los archivos generados en formato .fastq.gz fueron procesados en Python 3.12.6. para identificar las 

secuencias que contenían adaptadores de Illumina y las regiones conservadas flanqueantes del diseño de la 

biblioteca SELEX. Se extrajeron aquellas secuencias que incluían la región aleatoria de 40 nucleótidos (N40), 

correspondiente a los aptámeros candidatos. La calidad de las lecturas fue evaluada mediante FastQC (v0.12.1) 

(114). Las secuencias válidas fueron analizadas con la suite AptaSUITE (v0.9.8)(115), con el objetivo de 

caracterizar la composición del pool enriquecido y obtener una visión general del experimento. 

Para el análisis detallado de secuencias, se utilizó FASTAptameR 2.0 (116), que permitió realizar el conteo de 

secuencias únicas, el agrupamiento por similitud (clustering) bajo criterios de lectura mínima y divergencia 

restringida, así como la identificación de motivos conservados mediante la función Motif Discovery. Los motivos 

más representativos fueron alineados utilizando ClustalW(117) para detectar patrones estructurales comunes. 

A partir de estos motivos conservados se diseñaron aptámeros modulares cortos (≤35 nucleótidos), optimizados 

para presentar accesibilidad estructural en sus regiones funcionales, estabilidad en la estructura secundaria 

(ΔG negativo) y una longitud compatible con síntesis química eficiente. Las estructuras tridimensionales de ARN 

se predijeron con RNAComposer(118), y posteriormente se convirtieron en modelos 3D de ADN utilizando 

Discovery Studio Visualizer (versión 25.1.0) (119), mediante la sustitución de residuos de uracilo por timina y la 

modificación del azúcar ribosa por desoxirribosa. 

Este procedimiento se adoptó siguiendo el protocolo propuesto por diversos investigadores, ya que las 

herramientas disponibles no permiten modelar ssDNA de manera automatizada y precisa a partir de secuencias 

lineales. 

Síntesis del aptámero 

Las secuencias de aptámeros con mayor representatividad, identificadas tras la estrategia SELEX, la 

secuenciación y el análisis bioinformático de P falciparum y P. vivax, fueron enviadas para su síntesis a la 

empresa MacroGene. En total, se solicitaron cuatro aptámeros: dos correspondientes a P. vivax, incluyendo 

una variante modular generada posterior a los análisis bioinformáticos, y dos correspondientes a P. falciparum, 

siguiendo la misma estrategia para incluir la variante modular identificada. 

Evaluación de la interacción aptámero-proteína  

Recolección y uso de muestras clínicas (Fase II) 

Durante la Fase II del estudio, se recolectaron 17 muestras clínicas de sangre total provenientes de individuos 

con diagnóstico confirmado de malaria, atendidos en centros de salud de los municipios de Cértegui, Cantón 

de San Pablo, Condoto, Río Iró y Las Ánimas (departamento del Chocó, Colombia). y almacenadas en tubos 

con EDTA hasta su procesamiento.  

El diagnóstico clínico se realizó utilizando los mismos métodos empleados en la Fase I, que incluyeron: gota 

gruesa, prueba rápida de antígeno y PCR de género. No obstante, por dificultades logísticas en el proceso de 

recolección, la persona encargada no remitió las láminas de gota gruesa necesarias para realizar una doble 

confirmación microscópica independiente. A pesar de ello, se recibió documentación con el resultado de la 

especie infectante para cada paciente, elaborada por personal capacitado en lectura de láminas. Esta 

información, si bien incompleta en cuanto a recuento parasitario o morfología, fue considerada confiable, ya 

que no se observaron discrepancias entre los métodos diagnósticos aplicados.  



Con base en la especie identificada, las muestras fueron agrupadas en dos pools independientes: uno para P. 

falciparum y otro para P. vivax. Estos pools fueron utilizados exclusivamente en el ensayo EMSA, como parte 

del proceso de validación funcional preliminar de los aptámeros seleccionados, con el objetivo de evaluar su 

capacidad de interacción en un contexto clínico real. 

Ensayo de retardamiento de movilidad electroforética (EMSA) 

Con el propósito de evaluar la interacción entre los aptámeros diseñados y proteínas provenientes de P. 

falciparum y P. vivax, se implementó un ensayo de electroforesis de movilidad en gel (EMSA, por sus siglas en 

inglés), utilizando geles de agarosa al 2,5 % preparados en tampón TB 0,5×. 

Para la preparación del gel de agarosa al 2,5 %, se mezcló 1,25 g de agarosa con 45 mL del tampón TB 0,5×. 

La mezcla se calentó en horno microondas durante 1 minuto y 30 segundos, con agitación cada 10 segundos 

para evitar sobre ebullición. Posteriormente, la solución se vertió en una bandeja de gel, obteniendo un espesor 

aproximado de 7 mm, y se dejó solidificar a temperatura ambiente. 

Los aptámeros utilizados (Pf, Pf_Mut, Pv y Pv_Mut) se reconstituyeron a una concentración de 100 pM. Para 

cada reacción, se tomaron 0,33 µL del stock del aptámero correspondiente y se diluyeron con buffer SELEX 

hasta alcanzar un volumen de 20 µL. Esta solución fue sometida a 95 °C durante 10 minutos para desnaturalizar 

posibles estructuras secundarias preformadas, seguida de un enfriamiento inmediato en hielo durante 2 minutos 

para favorecer el plegamiento estructural hacia su conformación funcional. A cada tubo que contenía el 

aptámero plegado se adicionaron 20 µL del respectivo pool de proteínas: Pf_Selex (3490 µg/µL), Pf_Nuevo 

(846 ng/µL), Pv_Selex (1890 ng/µL), Pv_Nuevo (558 ng/µL) o sangre total de pacientes positivos. El volumen 

final por reacción fue de 40 µL. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente (≈ 

23 °C) con agitación a 60 RPM, permitiendo la interacción específica entre los aptámeros y sus posibles dianas 

proteicas. Posterior a la incubación, se cargaron 20 µL de cada mezcla sobre el gel de agarosa al 2,5 %, y se 

realizó la electroforesis bajo una diferencia de potencial de 100 V durante 30 minutos. Se utilizó como control 

negativo el aptámero incubado en ausencia de proteína. Para referencia de movilidad se incluyó un marcador 

de peso molecular de 50 a 3000 pb. 

La interacción aptámero-proteína se determinó por la presencia de bandas de migración retardada, 

correspondientes a los complejos formados, en comparación con la banda del aptámero libre. Este patrón 

permitió inferir la formación de interacciones específicas entre los aptámeros y las proteínas presentes en los 

distintos pools evaluados. 

Pull-Down  

Con el objetivo de evaluar la capacidad de unión entre los aptámeros diseñados (Pf y Pv) y sus variantes 

modulares (Pf_Mut y Pv_Mut) frente a extractos de proteínas totales de pacientes con malaria por P. falciparum 

y P. vivax, se realizó un ensayo tipo Pull-down utilizando nanopartículas magnéticas funcionalizadas con grupos 

carboxilo (MNPs-COOH). Este enfoque permitió inmovilizar los aptámeros y evaluar su capacidad para 

identificar proteínas específicas presentes en los extractos biológicos.  

Inicialmente, se añadieron 100 µL de MNPs-COOH (10 mg/mL) a cada tubo de reacción. Los tubos fueron 

colocados sobre una gradilla magnética durante un minuto para separar las nanopartículas, y se descartó el 

buffer ácido en el que estaban suspendidas. Posteriormente, las MNPs fueron lavadas tres veces con buffer 

MES (10 mM MES, 75 mM NaCl y 25 mM CaCl₂ anhidro). 



Los aptámeros fueron diluidos en buffer SELEX hasta alcanzar una concentración final de 20 ng en 100 µL. 

Para inducir su plegamiento estructural, cada solución fue calentada a 95 °C durante 10 minutos y enfriada en 

hielo durante 2 minutos. A continuación, se añadieron 100 µL de aptámero a las MNPs previamente lavadas, e 

incubaron durante 15 minutos en hielo para permitir su acoplamiento a la superficie funcionalizada. Finalizada 

la incubación, las nanopartículas fueron separadas con ayuda de la gradilla magnética y se retiró el 

sobrenadante no unido. Posteriormente, se añadieron 20 µL de extracto de proteínas totales, previamente 

diluidos en 80 µL de buffer SELEX, a cada una de las reacciones correspondientes. Los extractos utilizados 

provenían de pools de P. falciparum (3490 ng/µL; 69,8 µg por muestra) y P. vivax (1890 ng/µL; 37,8 µg por 

muestra), utilizados también en las rondas previas de selección. Las muestras fueron incubadas durante 10 

minutos a temperatura ambiente, con agitación constante a 60 RPM para favorecer la formación de complejos 

aptámero–proteína. Finalizada la incubación, las MNPs fueron separadas mediante magnetismo y se realizaron 

tres lavados consecutivos con PBS 1X. Entre cada lavado se aplicó una agitación leve para eliminar proteínas 

no específicamente unidas.  

Como control negativo del ensayo, se incluyó una condición en la que las MNPs-COOH fueron incubadas 

únicamente con los extractos proteicos, sin adición de aptámeros. Esta condición permitió identificar posibles 

uniones inespecíficas de proteínas a la superficie de las nanopartículas. 

Luego, se añadieron 20 µL de buffer Laemmli 2× a cada tubo y se sometieron a calentamiento a 90 °C durante 

10 minutos, con el fin de desnaturalizar las proteínas retenidas y permitir su posterior análisis. Las muestras 

resultantes fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 8 % bajo condiciones desnaturalizantes. Se utilizó un 

marcador de peso molecular como referencia, y las proteínas fueron reveladas mediante tinción con azul de 

Coomassie. 

Filtrado bioinformático por peso molecular 

Con el propósito de identificar proteínas candidatas con relevancia diagnóstica, vacunal o terapéutica en 

Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, se implementó un enfoque bioinformático de doble filtrado: 

inicialmente por peso molecular teórico y, posteriormente, por evidencia científica de interés biomédico. 

En primera instancia, se descargaron los proteomas completos de ambas especies desde la base de datos 

UniProt (https://www.uniprot.org/), versión 2024. El proteoma de P. falciparum correspondió al identificador 

UP000001450, con un total de 5.361 proteínas, mientras que el de P. vivax fue UP000008333, compuesto por 

5.438 proteínas. Ambos archivos, en formato FASTA, fueron procesados para estimar el peso molecular teórico 

de cada proteína con base en su secuencia primaria. Para ello, se desarrolló una herramienta personalizada 

en Python que calcula el peso molecular teórico mediante la suma de los pesos promedio de los residuos 

aminoacídicos individuales, descontando 18.015 Da por cada enlace peptídico, correspondiente a la pérdida de 

agua que ocurre durante la formación de dichos enlaces en la biosíntesis natural de proteínas. Este cálculo 

permitió obtener una estimación precisa del peso molecular de cada proteína en kiloDaltons (kDa). 

Posteriormente, se aplicó un filtrado por peso molecular con base en la observación de las bandas retenidas 

en el gel SDS-PAGE tras el ensayo Pull-Down, cuyos patrones de migración indicaban la presencia 

predominante de proteínas entre 50 y 95 kDa. Para compensar posibles desviaciones causadas por 

modificaciones postraduccionales, formación de complejos o errores de estimación, se amplió el rango ±5 kDa. 

En consecuencia, se establecieron los siguientes intervalos de selección: para P. falciparum, 50–65 kDa, 70–

85 kDa y 90–104 kDa; y para P. vivax, 50–65 kDa y 70–85 kDa. Las proteínas que cumplían con estos criterios 

https://www.uniprot.org/


fueron extraídas, organizadas por subrango y depuradas de metadatos taxonómicos redundantes, tal como se 

detalla en el Anexo 10. 

Una vez obtenido este subconjunto reducido, se procedió con un segundo filtrado orientado a identificar 

proteínas con evidencia previa de haber sido empleadas en investigaciones relacionadas con diagnóstico, 

desarrollo de vacunas o evaluación como blancos terapéuticos. Para ello, se extrajeron los nombres funcionales 

y los identificadores UniProt de todas las proteínas filtradas y se realizaron búsquedas automatizadas y curación 

manual en diversas bases de datos, incluyendo UniProtKB, PubMed, PlasmoDB, IEDB (Immune Epitope 

Database) y el Protein Data Bank (PDB). Se priorizaron aquellas proteínas cuya denominación coincidía con 

términos frecuentemente reportados en la literatura, tales como AMA-1 (Apical Membrane Antigen 1), MSP-1 

(Merozoite Surface Protein 1), CSP (Circumsporozoite Protein), CyRPA (Cysteine-Rich Protective Antigen), 

Plasmepsin V, E140 y PfMDR1 (Multidrug Resistance Protein 1), entre otros. Estas proteínas fueron 

seleccionadas no solo por su recurrencia en estudios experimentales, sino también por su papel en etapas 

clave del ciclo biológico del parásito, como la invasión eritrocitaria, la evasión inmune o la resistencia a fármacos 

antipalúdicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS 

OBJETIVO 1: Describir los patrones sociodemográficos y epidemiológicos de la población participante del 

estudio de los municipios de Chocó. 

Se recolectó información sociodemográfica y clínica de un total de 48 individuos, mediante la aplicación de un 

cuestionario estructurado. A continuación, se describen las principales características de la población incluida 

en el estudio. 

Patrones sociodemográficos 

Se reclutaron 48 individuos provenientes de una región endémica para malaria. La edad media fue 38,7 años 

(IC 95 %: 33,4 – 44,0). Se observó un leve predominio de hombres (54,2 %, n = 26) sobre mujeres (45,8 %, n 

= 22). En cuanto al origen geográfico, los participantes procedían principalmente de Las Ánimas (25,0 %) y 

Cantón de San Pablo (25,0 %), seguidos de Condoto (10,4 %), Río Iró (10,4 %) y Cértegui (8,3 %). Analizando 

el tipo de residencia, la mayoría vivía en zonas urbanas (76,3 %), mientras que el 23,7 % restante residía en 

áreas rurales Figura 9.  

 

Figura 9. Zona de procedencia de los pacientes incluidos en la primera fase del estudio (n = 48). 

Signos y síntomas clínicos 

Entre los signos y síntomas más frecuentemente reportados se encontraron fiebre (64,6%), cefalea (60,4%), 

escalofríos (43,8%) y cansancio (41,7%). También se reportaron inapetencia, mialgia, dolor abdominal, 

artralgias, prurito, adenopatías y dolor retroocular en menor proporción, ver figura 10. 
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Figura 10. Frecuencia de síntomas clínicos reportados por los participantes del estudio (n = 48). 

Gráfico de Pareto que muestra la frecuencia absoluta de los síntomas clínicos más comunes reportados por los 

participantes. Esta caracterización clínica apoya la validez de las muestras recolectadas y sugiere 

compatibilidad con cuadros típicos de malaria. 

Identificación de aptámeros y Biomarcadores 

OBJETIVO 2 : Identificar aptámeros y biomarcadores específicos para las especies P. vivax y P. falciparum 

Clasificación de las muestras  

Se analizó un total de 48 muestras mediante RDT, PCR y gota gruesa. La microscopía identificó 7 muestras 

positivas, la PCR 4, todas concordantes con la microscopía, y la RDT 6 con escasa coincidencia con las 

anteriores. Los resultados obtenidos mediante las distintas técnicas diagnósticas (RDT, PCR y gota gruesa) se 

ilustran en los Anexos 5 y 6, los cuales incluyen registros fotográficos representativos de los dispositivos 

inmunocromatográficos utilizados, los geles de electroforesis con productos del gen 18S. 

El índice Kappa de Fleiss fue 0.578 (acuerdo moderado). Los índices Kappa de Cohen por pares fueron: RDT 

vs PCR = 0.388 (acuerdo débil), RDT vs GG = 0.621 (acuerdo sustancial), PCR vs GG = 0.695 (acuerdo 

sustancial). La sensibilidad de RDT y PCR fue de 57.1%, mientras que la especificidad fue de 97.6% para RDT 

y de 100% para PCR. 

Tabla 4.  Resultados individuales de las muestras positivas para malaria según al menos una de las 

pruebas diagnósticas aplicadas 

ID MICROSCOPÍA ESPECIE 

FORMA 

PARASITAR

IA 

PRUEBA 

RÁPIDA 

ANTIGENO 

DETECTAD

O 

PCR 

GÉNER

O 

32 Negativa N/A N/A Positivo P.f HRP2 Negativo 

35 Positiva P. falciparum Trofozoítos Positivo P.f HRP2 Positivo 

37 Positiva P. falciparum Gametocitos Negativo N/A Negativo 

38 Positiva P. vivax Trofozoítos Positivo P.v LDH Positivo 

40 Positiva P. falciparum Gametocitos Negativo N/A Negativo 

44 Positiva P. vivax Trofozoítos Positivo P.v LDH Negativo 

45 Positiva P. falciparum Trofozoítos Positivo P.f LDH/HRP2 Positivo 

46 Positiva P.vivax Trofozoítos Positivo P.v LDH Positivo 

 

Tabla 5. Número total de muestras positivas y negativas por método diagnóstico (N = 48). 

Prueba 

diagnóstica 
Positivas Negativas Total 

Microscopía 7 41 48 

Prueba rápida 

(RDT) 
6 42 48 

PCR 4 44 48 

 



Con base en los resultados obtenidos a partir de las tres pruebas diagnósticas (microscopía, RDT y PCR), las 

48 muestras analizadas se clasificaron en cuatro categorías diagnósticas: 

• CNE (Controles Negativos Endémicos): 10 muestras provenientes de individuos residentes en 

zonas endémicas para malaria, sin infección detectable por ninguno de los métodos aplicados. 

• CNNE (Controles Negativos No Endémicos): 31 muestras obtenidas de individuos sin antecedentes 

de exposición en zonas endémicas, y que resultaron negativas en todas las pruebas. 

• (Positivas para P. falciparum): 4 muestras que dieron positivo para P. falciparum en al menos una 

de las pruebas. 

• Pv (Positivas para P. vivax): 3 muestras identificadas como positivas para P. vivax. 

Cuantificación de las proteínas extraídas 

Las concentraciones se determinaron por ensayo BCA (Pierce™ BCA Protein Assay, Thermo Fisher).Estos 

valores se emplearon para la realización de los ciclos de selección Bio-SELEX. 

ID Concentración inicial 

Pools P. falciparum 3.490 ng/µL 

Pools P. vivax 1.890 ng/µL 

Pools CNE  4.190 ng/µL 

Pools CNNE 1.690 ng/µL 

Alb-IgG CNNE 507 ng/µL 

Alb-IgG CNE 478 ng/µL 

 

C E: Control Negativo de zona endémica, C  E: Control Negativo de zona No endémica, Pools P. 

falciparum/ P. vivax: Pacientes infectados con el parásito, Alb IgG C  E: Fracción recuperada tras depleción 

de albúmina de pacientes negativos de zona no endémica, Alb IgG C E: Fracción recuperada tras depleción 

de albúmina de pacientes negativos de endémica. 

Los perfiles proteicos correspondientes a estos extractos, así como las fracciones resultantes del proceso de 

depleción de albúmina, se presentan en los Anexos 7 y 8. 

Cuantificación de ssDNA unidas en cada ronda mediante PCR en tiempo real (qPCR) 

La curva estándar mostró una alta linealidad (R² = 0.990), con un valor de pendiente de −4.246, lo cual 

corresponde a una eficiencia de amplificación del 72.0 %. Los valores obtenidos en cada una de las rondas se 

detallan en la figura. 11. 



Figura 11. Curva estándar obtenida mediante qPCR con diluciones seriadas del producto de PCR 

correspondiente a las moléculas unidas (MU) de la Ronda 1.  

Los valores de Ct fueron graficados frente al logaritmo de la concentración, obteniéndose una regresión lineal 

con coeficiente de correlación R² ≥ 0.99, lo cual valida la eficiencia del ensayo para cuantificación relativa.  

 

Curva de amplificación de las moléculas unidas tras rondas de selección positiva contra P. falciparum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Curvas de amplificación por qPCR de las moléculas unidas (MU) tras cada ronda de selección 

positiva contra P. falciparum.  

El gráfico evidenció la fluorescencia acumulada (RFU) en función del número de ciclos, correspondiente a cada 

una de las 9 rondas de selección positiva. Se observó diferencias en los valores de Ct entre las distintas curvas, 

siendo las más tempranas indicativas de una mayor concentración relativa de moléculas unidas. Las curvas 

correspondientes a las rondas 1 y 8 mostraron un inicio más temprano de amplificación, lo que sugiere un mayor 

grado de afinidad o abundancia de secuencias seleccionadas en esas etapas. La línea horizontal verde indica 

el umbral automático de detección establecido por el software del sistema Bio-Rad CFX96™. 

Curvas de disociación Melt curve de las moléculas unidas (MU) a P. falciparum de cada ronda de 

selección positiva 

 

  

 

 

 

 

 



Figura 13. Curvas de disociación Melt curve de las moléculas unidas (MU) a P. falciparum de cada ronda 

de selección positiva. 

 Se observó un pico dominante y reproducible alrededor de los 80,5 °C, indicativo de una amplificación 

específica y consistente. En la Ronda 1 se identificó además un segundo pico cercano a los 60,5 °C, 

posiblemente relacionado con productos secundarios o estructuras parcialmente hibridadas. La ausencia de 

picos múltiples en las rondas avanzadas sugiere una mayor homogeneidad y especificidad en las secuencias 

seleccionadas tras la presión selectiva del SELEX. 

 

Curva de amplificación de las moléculas unidas tras rondas de selección positiva contra P. vivax 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Curvas de amplificación por qPCR de las moléculas unidas (MU) tras cada ronda de selección 

positiva contra P. vivax. 

 Gráfico obtenido mediante qPCR, muestra la amplificación de moléculas unidos recuperadas tras las rondas 

de selección positiva 1 a 9. Las muestras fueron previamente diluidas 1:100 para mantener los valores de Ct 

dentro del rango de la curva estándar. Se observó un incremento progresivo de la fluorescencia relativa (RFU) 

a lo largo de los ciclos de amplificación. Las curvas correspondientes a las rondas 1, 3 y 9 presentan los Ct más 

bajos, lo que sugiere una mayor concentración relativa de moléculas unidas en estas etapas y un posible 

enriquecimiento de secuencias de alta afinidad. La línea horizontal verde indica el umbral automático de 

detección establecido por el software del sistema Bio-Rad CFX96™. 

Curvas de disociación Melt curve de las moléculas unidas (MU) a P. vivax de cada ronda de selección 

positiva 

 

 

 

 

 

 



Figura 15. Curvas de disociación (Melting curve) de las moléculas unidas (MU) a P. vivax tras cada ronda 

de selección positiva del proceso SELEX.  

Gráfico generado a partir de ensayos de qPCR. Se muestran las curvas de disociación correspondientes a las 

rondas 1 a 9. La mayoría de las rondas presentan un pico dominante de Tm entre 80,0 °C y 80,5 °C, consistente 

con una amplificación específica de un único producto. No obstante, en todas las rondas se observa también 

un pico adicional entre 66,0 °C y 68,0 °C, posiblemente atribuible a la presencia de productos secundarios, 

como dímeros de cebadores o estructuras parcialmente hibridadas. La persistencia de este segundo pico 

sugiere que, si bien hubo un enriquecimiento progresivo, aún existe heterogeneidad estructural en el pool de 

aptámeros seleccionados contra P. vivax. 

 

ANÁLISIS DE DATOS NGS 

Análisis de secuenciación NGS – P. falciparum 

La secuenciación de la última ronda positiva del proceso Bio-SELEX contra proteínas de Plasmodium falciparum 

generó un total de 401.473 secuencias. De estas, 372.459 contenían adaptadores Illumina, y 141.593 

secuencias (35,3 %) presentaban correctamente la región aleatoria de 40 nucleótidos (N₄₀) flanqueada por las 

secuencias conservadas necesarias para el análisis posterior. Estas secuencias fueron consideradas válidas 

para el análisis de frecuencia, predicción estructural y descubrimiento de motivos. 

El análisis de la distribución de nucleótidos en las lecturas forward reveló un patrón relativamente equilibrado. 

La base guanina (G) presentó las frecuencias más elevadas, alcanzando picos cercanos a 65.000 lecturas en 

las primeras posiciones (notablemente en la posición 2) y estabilizándose entre 35.000 y 45.000 lecturas en el 

resto de la secuencia. Timina (T) mostró un comportamiento similar, con picos superiores a 50.000 lecturas, 

especialmente entre las posiciones 20 y 35. En contraste, adenina (A) y citosina (C) presentaron frecuencias 

más bajas y estables, con un promedio de entre 25.000 y 35.000 lecturas por posición. 

 



Figura 16.  Distribución de nucleótidos en lecturas forward – P. falciparum. El análisis de la región aleatoria 

de 40 nucleótidos, tras el filtrado de calidad y eliminación de adaptadores, mostró una distribución nucleotídica 

relativamente equilibrada en las secuencias correspondientes a P. falciparum.  

Análisis de secuenciación NGS – P. vivax 

En el caso de P. vivax, se obtuvo un total de 421.104 secuencias, de las cuales 384.053 contenían adaptadores 

Illumina. Tras el proceso de filtrado, 152.808 secuencias (36,2 %) fueron clasificadas como válidas, ya que 

contenían la región N₄₀ completa y correctamente flanqueada, aptas para análisis de frecuencia y predicción 

estructural. 

La distribución de bases nitrogenadas fue en general balanceada, con algunas fluctuaciones en los primeros 

nucleótidos. Guanina (G) mostró picos de frecuencia más altos en la posición 2, con más de 70.000 ocurrencias, 

seguido de un descenso progresivo hacia una meseta estable. Timina (T) exhibió una frecuencia sostenida 

entre las posiciones 8 y 38, con valores entre 45.000 y 60.000 lecturas. Por su parte, adenina (A) y citosina (C) 

se mantuvieron entre 30.000 y 40.000 lecturas por posición, en proporciones más homogéneas. 

Distribución de nucleótidos en lecturas forward – P. vivax 

Figura 17.  Distribución de nucleótidos en lecturas forward – P. vivax 

Distribución de frecuencia de las bases nitrogenadas adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T) a lo 

largo de los 40 nucleótidos de la región aleatoria (N₄₀) en las lecturas forward obtenidas durante la 

secuenciación de la última ronda positiva del proceso Bio-SELEX contra P. vivax. 

Selección y síntesis de aptámeros 

Con base en el análisis de abundancia relativa y estabilidad estructural secundaria, se seleccionaron cinco 

aptámeros candidatos para cada especie. En el caso de P. falciparum, el aptámero más representado (Top 1) 

alcanzó 42.392 lecturas, con una energía libre de plegamiento (ΔG) de –2,4 kcal/mol. Los otros cuatro 

aptámeros del Top 5 mostraron 35.325 lecturas cada uno, con valores de ΔG entre –7,8 y –2,0 kcal/mol. 



Para P. vivax, tres de los aptámeros más abundantes compartieron 39.283 lecturas y valores de ΔG entre –8,3 

y –1,5 kcal/mol, mientras que los otros dos presentaron 32.736 lecturas, ambos con ΔG de –8,3 kcal/mol. La 

predicción de las estructuras secundarias reveló la presencia de bucles, tallos y horquillas características de 

estabilidad conformacional, lo cual fue confirmado por las visualizaciones tridimensionales generadas a partir 

de modelado molecular. 

Finalmente, se seleccionaron dos secuencias por especie para síntesis química. Para P. falciparum, se 

sintetizaron el aptámero Top 1 por su alta frecuencia, y un diseño modular optimizado (Pf_Mut) con ΔG de –

8,1 kcal/mol. Para P. vivax, se seleccionaron el Top 1 y un diseño modular modificado (Pv_Mut), con ΔG de –

2,11 kcal/mol. Estas secuencias fueron posteriormente utilizadas en ensayos EMSA, PullDown como parte del 

proceso de validación funcional preliminar. 

TOP 5 ΔG READS ESTRUCTURA 2D ESTRUCTURA 3D 

1 -2,4 42.392

2 -7,8 35.325

3 -7,8 35.325

4 -3,9 35.325

5 -2 35.325

Pf_Mut -8,1

 

Figura 18. Aptámeros seleccionados para P. falciparum. 

 Estructuras secundarias (2D) y terciarias (3D) de los cinco aptámeros con mayor abundancia obtenidos en la 

ronda final de selección positiva contra P. falciparum. Se incluyen las predicciones de plegamiento con valores 

de energía libre (ΔG) indicados para cada uno, así como el diseño modular optimizado Pf_Mut, derivado de los 



motivos estructurales predominantes en la biblioteca. Las estructuras 2D fueron generadas mediante RNAfold 

y las estructuras 3D mediante simulación en RNAComposer y visualización en PyMOL. Estas predicciones 

orientaron la selección de secuencias para síntesis química y ensayos funcionales. 

TOP 5 ΔG READS ESTRUCTURA 2D ESTRUCTURA 3D 

1 -1,5 39.283

2 -2,4 39.283

3 -8,3 39.283

4 -8,3 32.736

5 -8,3 32.736

Pv_Mut -2,11

 

Figura 19. Aptámeros seleccionados para P. vivax 

Estructuras secundarias (2D) y terciarias (3D) de los cinco aptámeros más abundantes de la ronda final positiva 

contra P. vivax. Se muestran también las predicciones para Pv_Mut, un aptámero modular diseñado con base 

en la conservación de motivos estructurales. Las estructuras 2D revelan bucles y tallos característicos, mientras 

que las estructuras 3D confirman plegamientos compactos compatibles con potencial de interacción molecular. 

Todas las secuencias fueron evaluadas por energía libre de plegamiento y frecuencia relativa antes de su 

selección para síntesis. 

 

 

 

 

 



Validaciones funcionales 

OBJETIVO 3: Verificar la presencia del biomarcador identificado en muestras sanguíneas de pacientes 

infectados por P. vivax y P. falciparum. 

Clasificación de las muestras Fase II  

Durante la Fase II del estudio se recolectaron un total de 17 muestras de sangre total con diagnóstico 

confirmado de malaria, provenientes de pacientes atendidos en centros de salud ubicados en cinco municipios 

del departamento del Chocó: Cértegui, Cantón de San Pablo, Condoto, Río Iró y Las Ánimas. Las muestras 

fueron recolectadas en tubos con EDTA y conservadas hasta su procesamiento en el laboratorio. 

El diagnóstico clínico se realizó empleando la misma triada diagnóstica aplicada en la Fase I: microscopía de 

gota gruesa, prueba rápida de antígeno HRP2/LDH y PCR anidada dirigida al género Plasmodium. No obstante, 

debido a dificultades logísticas durante la recolección, no se logró la remisión de las láminas de gota gruesa 

necesarias para efectuar una doble confirmación microscópica independiente. Sin embargo, cada muestra fue 

acompañada por documentación diagnóstica elaborada por personal capacitado en microscopía, que incluía la 

especie infectante determinada en campo. A pesar de no contar con información completa sobre recuento 

parasitario o morfología, no se presentaron discrepancias entre los métodos diagnósticos aplicados, por lo cual 

los registros fueron considerados confiables para fines clasificatorios. 

Con base en esta información, las 17 muestras fueron agrupadas en dos pools según la especie identificada: 

Plasmodium falciparum (n = 10) y P. vivax (n = 7). Estos pools fueron empleados exclusivamente en los ensayos 

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), como parte de la validación funcional preliminar de los aptámeros 

seleccionados, con el objetivo de evaluar su capacidad de interacción con proteínas presentes en muestras 

clínicas reales. 

Con el fin de evaluar la capacidad de unión de los aptámeros diseñados frente a proteínas de Plasmodium 

falciparum y Plasmodium vivax, se realizaron ensayos EMSA en gel de agarosa al 2,5 %. En todos los casos 

se observó un patrón de migración característico, evidenciando la formación de complejos aptámero-proteína. 

Interacción de los aptámeros Pf y Pf_Mut con pools de P. falciparum 

Al incubar el aptámero Pf (20 ng totales) con diferentes extractos proteicos, incluyendo el pool utilizado durante 

el proceso de selección (Pf_SELEX, 3490 µg/µL), extractos de pacientes positivos para P. falciparum obtenidos 

en la segunda fase del estudio (Pf_Nuevo, 846 ng/µL), y sangre total de pacientes positivos recolectada en esa 

misma etapa; se observó una banda con migración retardada en el carril 2 y 4, indicativa de la formación de un 

complejo aptámero-proteína. Asimismo, se detectó la presencia de la banda correspondiente al aptámero libre. 

Este patrón sugiere una interacción parcial, posiblemente no saturante, bajo las condiciones experimentales 

evaluadas. El aptámero Pf_Mut (20 ng) mostró igualmente un retardo en la migración electroforética al ser 

incubado con los mismos pools proteicos utilizados previamente (Pf_SELEX, Pf_Nuevo y sangre total de 

pacientes positivos para P. falciparum), lo cual indica la formación de complejos aptámero-proteína. La similitud 

en el patrón de bandas con respecto al aptámero Pf sugiere que la mutación introducida no abolió la capacidad 

de interacción con los blancos proteicos. No obstante, se evidenció una menor intensidad en la banda 

desplazada correspondiente al complejo Pf_Mut-proteína, en comparación con la del aptámero Pf. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Ensayo EMSA para evaluar la interacción del aptámero Pf y su versión modular (Pf_Mut) con 

diferentes pools proteicos de Plasmodium falciparum.  

(A) Aptámero Pf: las muestras fueron incubadas con (1) aptámero solo, (2) aptámero + Pool Pf_SELEX, (3) 

aptámero + Pool Pf_Nuevo y (4) aptámero + sangre total de pacientes positivos. (b) Aptámero Pf_Mut: las 

muestras fueron incubadas en el mismo orden de condiciones que el panel A. El complejo aptámero–proteína 

se evidencia por una banda de menor movilidad electroforética respecto al aptámero libre (indicada con flecha). 

MW: marcador de peso molecular (50–3000 pb). Corrida realizada en gel de agarosa al 2,5 % en tampón TB 

0,5×, 100 V por 30 minutos. 

Interacción del aptámero Pv y Pv_Mut con pools de P. vivax 

Los ensayos EMSA realizados con los aptámeros Pv y Pv_Mut (20 ng) permitieron evaluar la formación de 

complejos aptámero–proteína frente a diferentes extractos de Plasmodium vivax. En ambos casos, se 

observaron bandas de menor movilidad electroforética en los carriles correspondientes a las incubaciones con 

el pool Pv_SELEX y con sangre total de pacientes positivos, lo que indica la interacción con componentes 

proteicos presentes en dichas muestras. 

Para el aptámero Pv, las bandas desplazadas fueron evidentes en los carriles 1 y 3, lo que sugiere una 

interacción funcional con blancos moleculares en los extractos. No obstante, la persistencia de la banda del 

aptámero libre en todos los carriles indica una unión no saturante, posiblemente asociada a una afinidad 

intermedia o a la heterogeneidad de las proteínas presentes. En contraste, el aptámero Pv_Mut también mostró 

bandas desplazadas en condiciones similares, pero con una intensidad marcadamente menor, lo que sugiere 

que las mutaciones introducidas en la secuencia pudieron comprometer regiones estructuralmente importantes 

para el reconocimiento. Esta reducción en la señal podría atribuirse a una menor afinidad, a una alteración del 

plegamiento funcional del aptámero o a una menor estabilidad del complejo durante la electroforesis. En 

conjunto, los resultados sugieren que si bien Pv_Mut mantiene cierta capacidad de interacción, su eficiencia es 

inferior a la del aptámero original, lo que pone de relieve la sensibilidad del sistema de unión a modificaciones 

estructurales específicas. 

A)  MW           1            2            3             4          B)   MW          1             2            3             4          



 

 

Figura 21. Ensayo EMSA para evaluar la interacción de los aptámeros Pv y Pv_Mut con extractos 

proteicos de P. vivax.  

(A) Aptámero Pv: las muestras corresponden a (1) aptámero + Pool Pv_SELEX, (2) aptámero + Pool Pv_Nuevo, 

(3) aptámero + sangre total de pacientes positivos y (4) aptámero solo (control). B. Aptámero Pv_Mut: se 

utilizaron las mismas condiciones experimentales descritas para el panel A. En ambos casos, la presencia de 

bandas con menor movilidad electroforética (indicadas con flechas) corresponde presumiblemente a complejos 

aptámero–proteína. La coexistencia de bandas libres y desplazadas sugiere una interacción parcial bajo las 

condiciones evaluadas. MW: marcador de peso molecular (50–3000 pb). Corrida realizada en gel de agarosa 

al 2,5 % en tampón TB 0,5×, 100 V por 30 minutos. 

Ensayo Pull-Down para validación de interacción aptámero-proteína 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de interacción específica entre los aptámeros seleccionados y proteínas 

diana de Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, se realizaron ensayos tipo Pull-Down en condiciones 

controladas. Los aptámeros Pf y Pv, junto con sus versiones modulares (Pf_Mut y Pv_Mut), previamente 

acoplados a MNPs fueron incubados con pools de proteínas extraídas de pacientes infectados, y las proteínas 

capturadas fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE. A continuación, se presentan los resultados 

obtenidos, incluyendo el análisis de patrones de migración, comparación con controles negativos, y la 

observación preliminar de bandas específicas sugerentes de interacción molecular. 

• Carril 2 (Pf + proteínas P. falciparum): se detectan tres bandas prominentes de ∼ 55 kDa, ∼ 76 kDa y 

∼ 95 kDa, ausentes en el control (carril 9). 

• Carril 4 (Pf_Mut + proteínas): persiste únicamente la banda de ∼ 76 kDa, con intensidad reducida. 

• Carril 6 (Pv + proteínas P. vivax): aparecen dos bandas marcadas de ∼ 55 kDa y ∼ 75 kDa. 

• Carril 8 (Pv_Mut + proteínas): las señales son prácticamente indetectables. 

Estas diferencias refuerzan la especificidad de los aptámeros nativos y evidencian que las mutaciones 

introducidas comprometen la afinidad de unión, en concordancia con los resultados de EMSA. El peso molecular 

A) MW        1            2           3            4          B) MW         1            2           3            4          
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aparente se estimó visualmente comparando con el marcador preteñido de 35–250 kDa; los valores reportados 

son aproximados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Ensayo Pull-Down para evaluar la interacción entre aptámeros y proteínas de Plasmodium. 

MW: marcador de peso molecular; carriles 1–2: Apt Pf sin y con proteínas de P. falciparum; carriles 3–4: Apt 

Pf_Mut sin y con proteínas; carriles 5–6: Apt Pv sin y con proteínas de P. vivax; carriles 7–8: Apt Pv_Mut sin 

y con proteínas; carril 9: control negativo (MNPs con proteínas, sin aptámetro). Las flechas indican las bandas 

diferenciales referidas en el texto. El tamaño aparente se calculó por comparación visual con el marcador (35–

250 kDa). 

Resultados del filtrado bioinformático por peso molecular 

A partir del análisis de los proteomas completos de Plasmodium falciparum (5361 proteínas) y Plasmodium 

vivax (5438 proteínas), se aplicó un filtrado in silico basado en el peso molecular teórico de cada proteína. Este 

procedimiento se fundamentó en los patrones de migración observados experimentalmente en el gel SDS-

PAGE del ensayo Pull-Down, donde las bandas retenidas se ubicaron en un rango estimado de 50 a 95 kDa. 

Con el fin de evitar la exclusión de proteínas debido a posibles anomalías en la migración electroforética, 

atribuibles a modificaciones postraduccionales o formación de complejos, se amplió el rango de selección ±5 

kDa y se organizaron los resultados en subrangos específicos. Los resultados se resumen en la tabla 6. 

Tabla 6. Número de proteínas filtradas por rango de peso molecular en P. falciparum y P. vivax. 

Rango (kDa) N.° de proteínas en P. falciparum N.° de proteínas en P. vivax 

50–65 530 686 

70–85 369 360 

90–104 250 — 

Total 1149 1046 

 

    MW           1               2              3               4             5              6             7                8            9 



Las proteínas seleccionadas fueron organizadas por subrango y documentadas en los Anexos 9 (P. falciparum) 

y 10 (P. vivax), donde se consignan sus identificadores UniProt, nombres originales y traducidos, secuencias 

en formato FASTA y peso molecular estimado. Este enfoque permitió reducir de forma significativa el número 

de posibles blancos de reconocimiento, facilitando su priorización para análisis posteriores mediante 

espectrometría de masas, modelado estructural o evaluación experimental. 

Con el objetivo de focalizar aún más la búsqueda hacia proteínas de interés biomédico, se aplicó un segundo 

nivel de análisis orientado a identificar aquellas proteínas con respaldo en la literatura científica como antígenos 

vacunales, biomarcadores diagnósticos o blancos terapéuticos. Los resultados de esta priorización se 

presentan a continuación. 

Tabla 7.  Proteínas candidatas de interés biomédico identificadas en P. falciparum y P. vivax 

Proteína Peso 
(kDa) 

Especie UniProt ID Aplicación Referencia 

AMA-1 83.2 P. falciparum / 
P. vivax 

Q7K707 / 
A5K6N2 

Vacuna 
(120) 

MSP-1 103.8 P. falciparum / 
P. vivax 

P04933 / 
A5K6N6 

Vacuna / Diagnóstico 
(121) 

CSP 42.0 P. falciparum / 
P. vivax 

P14209 / 
A5K8V0 

Vacuna 
(122,123) 

CyRPA 63.4 P. falciparum Q8I2Q0 Vacuna (124) 
PvE140 81.6 P. vivax A5K9Y2 Vacuna / Diagnóstico (125) 

Plasmepsin V 59.3 P. falciparum Q8I5T5 Blanco terapéutico (126) 
TRAP 70.5 P. falciparum Q76NM2 Vacuna (etapa pre-eritrocítica) (127) 

PfHSP70 72.6 P. falciparum Q8II24 Blanco terapéutico; modulador 
del estrés 

(128) 

SUB1 82.3 P. falciparum Q8I0V0 Inhibidores en desarrollo 
(eritrocitos) 

(129) 

PfEMP1 exón 2 94.7 P. falciparum A0A143ZXL1 Diagnóstico molecular; variación 
antigénica 

(130) 

P47 65.2 P. falciparum Q8IDN0 Transmisión sexual del parásito (131) 
Nucleoside 
transporter 

50.1 P. falciparum Q8I2A8 Blanco terapéutico 
(132) 

DMT1 putative 84.4 P. falciparum Q8IBU2 Transporte fármaco/metabolito (133) 
VIR12 (y 
variantes 
múltiples) 

52.3 P. vivax A0A1Z1LVU6, 
A5KCU8, 
A5K697, 
A5K8H5, 
A5KCR2 

Marcadores de exposición; 
antígenos de superficie 

exportados (134) 

VIR2 / PvLP2 / 
VIR24 

66.8 P. vivax — Indicadores de exposición 
materna; correlacionan con 

infección natural 
(135) 

 

 

 

 



6. DISCUSIÓN 

Caracterización inicial de las muestras y discrepancias diagnósticas 

En este estudio, se reclutaron 48 pacientes provenientes de una región endémica para malaria en el Chocó, 

observándose una edad media de 38,7 años (IC 95 %: 33,4–44,0) y un leve predominio de hombres (54,2 %). 

Estos hallazgos coinciden con estudios realizados en otras regiones de Colombia. Por ejemplo, Knudson-

Ospina et al. (2015), en Córdoba, reportaron una mayor proporción de casos en adultos jóvenes, con predominio 

masculino(136), al igual que lo observado en investigaciones en el Chocó por Hernández Sarmiento et al. (2020), 

donde se describió un comportamiento epidemiológico similar, particularmente en municipios con alta 

transmisión(137). De manera complementaria, Feged-Rivadeneira et al. observaron que la incidencia máxima 

en Colombia ocurre entre los 20 y 30 años, con una mayor frecuencia en hombres, atribuido principalmente a 

factores de exposición ocupacional y roles de movilidad en zonas endémicas(138). Este sesgo de género 

también se reflejó en estudios de la región del Darién, frontera entre Panamá y Colombia, donde la malaria 

afectó con mayor frecuencia a adultos jóvenes varones entre los 15 y 49 años (Cáceres-Carrera et al., 2019). 

En cuanto a los signos y síntomas clínicos, los más frecuentes en la población estudiada fueron fiebre (64,6 %), 

cefalea (60,4 %), escalofríos (43,8 %) y cansancio (41,7 %)(139). Este patrón sintomático es compatible con lo 

reportado en Córdoba (Knudson-Ospina et al., 2015), donde la malaria no complicada se manifestó 

predominantemente con fiebre y cefalea, y también con reportes clínicos en otras zonas del país, como Norte 

de Santander y el mismo Chocó.  

Para definir los cuatro pools utilizados en el Bio-SELEX se aplicó: microscopía de gota gruesa, prueba rápida 

HRP2/LDH y PCR 18S anidada, a las 48 muestras recolectadas. La microscopía confirmó siete casos de malaria, 

la PCR coincidió en cuatro de ellos y la RDT detectó seis. El acuerdo observado entre microscopía, prueba 

rápida y PCR fue del 91,7% (44 de 48 muestras), con un índice de Kappa global de 0,735, lo que corresponde 

a una concordancia sustancial de acuerdo con la clasificación de Landis y Koch, lo que confirma la existencia 

de falsos negativos en las plataformas rápidas y moleculares. Con base en la concordancia final se 

establecieron cuatro categorías: Pf (n = 4), Pv (n = 3), CNE (n = 10) y CNNE (n = 31). Esta clasificación aseguró 

que las rondas negativas y positivas contaran con pools bien definidos para depurar secuencias inespecíficas 

y enriquecer aptámeros de interés. 

Aun empleando métodos diagnósticos aceptados, varios pacientes positivos por microscopía resultaron 

negativos por RDT HRP2/LDH y, en algunos casos, por PCR. Todos ellos presentaban gametocitos circulantes, 

evidenciando una brecha entre la parasitemia observable y la sensibilidad de las herramientas antigénicas y 

moleculares. Cuando el parásito se encuentra mayoritariamente en forma de gametocitos maduros (estadios 

IV–V), la detección puede fallar: la proteína HRP2, blanco de la mayoría de las RDT, se expresa sobre todo en 

los estadios asexuales tempranos (0-48 h post-invasión) y disminuye drásticamente en los estadios sexuales 

avanzados, reduciendo la sensibilidad de la prueba(140).  

Además, los gametocitos inmaduros se desarrollan principalmente en la médula ósea y alcanzan la sangre 

periférica solo cuando maduran, lo cual limita su acceso a las muestras convencionales(141). Incluso cuando 

los gametocitos maduros están en circulación, su detección por PCR puede verse comprometida por la menor 

cantidad de ADN nuclear respecto a las formas asexuales y por la diferencia en los genes transcritos 

activamente, ya que muchas PCR estándar amplifican regiones expresadas únicamente durante las fases 

asexuales del parásito(142,143). Estos hallazgos se alinean con estudios en Colombia como el de Cortés y 

Guerra (2020), en municipios endémicos, donde la concordancia entre RDT y microscopía fue moderada y 

sorprendentemente la sensibilidad de la microscopía superó a la PCR en detección de casos positivos(144). 



Asimismo, evaluaciones locales de RDT tipo HRP2/pLDH mostraron sensibilidades altas (95 % con parasitemia 

≥ 100 p/µL para P. falciparum y 99 % para P. vivax), pero con pérdida de sensibilidad por debajo de ese umbral 

y en casos con baja parasitemia o formas sexuales(145). Esta caracterización diagnóstica inicial proporcionó 

un punto de partida sólido para el Bio-SELEX, garantizando que los aptámeros se seleccionaran contra 

muestras correctamente clasificadas y que las rondas negativas incluyeran verdaderos controles endémicos y 

no endémicos libres de infección. 

En conjunto, esta caracterización clínica y diagnóstica inicial permitió establecer criterios sólidos para la 

clasificación de las muestras en pools positivos y negativos. Esta clasificación fue esencial para aumentar la 

especificidad del Bio-SELEX, evitando la inclusión de muestras mal categorizadas que pudieran introducir ruido 

o secuencias inespecíficas. Así, el diseño experimental quedó mejor adaptado a las condiciones reales de los 

pacientes en contextos endémicos, mejorando la aplicabilidad de los aptámeros seleccionados. 

Limitaciones logísticas y efectos en la sensibilidad 

Es importante destacar que la logística y la recolección de las muestras se vieron afectadas por problemas de 

orden público, lo que impidió su traslado en los tiempos programados. Las carreteras sin pavimentar y las altas 

temperaturas de la región dificultaron mantener la cadena de frío. Estudios previos han demostrado que la 

viabilidad de Plasmodium falciparum en sangre refrigerada disminuye aproximadamente un 75 % durante las 

primeras 24 horas, y que, aunque los parásitos pueden seguir siendo visibles al microscopio hasta por 28 días, 

pierden completamente su capacidad de replicación después de 14 días, debido a la lisis celular y la 

degradación de estructuras internas del parásito(146). En consecuencia, el transporte de muestras en 

condiciones subóptimas reduce la carga parasitaria viable y, con ello, la sensibilidad tanto de la microscopía 

como de las pruebas diagnósticas observada en nuestro estudio.  

Estas limitaciones reflejan escenarios reales en zonas de alta transmisión donde el diagnóstico oportuno es 

más difícil. El uso de estas muestras en el proceso de selección fortalece la relevancia práctica de los aptámeros 

generados, dado que fueron seleccionados frente a matrices clínicas que simulan las condiciones operativas 

de un entorno endémico. 

Curva qPCR 

Eficiencia de amplificación 

Aun cuando la eficiencia calculada fue ≈ 72 %, es decir, inferior al umbral «ideal» del 90–110 %, tal como se 

evidencia en la figura. 11. Sin embargo, varios elementos avalan la solidez del ensayo. El coeficiente de 

correlación de la curva estándar alcanzó R² = 0,990, por encima del mínimo aceptado (≥ 0,98), lo que confirma 

una relación log-lineal robusta entre Ct y concentración. Además, las réplicas técnicas mostraron desviaciones 

estándar < 0,25 Ct en todas las rondas de selección, reflejando muy buena reproducibilidad(147). Es esencial 

subrayar que el análisis fue comparativo, no absoluto: nuestro objetivo era monitorizar el enriquecimiento 

relativo del pool ronda a ronda; por tanto, una eficiencia subóptima afecta por igual a todas las mediciones y no 

compromete la interpretación de ΔCt. 

La literatura respalda este escenario. Kneißle et al. (2023) describieron el método IMPATIENT-qPCR y 

señalaron que la eficiencia puede verse lastrada por la complejidad estructural de las bibliotecas de aptámeros 

(bucles, G-cuádruplex) de modo que valores < 90 % son frecuentes en SELEX (148). Del mismo modo, 

Vorobyeva et al. (2022) advirtieron que la amplificación preferencial de secuencias sencillas o con menor 



contenido de GC introduce sesgos y reduce la eficiencia aparente (149,150). Reconocer estas particularidades 

termodinámicas es clave para interpretar correctamente los datos del proceso SELEX. 

Evolución de la Tm (Melt-curve) 

Las curvas de disociación de los aptámeros seleccionados contra P. vivax mostraron, en todas las rondas 

positivas, dos picos bien definidos: uno constante a 66–68 °C y otro, dominante, a 80,0–80,5 °C, como se 

observó en la figura 13 y 15, respectivamente. En específico, P. falciparum: a partir de la ronda 6 el pico de baja 

Tm fue disminuyendo hasta desaparecer, mientras que el pico alto se estabilizó en 80 ± 0,5 °C. La desaparición 

de picos secundarios, combinada con ese desplazamiento ascendente de la Tm, indica que las secuencias no 

específicas (dímeros de cebadores/heterodúplex) fueron eliminadas y que el pool quedó dominado por 

estructuras homogéneas y ricas en GC, lo que se asocia con mayor afinidad(148,151).  Mientras que, para P. 

vivax: en todas las rondas positivas persistieron dos picos: uno constante a 66–68 °C y otro a 80,0–80,5 °C. El 

pico alto refleja un subconjunto ya enriquecido; la supervivencia del pico bajo sugiere:  presión selectiva más 

suave, mayor complejidad conformacional de los blancos o complejos menos estables que se liberan durante 

los lavados y vuelven a amplificarse. 

Este comportamiento dual concuerda con la literatura: la Tm global suele subir conforme avanza la selección 

porque aumenta el contenido de GC y se depuran estructuras inestables; sin embargo, pools frente a blancos 

muy heterogéneos pueden retener una fracción de amplicones de baja Tm aun en rondas tardías(152). 

Números de ciclos de detección 

Diversos grupos han demostrado que la convergencia de la curva de fusión (Melt-curve) hacia un único pico de 

Tm elevada es un indicador fiable de que el pool de aptámeros se ha enriquecido en secuencias 

estructuralmente homogéneas y de mayor afinidad. En la metodología IMPATIENT-qPCR, por ejemplo, se 

correlacionó el incremento ronda a ronda de la Tm atribuido al aumento del contenido GC con el aumento de 

afinidad, y se recomendó detener la selección cuando el desplazamiento entre rondas fuese < 0,5 °C (148).  

En el presente Bio-SELEX la selección positiva se interrumpió en la ronda 9 porque los parámetros cuantitativos 

mostraron que el enriquecimiento había alcanzado un punto de saturación. El descenso del Ct de moléculas 

unidas entre rondas fue < 0,3 ciclos y, considerando que la PCR operó con una eficiencia real de ≈ 72 %, esa 

diferencia representa un aumento < 1,25 veces en el número de copias, muy por debajo del umbral práctico (≥ 

2-fold) que justificaría rondas adicionales, tal como se observa en la figura 12 y 14. A la vez, las curvas de 

disociación convergieron hacia un único pico dominante a 80 ± 0,5 °C, lo que evidencia homogeneidad 

estructural y sugiere que la mayoría de las secuencias comparten un mismo motivo de alta afinidad(153).  

Varios autores subrayan que, a partir de la quinta-séptima ronda, la aparición de un solo pico alto y la 

desaparición de picos secundarios indican que los heterodúplexes y artefactos han sido depurados (109), 

permitiendo concluir el proceso sin riesgo de perder diversidad funcional(154). Continuar la amplificación bajo 

estas condiciones incrementa el riesgo de pérdida de diversidad y generación de artefactos sin mejorar la 

afinidad global, tal como advierten Stoltenburg et al. (111) y Blind & Blank (155). Además, las seis rondas 

negativas iniciales frente a albúmina/IgG y extractos de controles endémicos y no endémicos ya habían 

eliminado las secuencias con afinidad por proteínas humanas abundantes; rondas negativas adicionales 

habrían reducido aún más la diversidad funcional. En conjunto, la estabilización del ΔCt, la convergencia de la 

Tm y el equilibrio entre depuración y conservación de diversidad respaldan la decisión de detener el proceso 

tras 15 rondas totales. 



Cabe señalar que la mayoría de los protocolos SELEX frente a proteínas recombinantes o complejas se 

detienen entre 8 y 12 rondas positivas; quedar dentro de este rango (ronda 9) evita el sesgo de sobre 

amplificación y mantiene la diversidad funcional.  

Calidad de la biblioteca NGS y su pertinencia en Bio-SELEX 

Se obtuvieron 401.473 lecturas en P. falciparum y 421.104 en P. vivax mediante secuenciación Illumina 2×250 

pb. Tras el proceso de trimming y filtrado de calidad, se conservaron 141.593 y 152.808 secuencias válidas, lo 

que representó el 35,3 % y 36,2 % del total, respectivamente. Este rendimiento es comparable al reportado en 

experimentos HT-SELEX: Schütze et al. conservaron un 43 % de 13 × 10⁶ lecturas útiles tras eliminar 

secuencias sin región aleatoria(156). e forma similar, Aschl (2021) documentó tasas de eliminación por trimming 

de adaptadores de entre 10 % y 11 %, además de pérdidas adicionales atribuibles a empalmes incorrectos o 

lecturas de baja calidad(157). Estos datos confirman que la depuración post-NGS representa una reducción 

sustancial del volumen bruto, sin comprometer la diversidad funcional de la biblioteca. 

La inclusión de predicciones estructurales y análisis termodinámico de ΔG permitió seleccionar candidatos no 

solo por abundancia, sino también por estabilidad conformacional. Estudios recientes demuestran que esta 

integración de análisis de estructura secundaria mejora significativamente la probabilidad de identificar 

aptámeros funcionales(158), especialmente cuando se combinan métodos de frecuencia con predicción in silico 

de elementos estructurales como bucles internos, horquillas y tallos. Asimismo, se ha reportado que aptámeros 

con ΔG moderadamente bajos tienden a presentar un mejor balance entre estabilidad y especificidad, aunque 

la afinidad no depende exclusivamente del valor energético(159). 

En conjunto, el volumen y calidad de la biblioteca obtenida permitieron realizar análisis de frecuencia, 

agrupamiento (clustering) y descubrimiento de motivos en consonancia con los estándares HT-SELEX. Además, 

se ha demostrado que la incorporación de NGS en SELEX supera ampliamente a la secuenciación Sanger al 

revelar aptámeros minoritarios de alta afinidad que de otro modo pasarían inadvertidos (160). Los motivos 

identificados guiaron el diseño racional de los aptámeros modulares Pf_Mut y Pv_Mut, que fueron 

posteriormente evaluados mediante EMSA y ensayos de Pull-Down, subrayando así la utilidad práctica de la 

depuración post-NGS para el desarrollo de candidatos diagnósticos robustos. 

Aptámeros modulares 

Diseño racional a partir de motivos bioinformáticos 

La identificación de motivos nucleotídicos frecuentes se realizó con FASTAptamer, que analizó la biblioteca 

depurada por NGS y extrajo los diez Motif más abundantes. Esos Motifs sirvieron de insumo para el diseño 

racional de los aptámeros modulares Pf_Mut y Pv_Mut: una estrategia análoga a Motif-SELEX (161), que 

prioriza secuencias recurrentes para mejorar la afinidad, así como por modelos computacionales de alto 

rendimiento que optimizan aptámeros en función de datos enriquecidos(162). 

En este contexto, los aptámeros modulares fueron diseñados integrando racionalmente los motivos 

seleccionados, siguiendo lineamientos descritos por Darmostuk et al. quienes destacan que la evolución 

reciente de la tecnología SELEX ha incorporado el análisis de motivos y el diseño modular como herramientas 

clave para mejorar la especificidad y la capacidad de unión(163). Varios trabajos han mostrado que esta 

optimización pos-SELEX reemplazar regiones variables por Motif recurrentes se traduce en un incremento 

medible de la afinidad y la eficiencia de reconocimiento puede traducirse en una mayor afinidad de unión y una 

mejor eficiencia en el reconocimiento molecular(164). 



Evaluación funcional por EMSA 

Los resultados obtenidos mediante EMSA con aptámeros modulares constituyen una validación funcional del 

protocolo Bio-SELEX. La presencia de bandas desplazadas en los extractos parasitarios indica que las 

secuencias seleccionadas conservan la capacidad de reconocer al menos una proteína diana, lo que respalda 

la eficacia del proceso de enriquecimiento, aun cuando la identidad molecular del blanco permanezca por 

determinar. La evaluación con versiones modulares de los aptámeros permitió analizar el impacto estructural 

de las modificaciones sobre su capacidad de interacción con los extractos proteicos. En los ensayos realizados 

con Pf_Mut y Pv_Mut se observaron bandas desplazadas indicativas de interacción aptámero-proteína, aunque 

con una intensidad visiblemente menor en comparación con los aptámeros nativos. Este hallazgo sugiere que 

las modificaciones no eliminaron completamente la capacidad de unión, pero sí pudieron haber afectado 

regiones estructuralmente relevantes para la estabilización del complejo, como ha sido documentado en 

estudios previos(165). La reducción en la intensidad de la señal podría atribuirse a una menor afinidad intrínseca, 

a alteraciones en la estructura secundaria o a una menor estabilidad del complejo durante la electroforesis(166).  

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por estudios recientes que han empleado aptámeros dirigidos contra 

proteínas de Plasmodium. Godonoga et al. (2016) utilizaron EMSA para validar un aptámero de ADN dirigido a 

una proteína de P. falciparum, observando un desplazamiento de banda que confirmó la formación del complejo 

aptámero-proteína(167). Pitolli et al. (2024), por su parte, diseñaron aptámeros de ARN contra la proteína tRip 

y también confirmaron su interacción mediante EMSA, reportando desplazamientos electroforéticos 

dependientes de la concentración del aptámero(168). En ambos estudios se emplearon proteínas purificadas, 

lo cual facilita la validación, pero no refleja las condiciones clínicas reales. Además, estudios como el de Cheung 

et al. (2018) emplearon EMSA como control de especificidad frente a proteínas humanas, lo cual respalda su 

utilidad no solo para confirmar interacción, sino también para descartar reactividad cruzada(169). 

A diferencia de dichos trabajos, que utilizaron proteínas purificadas, el presente estudio empleó extractos 

proteicos clínicos mixtos, lo que representa un sistema más complejo pero más cercano a las condiciones reales 

de aplicación diagnóstica. La concordancia entre los resultados obtenidos y los reportados en la literatura 

refuerza la validez funcional de los aptámeros seleccionados y su potencial como herramienta diagnóstica en 

contextos clínicos.  

Validación funcional en muestras clínicas distintas a las utilizadas en el Bio-SELEX 

Con el fin de evaluar la aplicabilidad de los aptámeros seleccionados en un contexto clínico real, se realizaron 

ensayos EMSA utilizando pools de muestras clínicas distintas a las empleadas durante el proceso de Bio-

SELEX. Estas muestras provenían de pacientes con diagnóstico confirmado de malaria por P. falciparum o P. 

vivax, recolectadas en el marco de la Fase II del estudio, y representan un entorno proteico heterogéneo y 

biológicamente relevante. 

A pesar de la complejidad de la matriz biológica, que incluye proteínas humanas en altas concentraciones y 

potenciales interferentes, se observó un leve pero reproducible retardo en la migración de las bandas tras la 

incubación con los aptámeros nativos. Este fenómeno sugiere la formación de complejos aptámero-proteína 

con componentes presentes en las muestras clínicas, lo que podría indicar que los aptámeros conservan su 

capacidad de reconocimiento en un entorno distinto al que fueron seleccionados inicialmente. La menor 

intensidad observada en comparación con los pools de sangre total de pacientes infectados puede atribuirse a 

varios factores: menor concentración del blanco molecular, presencia de isoformas no coincidentes, 

interferencia de proteínas del hospedero o competencia por unión no específica. Sin embargo, estos resultados 



aportan evidencia funcional de que los aptámeros son capaces de reconocer proteínas nativas incluso cuando 

están inmersas en una matriz clínica compleja. 

Validación de la interacción aptámero-proteína mediante ensayo Pull-Down 

Los resultados del ensayo Pull-Down corroboraron la capacidad de unión selectiva de los aptámeros nativos 

(Pf y Pv) hacia proteínas presentes en muestras clínicas de malaria. La retención de bandas distinguibles en el 

rango de ~50–95 kDa, ausentes en los controles y en algunos de los aptámeros modulares, sugiere que la 

interacción está mediada por la integridad estructural y funcional del aptámero. La aparición de múltiples bandas 

en cada carril plantea dos escenarios no excluyentes: por un lado, los aptámeros podrían reconocer más de 

una proteína con epítopos estructurales convergentes; por otro, podrían estar detectando isoformas o variantes 

postraduccionales de una misma proteína, como ocurre con frecuencia en las etapas sanguíneas de 

Plasmodium spp., donde son comunes fenómenos como la fosforilación, glicosilación o el clivaje limitado(170). 

Esta heterogeneidad molecular, lejos de ser una limitante, ofrece la ventaja de capturar un repertorio más amplio 

de biomarcadores circulantes, aumentando la cobertura del sistema de detección. 

Estos hallazgos constituyen la base de la siguiente fase del estudio: identificar las proteínas capturadas 

mediante espectrometría de masas (LC MS/MS), con el propósito de validar su potencial como blancos 

diagnósticos o terapéuticos. Para restringir el universo de posibles dianas reconocidas en el ensayo Pull Down, 

se aplicó una estrategia de filtrado bioinformático sobre los proteomas completos de P. falciparum y P. vivax, 

considerando exclusivamente aquellas proteínas cuyo peso molecular teórico coincidía con los rangos 

observados experimentalmente. Estos intervalos fueron establecidos a partir del análisis visual del SDS PAGE 

y ampliados en ±5 kDa, con el objetivo de incluir proteínas que pudieran presentar migración anómala debido 

a modificaciones postraduccionales o a la formación de complejos estables(171,172).  

or otro lado, el Pull Down realizado con los aptámeros modulares (Pf_Mut y Pv_Mut) evidenció una reducción 

drástica en la cantidad y la intensidad de las bandas recuperadas. Este comportamiento, concordante con los 

resultados del EMSA, sugiere que los nucleótidos sustituidos participan directamente en la interfaz de 

reconocimiento con la proteína blanco. No obstante, la presencia residual de señal indica que otros elementos 

estructurales del aptámero, como bucles, horquillas o motivos secundarios, continúan contribuyendo a la 

interacción, aunque con menor afinidad. Estos hallazgos respaldan el uso de mutagénesis dirigida como 

herramienta para mapear regiones funcionales críticas y optimizar la afinidad y especificidad de los aptámeros, 

tanto para aplicaciones diagnósticas como terapéuticas. 

 Diversos estudios han demostrado que los aptámeros pueden emplearse con éxito como herramientas de 

captura específica en estrategias de Pull-Down acopladas a nanopartículas, incluso en contextos biológicos 

altamente complejos. Por ejemplo, Kim et al. (2014) reportaron el uso de aptámeros conjugados a esferas 

magnéticas funcionalizadas para la captura y enriquecimiento de proteínas blanco en fluidos humanos, 

seguidos de su identificación mediante espectrometría de masas(173). Estos antecedentes respaldan la 

aplicabilidad del uso de aptámeros como elementos de afinidad en metodologías Pull-Down dirigidas, y permiten 

extrapolar con fundamento su uso en contextos infecciosos, como el de la malaria. En este sentido, la 

implementación de aptámeros seleccionados contra P. falciparum y P. vivax, acoplados a matrices sólidas, se 

presenta como una herramienta promisoria para capturar proteínas expresadas por el parásito directamente 

desde lisados celulares o matrices clínicas. La combinación de aptámeros con nanopartículas funcionalizadas 

no solo ofrece ventajas en cuanto a especificidad y estabilidad, sino que representa una alternativa robusta y 

reproducible para el descubrimiento de biomarcadores relevantes, con aplicaciones potenciales tanto en el 

diagnóstico precoz como en la validación de nuevos blancos terapéuticos. 



Priorización in silico de candidatos proteicos    

El filtrado bioinformático aplicado a los proteomas completos de Plasmodium falciparum y P. vivax permitió 

reducir de manera significativa el número de posibles proteínas diana reconocidas por los aptámeros 

seleccionados en el ensayo Pull-Down. De un total de 5361 proteínas en P. falciparum y 5438 en P. vivax, se 

seleccionaron 1149 y 1046 proteínas, respectivamente, cuyos pesos moleculares teóricos se encontraban 

dentro de los rangos observados experimentalmente (50–65, 70–85 y 90–104 kDa). 

Este enfoque de preselección por peso molecular es ampliamente utilizado en estudios de proteómica dirigida 

y validación de interacciones moleculares, especialmente cuando se parte de mezclas complejas sin 

información previa sobre los blancos moleculares(174). La organización de las proteínas candidatas por 

subrango facilita su priorización en los análisis posteriores por espectrometría de masas (LC-MS/MS), y permite 

establecer correspondencias más objetivas entre los patrones de bandas observados en el gel y las posibles 

identidades proteicas. En ambos proteomas, el mayor número de proteínas candidatas se concentró en el rango 

de 50–65 kDa, lo cual puede atribuirse tanto a la distribución natural del peso de las proteínas codificadas en 

Plasmodium, como a una posible preferencia estructural de los aptámeros por blancos de tamaño 

intermedio(175). Sin embargo, esta estrategia presenta limitaciones inherentes: el peso molecular estimado por 

SDS-PAGE puede diferir del valor teórico debido a múltiples factores, entre ellos modificaciones 

postraduccionales (como fosforilación, glicosilación o clivaje proteolítico), migración anómala o formación de 

complejos estables(171,176). En este sentido, la revisión de Doerig et al. (168) evidencia que las modificaciones 

postraduccionales en Plasmodium alteran significativamente la migración electroforética en SDS-PAGE, lo cual 

justifica la ampliación de ±5 kDa aplicada en el presente estudio. 

Adicionalmente, como lo señalaron Wuchty et al. (2007), los mapas de interacción proteica existentes no cubren 

de manera exhaustiva el proteoma completo, lo que refuerza la necesidad de implementar estrategias de 

depuración sistemática como la aquí utilizada, con el fin de identificar dianas moleculares emergentes en 

estudios proteómicos dirigidos(177). 

Tras este primer nivel de filtrado, se aplicó un segundo criterio de priorización basado en la relevancia biomédica 

de las proteínas seleccionadas. Mediante un análisis cruzado con bases de datos especializadas (UniProtKB, 

PubMed, PlasmoDB, IEDB y PDB), se identificaron proteínas con respaldo experimental como antígenos 

vacunales, biomarcadores diagnósticos o blancos terapéuticos. Entre las proteínas priorizadas destacaron 

AMA-1, CSP, MSP-1, CyRPA, PvE140, Plasmepsina V y PfMDR1, todas ellas con documentación científica 

que respalda su participación en mecanismos clave del ciclo del parásito y su evaluación en ensayos clínicos o 

preclínicos. Además, se incorporaron proteínas adicionales como TRAP, PfHSP70, SUB1, PfEMP1, P47 y 

transportadores implicados en resistencia a fármacos, las cuales también se encuentran dentro de los rangos 

de peso establecidos y fueron detectadas en el subconjunto filtrado. 

La integración de ambos niveles de análisis permite no solo optimizar el proceso de identificación mediante LC-

MS/MS, sino también dirigir la atención hacia proteínas con mayor probabilidad de implicación biológica y 

utilidad en fases posteriores del estudio, como el modelado estructural, el diseño de epítopos o la validación 

inmunológica. 

En conjunto, estos resultados validan la hipótesis central de este trabajo: los aptámeros seleccionados mediante 

Bio-SELEX son capaces de reconocer proteínas relevantes presentes en muestras clínicas de malaria y 

capturarlas de manera específica a través ensayos tipo Pull-Down. La integración de este enfoque experimental 

con herramientas de filtrado bioinformático por peso molecular y relevancia biomédica no solo permitió reducir 



el universo de análisis, sino también anticipar con mayor precisión las posibles identidades de las proteínas 

retenidas. Este enfoque estratégico da cumplimiento al segundo objetivo específico de la investigación y habilita 

la siguiente fase del estudio: la caracterización por espectrometría de masas (LC-MS/MS) de los complejos 

proteína-aptámero. Se espera que esta caracterización confirme la presencia de proteínas con funciones clave 

en la biología del parásito y valor diagnóstico o terapéutico comprobado, lo cual consolidaría el uso de 

aptámeros como herramientas prometedoras en el desarrollo de plataformas de detección o intervención contra 

la malaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. CONCLUSIONES 

Este estudio demostró que la aplicación de la estrategia Bio-SELEX sobre extractos proteicos de sangre total 

de pacientes infectados con P. falciparum y P. vivax, lo cual permitió seleccionar varios aptámeros con 

capacidad de interacción específica hacia componentes presentes en dichos extractos. La validación funcional 

mediante EMSA y Pull-Down confirmó la afinidad del aptámero por al menos una proteína, respaldando la 

eficacia del proceso de selección. 

Aunque no fue posible identificar directamente el blanco molecular mediante espectrometría de masas, el 

filtrado bioinformático basado en el peso molecular permitió proponer candidatos teóricos. Estos resultados 

constituyen una validación funcional preliminar y demuestran el potencial del enfoque Bio-SELEX para el 

desarrollo de herramientas diagnósticas. 

En conjunto, esta investigación sienta una base sólida para el uso de aptámeros en contextos clínicos, 

especialmente en el diseño de plataformas adaptables a territorios con recursos limitados. 

Cabe destacar que este trabajo forma parte de un macroproyecto de investigación más amplio, el cual 

contempla la realización de estudios de identificación proteica mediante espectrometría de masas acoplada a 

cromatografía líquida (LC-MS/MS). Esta fase futura será determinante para validar la especificidad de los 

blancos moleculares, confirmar su relevancia diagnóstica y guiar la optimización de los aptámeros obtenidos. 

Por tanto, los resultados aquí presentados deben entenderse como una validación funcional preliminar, útil para 

sustentar futuras etapas de desarrollo. El uso de extractos nativos en la selección y en los ensayos funcionales 

otorga valor biológico y aplicabilidad clínica al modelo, pero también impone desafíos en cuanto a la 

interpretación precisa del blanco molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LIMITACIONES 

A lo largo del desarrollo de esta investigación, se reconocieron diversas limitaciones técnicas, logísticas y 

metodológicas que deben considerarse al interpretar los resultados obtenidos: 

1. Posible reacción cruzada entre especies del género Plasmodium spp. 

Aunque se realizaron seis rondas negativas utilizando albúmina e IgG humanas, muestras de individuos no 

infectados de zonas endémicas, y extractos del Plasmodium alterno, no puede descartarse por completo la 

reactividad cruzada a nivel de género. Estas rondas eliminan secuencias con afinidad por epítopos comunes o 

inmunodominantes, pero no garantizan que los aptámeros seleccionados reconozcan exclusivamente 

antígenos especie-específicos. Es posible que algunos aptámeros se dirijan a proteínas conservadas del género, 

como chaperonas o enzimas metabólicas esenciales. Esta hipótesis se ve respaldada por la atenuación parcial 

de la señal en aptámeros modulares y la presencia de múltiples bandas en los ensayos de Pull-Down. Futuros 

análisis de especificidad cruzada con otras especies de Plasmodium e incluso con patógenos febriles 

prevalentes (como dengue o leishmaniasis) serán clave para validar la especificidad diagnóstica. 

2. Ausencia de identificación proteica por espectrometría de masas (LC-MS/MS) 

Si bien los ensayos Pull-Down permitieron capturar proteínas a partir de extractos nativos y se aplicaron filtros 

bioinformáticos por peso molecular, no se logró identificar las proteínas blanco mediante espectrometría de 

masas. Esta carencia limita la capacidad de determinar la identidad y función de los blancos moleculares 

reconocidos por los aptámeros, y por tanto, su especificidad real como biomarcadores. La posterior 

identificación por LC-MS/MS de las bandas ya capturadas permitirá esclarecer si los blancos son genuinamente 

especie-específicos o corresponden a proteínas conservadas del género. En caso de comprobarse reactividad 

cruzada, el panel de aptámeros podrá refinarse mediante rondas negativas adicionales dirigidas al ortólogo no 

deseado, o mediante ingeniería molecular para mejorar la discriminación fina entre isoformas. 

3. Condiciones logísticas adversas en la recolección de muestras clínicas 

La obtención de muestras en zonas rurales del Chocó enfrentó múltiples desafíos: accesos limitados, poca 

disponibilidad del personal de salud, temperaturas ambientales elevadas y problemas de orden público. Estas 

condiciones dificultaron el mantenimiento estricto de la cadena de frío y pudieron comprometer la integridad de 

las muestras biológicas, afectando la calidad de los extractos proteicos y, posiblemente, la sensibilidad 

diagnóstica de los ensayos. Para futuras fases del proyecto, se recomienda el fortalecimiento de alianzas con 

instituciones locales y la implementación de estrategias logísticas alternativas. 

4. Falta de validación diagnóstica cuantitativa 

Aunque los ensayos funcionales cualitativos (EMSA y Pull-Down) evidenciaron interacciones aptámero–blanco, 

no se realizaron pruebas diagnósticas cuantitativas estandarizadas que permitieran determinar sensibilidad, 

especificidad, límites de detección (LOD) o valores predictivos bajo condiciones clínicas simuladas. Será 

necesario desarrollar en fases futuras plataformas tipo ELONA, sensores electroquímicos o pruebas de flujo 

lateral para evaluar el rendimiento de los aptámeros en cohortes representativas y establecer su utilidad 

diagnóstica real. 

 

 



PERSPECTIVAS 

Este trabajo representa un paso inicial en la validación funcional, a escala de laboratorio, de un aptámero 

obtenido mediante la estrategia Bio-SELEX contra extractos proteicos de P. falciparum y P. vivax. Aunque los 

resultados obtenidos son preliminares, permiten visualizar el potencial de estos aptámeros como herramientas 

diagnósticas, resaltando la necesidad de continuar con el desarrollo y optimización de los ensayos empleados. 

Los experimentos funcionales realizados, aportan evidencia complementaria sobre la capacidad del aptámero 

para interactuar con componentes del extracto proteico. En particular, el EMSA mostró un cambio en la 

movilidad electroforética del aptámero, lo que indica una interacción molecular capaz de modificar su estructura 

secundaria, apoyando la hipótesis de unión específica. Por su parte, el ensayo de Pull-Down evidenció la 

retención de proteínas por parte del aptámero, reforzando su funcionalidad. Si bien no se realizó espectrometría 

de masas para la identificación directa de estas proteínas, se aplicó un filtrado bioinformático basado en el peso 

molecular de las bandas obtenidas, lo cual permitió proponer candidatos proteicos preliminares dentro del rango 

esperado. Estos hallazgos permiten concluir que el aptámero presenta afinidad por al menos un componente 

del extracto total de proteínas, validando funcionalmente el principio del Bio-SELEX aplicado. El uso del extracto 

completo como blanco durante el proceso de selección favoreció la obtención de aptámeros capaces de 

reconocer antígenos nativos en condiciones cercanas al entorno clínico real. 

Sin embargo, este estudio constituye apenas una validación funcional inicial. Para avanzar hacia el desarrollo 

de una prueba diagnóstica robusta, específica y clínicamente aplicable basada en aptámeros, será necesario 

realizar estudios complementarios que incluyan: 

• Identificación de los blancos moleculares mediante técnicas de LC-MS/MS, lo cual permitirá confirmar 

la identidad y función de las proteínas reconocidas y evaluar su especificidad a nivel de especie. 

• Evaluación de especificidad cruzada frente a otras especies de Plasmodium y enfermedades febriles 

frecuentes en zonas endémicas, como dengue, leishmaniasis o Chikungunya. 

• Medición de parámetros diagnósticos clave, tales como sensibilidad, especificidad, constantes de 

disociación (Kd) y límites de detección. 

• Desarrollo de plataformas diagnósticas de campo, como biosensores electroquímicos o sistemas de 

flujo lateral, que permitan una detección rápida, portátil y de bajo costo. 

• Análisis de estabilidad del aptámero, para asegurar su funcionalidad en condiciones ambientales 

diversas y durante el almacenamiento prolongado. 

Además, la estrategia utilizada en este trabajo podría extrapolarse a otros patógenos de interés en salud pública 

en Colombia, ampliando el uso de Bio-SELEX como una herramienta versátil para el desarrollo de tecnologías 

diagnósticas basadas en aptámeros. En resumen, aunque aún quedan múltiples etapas por desarrollar, los 

resultados obtenidos sientan una base sólida para continuar explorando el uso de aptámeros como 

componentes clave en el diseño de herramientas diagnósticas innovadoras, específicas y adaptadas al contexto 

local. 

 

 

 



CONSIDERACIONES ÉTICAS 

El protocolo de investigación fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Colombiano de 

Medicina Tropical (ICMT) en su sesión del 25 de abril de 2024 (Acta No. 91). La carta de aval, fechada el 22 de 

mayo de 2024, clasifica el estudio como de riesgo mínimo conforme a la Resolución 8430/1993 del Ministerio 

de Salud de Colombia. Véase Anexo 4. 

El estudio se desarrolló conforme a los principios éticos establecidos en la Resolución 008430 de 1993 (Título 

II, Capítulo I), normativa que regula la investigación con seres humanos en Colombia. Se respetó en todo 

momento la dignidad, los derechos y el bienestar de los participantes, preservando su privacidad. 

De acuerdo con la clasificación de la resolución, la investigación se consideró de riesgo mínimo, ya que solo 

implicó la obtención de dos muestras de sangre venosa (una en tubo seco y otra en tubo con anticoagulante) y 

una muestra de punción capilar. Todas las tomas fueron realizadas por un profesional en bacteriología 

capacitado, en un laboratorio clínico del departamento del Chocó, y posteriormente se enviaron al laboratorio 

ICMT-CES en Sabaneta (Antioquia) para su procesamiento. 

Previamente a su inclusión, todos los participantes firmaron un consentimiento informado en el que se 

especificaron la justificación y los objetivos del estudio, los procedimientos a realizar y su derecho a retirarse 

en cualquier momento sin repercusiones. El documento contó con la aprobación del Comité de Ética en 

Investigación Biomédica de la Universidad CES (Acta 91-2024, 18 de abril de 2024). 

Para garantizar la confidencialidad de los datos se implementaron las siguientes medidas: 

1. Los registros se almacenaron en servidores seguros con acceso restringido exclusivamente al equipo 

de investigación autorizado. 

2. A cada participante se le asignó un código alfanumérico, evitando el uso de nombres u otros 

identificadores directos. 

3. Se utilizaron protocolos cifrados para la transmisión y el almacenamiento de la base de datos, 

protegiéndola frente a accesos no autorizados o pérdidas accidentales. 

4. Todo el personal implicado firmó acuerdos de confidencialidad y recibió capacitación específica sobre 

la protección de la información, en cumplimiento de la Ley 1581/2012 de protección de datos 

personales. 

Estas acciones aseguraron el cumplimiento estricto de las normas éticas y legales vigentes durante la ejecución 

del estudio. 

 

 

 

 

 

 



REACTIVOS 

• Buffer TBE 1X (0,89 M Tris, 0,89 M ácido bórico, 20 mM EDTA, pH 8,3) 

• Buffer TB 0,5x (Tris base 44,6 mM, 45,3 mM ácido bórico, pH 8,4 ajustado con HCl) 

• Buffer PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na₂HPO₄, 2 mM KH₂PO₄, pH 7,4) 

• Buffer Carbonato- Bicarbonato (pH 9.6, 1.59 g Na₂CO₃, 2.93 g NaHCO₃) 

• Buffer Selex (pH 7.4 PBS 1x, 2.5 mM de MgCL2, Tween20 al 0.02%) 

• Buffer de corrida SDS-PAGE  (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1 % SDS, pH 8,3) 

• Buffer MES compuesto por 10 mM MES, 75 mM NaCl y 25 mM CaCl₂ anhidro. 

• Pierce™ Albumin/IgG Removal Kit (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 89875). 

• Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, Cat. No. 161-0732 

• Marcador de peso molecular Thermo Scientific™ GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Cat. No. SM0371). 

• Hydragreen™ Safe DNA Dye (ACTGene™, 20 000×, Cat. No. HYD001). 

• Loading Dye) Azul 6X (SMOBIO, Cat. No. TP1110) 

• OneTaq® 2X Máster Mix with Standard Buffer (New England Biolabs) 

• Transiluminador Labnet ENDURO™ GDS (Model # GDS2-1365). 

• Azul de Commassie R-250 BioRad 

• Gradilla magnética 

• Agitador orbital  
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Anexo 1. 

Formato de consentimiento informado para participantes adultos 

 



Anexo 2. 

Formato de asentimiento informado para menores de edad 

 

 

 



Anexo 3. 

Encuesta estructurada para recolección de datos sociodemográficos y clínicos 

 

 



Anexo 4. 

Carta de aprobación del Comité de Ética en Investigación de la Universidad CES 

 



Anexo 5. 

Registro fotográfico de resultados obtenidos en pruebas rápidas inmunocromatográficas (RDT)  Fase I 

1. Resultados de la prueba rápida Dengue Duo. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Resultados obtenidos mediante el kit SD BIOLINE Dengue Duo (NS1/IgM/IgG) en pacientes 01 a 35. Se 

observan las bandas correspondientes a los controles y regiones de prueba, según las instrucciones del 

fabricante. 

2. Resultados de la prueba rápida para Malaria: POSITIVOS 

Resultados de la prueba rápida de malaria (Bioline Malaria 

Ag P.f/P.v) en pacientes positivos (números 32, 35, 38, 44, 

45 y 46). Se evidencian bandas correspondientes a 

antígenos específicos de P. falciparum (HRP2) y/o P. vivax 

(pLDH), junto con la línea de control (C). 

 

Resultados de la prueba rápida para Malaria: NEGATIVOS 

 

 

 

 

 

 



Anexo 6. 

Imágenes de geles de electroforesis tras PCR para detección del gen 18S de Plasmodium spp. 

MUESTRAS POSITIVAS: Amplímero de 856 Pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MUESTRAS NEGATIVAS 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 7. 

Perfiles proteicos obtenidos mediante SDS-PAGE de extractos totales de pacientes infectados y 

controles negativos (zonas endémicas y no endémicas). 

 

 

 

P.v: Extracto de proteínas de pacientes infectados con P. vivax, P.f: Extracto de proteínas de pacientes 

infectados con P. falciparum, CNE: Extracto de proteínas de pacientes Negativos de zona endémica, CNNE: 

Extracto de proteínas de pacientes Negativos de zona No endémica. 
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Anexo 8. 

Comparación electroforética de extractos proteicos antes y después de la depleción de albúmina en 

controles negativos (zonas endémicas y no endémicas) 

 

 

 

Anexo 9. 

Listado de proteínas de Plasmodium vivax seleccionadas por peso molecular y clasificadas por 

subrango 

Se adjunta enlace de tabla en Excel con el listado correspondiente a P. vivax 

Filtrado de proteínas Pv.xlsx 

 

 

Anexo 10.  

Listado de proteínas de Plasmodium falciparum seleccionadas por peso molecular y clasificadas por 

subrango 

Se adjunta enlace de tabla en Excel con el listado correspondiente a P. falciparum 

Filtrado de proteínas Pf .xlsx 
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