UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIDAD DE POST GRADO

Genotipia de Plasmodium Vivaxy su
importancia en el manejo y control de la
malaria de la amazonia peruana

TESIS Para optar el grado de DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS
AUTOR
Maritza Mercedes Calderén Sanchez
ASESOR Juana Maria Coha Gonzales
LIMA - PERU 2006






AGRADECIMIENTOS .

RESUMEN .

ABSTRACT .

INTRODUCCION .

1.1 Importancia .

ANTECEDENTES .

2.1 Generalidades:

2.2 Ciclo de vida: . .

2.3 .Diagnéstico de la malaria: . .

2.4. Trabajos previos realizados: . .

2.5. Relacion entre la Organizacion genémica de Plasmodium vivax y el control de la
malaria. . .

OBJETIVOS ..
MATERIALES Y METODOS .
A POBLACION DE ESTUDIO: . .
B METODOS: ..
4.1. Gota gruesa y frotis: . .
4.2. Extraccion de ADN .
4.3. Nested PCR ..
4.5. Proteina de Superficie del Merozoito (MSP3 alfa) .
4.6. Visualizacion de los productos del PCR .
4.7. Caracteristicas de los “primers” ..
4.8. Analisis de datos .
RESULTADOS ..
5.1. Control de calidad del Nested-PCR .

5.2. Diversidad de genotipos con TR. ..

10
13
13
14
15
15

18
21
23
23
24
24
24
24
26
26
27
27
29
29
29



5.3. Diversidad de Genotipos con MSP3 alfa.

5.4. Severidad de la enfermedad y su relacion con el genotipo del Parasito .

DISCUSION .
6.1. Utilizacion del PCR en el control de calidad.
6.2. Diversidad de genotipos en la poblacion muestreada. .
6.3. Relacion de genotipos con la severidad de la enfermedad. .
6.4. La genotipificacion en el control y manejo de la malaria. .
CONCLUSIONES ..
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .

ANEXOS .

30
31
33
33
34
36
37
41
43

51



AGRADECIMIENTOS

AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Juana Coha, Dr. Robert Gilman, Dr. Joe Vinetz, por toda la ayuda brindada y sobre
todo por la confianza que en todo momento me demostraron.

A la Dra. Margaret Kosek, Dr. Pablo Pefiataro, Dr.César Munayco, Dr. Radl Chuquillauri,
Dr. Eddy Segura por € apoyo brindado en el proceso de recoleccidn de muestras.

Al Dr. Mirko Zimic, Dr. César Carcamo, Dr. Willy Lescano, Dra. Patricia Sheen, Dra. Rina
Ramirez y el MSc. Jaeson Calla por haber compartido conmigo sus conocimientos, sin los cuales
hubiera sido dificil concluir e presente trabajo.

A mis comparieros del laboratorio de Enfermedades infecciosas de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia en especial @ MSc. César Jeri, Blga. Viviana Pinedo, por su valiosa
colaboracién en la culminacion del presente trabgjo.

Mi agradecimiento profundo a mis familiares, colegas y amigos que colaboraron de una u
otraformaen el desarrollo de este trabgjo.

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 1



Genotipia de Plasmodium Vivax y su importancia en el manejo y control de la malaria de la
amazonia peruana

2 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



A Dios, quién siempre me acompafia A la memoria de mi madre: Juanita a quien dedico este
trabajo. A mi padre Manuel y mis hermanos: Luis, Percy, Manuel y Carmen, por apoyarmey
alentarme en todo momento A mi esposo Juan por su amor, su ayuda y sobre todo la
paciencia que en todo momento me demuestra.

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 3



Genotipia de Plasmodium Vivax y su importancia en el manejo y control de la malaria de la
amazonia peruana

4 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



RESUMEN

RESUMEN

L os genotipos de Plasmodium vivax, junto con la densidad parasitaria pueden estar relacionados
a grado de severidad de la malaria. El conocimiento de esta relacion puede ayudar a un mejor
manejo de la enfermedad, tratamiento con drogas y elaboracion de posibles vacunas. El objetivo
del trabgjo fue determinar e numero de genotipos de Plasmodium vivax presentes en la
Amazonia Peruana. Para la genotipificacion se usd € gen que codifica la proteina de superficie
del merozoito (MSP3 alfa) y el polimorfismo generado por secuencias repetitivas de nucledtidos
(TR) encontrado en un segmento de 100 Kilobases (Kb) de Plamodium vivax “ sinténico” al
cromosoma 3 de Plasmodium falciparum. Se trabajé con 302 muestras de sangre de pacientes, a
todas ellas se les realizd el examen de la gota gruesay frotis para el diagndstico y conocimiento
de la densidad parasitaria, dicho diagnéstico fue confirmado por Nested PCR. A las muestras
confirmadas se les realizd la genctipificacion. Con el marcador MSP3 alfa se identificaron 9
genotipos, de los cuaes uno de ellos se encontrd asociado a severidad de la enfermedad (P7)
(P<0.05, OR>1), y otro relacionado con infecciones mixtas (P9), 1/9 (11%). Para los TR se
seleccionaron 9 pares de “primers’ de un total de 33. Encontrandose 102 genotipos diferentes de
los cuales 24/102 (24%) fueron infecciones por genotipos mixtos. El hecho que exista una
insercion en el tamafio de su ADN originalmente reportado, aumenta la posibilidad que se dé la
enfermedad en forma més severa. Estos resultados indicarian que poblaciones de Plasmodium
vivax son atamente diversos y que infecciones por multiples clonas se darian en la region
hipoendémica de la Amazonia Peruana, las cuales podrian representar un desafio para evaluacion
posterior de drogasy vacunas.

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 5



Genotipia de Plasmodium Vivax y su importancia en el manejo y control de la malaria de la
amazonia peruana

6 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



ABSTRACT

ABSTRACT

Genotypes of Plasmodium vivax along with parasite density may be associated with the severity
level of malaria, and knowledge of this relation can help to better understand the disease, drug
treatments and the development of new vaccines. The object of this project was to determine the
number of Plasmodium vivax genotypes present in the Peruvian Amazon. This genotyping
utilized the gene encoding a merozoite surface protein (MSP3 alpha) and the polymorphism
generated by a sequence of nucleotide repeats (TR) found in a 100 kilobases (Kb) de
Plasmodium vivax syntenic chromosome 3 of Plasmodium falciparum. In this project we used
302 blood samples from patients. A blood droplet and droplet smear were obtained for the
diagnostic and observation of parasite density; these results were later confirmed through Nested
PCR. All samples were submitted for genotyping. Using the marker MSP3 alpha, 9 genotypes
were identified, one was found associated with disease severity (P7) (P<0.05, OR>1) and other
with mixed infections (P9) 1/9 (11%). For the TR, 9 pairs of primers were selected from a pool
of 33 describing 102 different genotypes of which 24 (24 %) were mixed infections. Observation
supported by the existence of a DNA insertion that increases the original size of the sequence,
increasing the possibility that the disease become more severe. These results would indicate that
populations of Plasmodium vivax are highly diverse and can result in multiple infections by
different clones in hypoendemic regions such as the Peruvian Amazon, making later evaluation
of drugs and vaccines more challenging.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad producida por un protozoario del género Plasmodium.
Existen cuatro especies reportadas: P. vivax, P. falciparum, P. malariae y P. ovale. La
enfermedad se transmite por la picadura de zancudos hembras del género Anopheles, los
cuales actuan como vectores. De las cuatro especies de malaria conocidas que infectan
al humano, Plasmodium vivax es el que ha alcanzado una mayor distribucion mundial y
es el responsable de mas del 50% de casos de malaria en América central, Sudamérica y
el Subcontinente de la India (Vargas y col. 2003).

La malaria es un problema importante y continuo en salud publica en nuestro pais.
En Loreto, un departamento situado al noreste de la Amazonia Peruana, la transmision
de la malaria ocurre en un rango de 4,000 a 10,000 casos anuales y con tendencia a
seguir aumentando. La malaria causada por P. vivax, es la forma mas comun en la region
Amazonica de Iquitos y es importante causa de alta morbilidad y de pérdidas econémicas
en nuestro pais, asi como alrededor del mundo. Cientos de millones de personas estan
en riesgo de adquirir esta enfermedad con cerca de 75 millones de casos reportados
anualmente (Carlton 2003; Roshanravan y col. 2003; Parekh y col. 2005; Sumawinata y
col.2005; Vittor y col. 2005).

La epidemiologia de la malaria es el resultado de la interaccion entre el parasito, el
vector y el hospedero, la cual varia considerablemente en diferentes poblaciones
geograficas (Kain y col. 1993; Myrick y col. 2005). Poco se conoce acerca de la estructura
genética de P. vivax que causa una malaria debilitante y de alta prevalencia en
humanos.En el ciclo de vida de P. vivax, las recaidas son un aspecto importante, éstas
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1.1

son originadas por el estadio durmiente de los esporozoitos llamado hipnozoito, las
recaidas pueden ocurrir semanas o afios después que se ha dado el primer episodio de
la parasitemia y la enfermedad clinica. La primaquina es una droga que mata al parasito
que en el higado se encuentra en este estadio (Vargas y col. 2003; Baird y col. 2004).

La habilidad de este parasito de completar su ciclo esporogénico a una temperatura
minima de 16°C comparada con 21°C utilizado por P. falciparumha contribuido
sustancialmente a la capacidad de establecerse en distintas zonas (Ousmane y col.
2005).

Histéricamente, la malaria por P. vivax o terciana benignha ha sido reportada afos
atras en regiones temperadas de EE. UU. y en el sur de Inglaterra (Duarte y col. 2004),
casos esporadicos en estas regiones todavia ocurren hoy en dia. A pesar de su amplia
prevalencia, estudios concernientes a la biologia del parasito y a las manifestaciones de
la enfermedad han sido limitados en parte debido a que la mayor atencién ha sido dirigida
a P. falciparum, por ser el causante de la malaria maligna (Ayala y col. 2005; Certain y
col. 2005; Sa y col. 2005; Volman y col. 2005). Los trabajos realizados con P. falciparum
han demostrado que la poblacion parasita es bastante heterogénea tanto en regiones
hiperendémicas como hipoendémicas donde la transmision de la malaria es estacional
(Felger y col. 1999; Viriyakosol y col. 1999; Bharti y col.2005; Imwong y col. 2005).

La diversidad parasitaria es comunmente observada dentro de un area endémica,
donde diferentes cepas del parasito circulan en un hospedero humano
(Mendizabal-Cabrera y col. 2005). Distinguir entre las diferentes poblaciones es un
prerrequisito para entender la local y global epidemiologia de una especie de parasito
(Imwong y col.2005). Informacion de la diversidad genética en la poblacién de P. vivax,
nos va a permitir conocer secuencias especificas de especie, las cuales pueden ser
utilizadas para interferir su ciclo bioloégico, todos estos alcances seran de mucha ayuda
no solo para bidlogos o genetistas sino que seran de gran importancia para desarrollar
estrategias y medidas de control de la enfermedad, asi como, en elaborar vacunas
basadas en antigenos altamente polimérficos (Brown y col. 1992; Cui y col. 2003a; Hanna
y col. 2004; Ceravolo y col. 2005) .

Importancia

Hasta mediados del siglo XX, Plasmodium vivax mostré la mas amplia distribucion de las
cuatro especies de parasitos causantes de la malaria, reportados en humanos (Oficina
Sanitaria Panamericana 1993; Bruce y col.1999; Gonzalez y col. 2001). En el Perq, la
ciudad de Iquitos, capital del Departamento de Loreto, es considerada una zona
endémica de malaria, tiene una poblacion de 345,000 habitantes formando un gran centro
urbano, la cual es accesible por via aérea y fluvial. En los pueblos y las villas de los
alrededores de Loreto la poblacion rural es de 474,000 habitantes, su economia esta
basada en la agricultura, la pesca, actividades comerciales y el petréleo, a pesar de todos
los esfuerzos que se han hecho en el area de salud, Iquitos contintia siendo endémica
para Malaria (Sawyer 1993).
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La campafia de erradicacion de la malaria por la Organizacion Mundial de la Salud
realizada a mitad de 1950 fue mas exitosa en regiones de Europa, Asia y América dando
como resultado la erradicacion temporal de la enfermedad. Sin embargo, posteriormente
se vio incrementada (Madhusudhan y col. 2005). Paralelo a la epidemia de malaria ha
habido un incremento de su vector altamente competitivo y antropofilico Anopheles
darlingi, considerado como el vector mas significativo en América del Sur, capaz de
transmitir Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. A. darlingi no fue encontrado en el
area de Iquitos en el afo 1967, tampoco se reportdé en el periodo 1988-1991,
aparentemente la presencia de este zancudo se inicié y establecié en esta region en
1993, conjuntamente con el primer reporte de casos de P. falciparumen el area peri
urbana de la ciudad (Aramburu y col. 1999).Ademas, diversas actividades antropogénicas
que provocan deforestacion en las zonas tropicales tales como la construcciéon de
carreteras, desarrollo agricola, embalses, piscigranjas, entre otras, desencadenan
cambios en la ecologia, por consiguiente pueden originar diversidad en los vectores de
enfermedades (Laurenco y col. 1989).

La diversidad genética del parasito podria estar influenciando significativamente en el
flujo de genes (Bray y col. 2005; Mehlotra 2005 y col.; Salas y col. 2005). Grandes
avances se han realizado en este campo en las 2 ultimas décadas sobre todo en el
conocimiento de la diversidad genética de P. falciparum. Sin embargo, la diversidad
genética de P. vivax ha sido menos estudiada (Mc Cutchan y col.1984; Fryauf y col.
2005).

La importancia de realizar un diagndstico preciso para esta enfermedad reside mas
en determinar la especie de Plasmodium que causa la enfermedad, a fin de que el
paciente reciba el adecuado tratamiento. Hace 50 afos la droga de eleccion para el
tratamiento de Plasmodium vivax fue la Cloroquina, farmaco usado debido a su bajo
costo y alta efectividad. Actualmente, en nuestro pais no se dispone de informacién sobre
resistencia de P. vivax a esta droga (Trenton y col. 2003)

La existencia de algunos reportes de resistencia a la cloroquina en paises
sudamericanos, Asiaticos, Africanos podria deberse a que, la diversidad genética de P.
vivaxtiende a variar segun el area geografica y el vector, siendo este ultimo, al igual que
el humano, los unicos reservorios de Plasmodium (Aubouy y col. 2003; Trenton y col.
2003; Brega y col. 2004; Miller y col. 2004; Coldren 2005b y col.; Fernandez y col.2005)

Es necesario realizar mayores objetivo principal del presente trabajo. Estos
conocimientos posteriormente podrian estudios dirigidos a una mejor comprension de la
biologia y diversidad genética del parasito, ser de utilidad para el tratamiento con drogas
y el disefio de vacunas efectivas, las cuales estarian dirigidas a una o varias de las fases
del ciclo del parasito: fase preeritrocitica, hepatica, asexual y sexual.
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ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

2.1 Generalidades:

La malaria es una enfermedad transmitida por un parasito del Reino protista, Filo
Sporozoa, Clase Esporozoea, Subclase Coccidea, Orden Haemosporidea, Familia
Plasmodidae y Género Plasmodium, del que se conocen mas de 85 especies.

Para Humanos hay cuatro especies de Plasmodium que provocan la malaria o
paludismo: P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. falciparum, de las cuales sélo la ultima es
realmente una amenaza para la vida (Carlton 2003; Parekh y col. 2005)

En el ciclo del Plasmodium existen dos huéspedes, uno definitivo (la hembra del
mosquito Anopheles, donde el Plasmodium se reproduce sexualmente) y otro
intermediario (el ser humano, donde se realiza la reproduccidon asexual del parasito)
(Manguin y col. 1995). Aunque se conocia que el mosquito Anophelescumple un papel
importante en la transmision de la enfermedad de la malaria no fue sino hasta 1948
cuando se identificaron todas las etapas de su ciclo vital (Aramburu y col. 1999).

La malaria, es una antigua enfermedad. Se piensa que el hombre prehistérico debid
haber sufrido de malaria. Probablemente se origind en Africa y por migracion de
poblaciones se distribuy6 a las orillas del Mediterraneo, a la India y al Asia Sur-Oriental.
En el pasado la malaria era comun en las areas pantanosas de Roma y por ende su

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 13



Genotipia de Plasmodium Vivax y su importancia en el manejo y control de la malaria de la
amazonia peruana

nombre se deriva del italiano, (mal-aria) o “mal aire”, también se conocia como fiebre
romana. Los sintomas mas comunes, ademas de la fiebre y los escalofrios son: dolor de
cabeza, dolores musculares (mialgia), dolores articulares (artralgia), malestar general,
dolor de cabeza, marcado decaimiento y trastornos digestivos (nauseas, vomitos y
diarrea). Estos sintomas pueden ser facilmente confundidos con gripe, gastroenteritis o,
inclusive fiebre tifoidea, fiebre reumatica o meningitis bacteriana. También pueden
presentarse signos de esplenomegalia, anemia con o sin trombocitopenia, hipoglucemia,
disfuncion renal o pulmonar y alteraciones neurolédgicas. Todos los signos y sintomas
varian en funcién de la especie de Plasmodium, densidad parasitaria y el estado inmune
del paciente (Barry 2005)

En la actualidad, unos 500 millones de personas estan expuestas a la malaria
endémica en Africa, India, Asia Sur-Oriental y América del Sur y se estima que
actualmente causa dos y medio millones de muertes, siendo los nifios los mayormente
afectados (Cui y col.2003a).

2.2 Ciclo de vida:

El ciclo de vida de los Plasmodium se inicia con la transmision a los humanos por la
picadura del mosquito hembra del género Anopheles (ciclo sexual o esporogdnico) con
una duracién de 8 - 16 dias. Este ciclo se inicia cuando los gametocitos macho y hembra
al ser ingeridos por el mosquito maduran a gametos y dan lugar al cigoto que se
introduce en el epitelio intestinal del insecto, para obtener miles de esporozoitos que
migran a las glandulas salivales que seran inoculados por el mosquito en el torrente
sanguineo del hombre, iniciandose el ciclo asexual o esquizogoénico del parasito. En este
ciclo se observan dos fases:

a) La Fase Exoeritrocitica: Los esporozoitos pasan de la circulacion a las células
hepaticas para realizar el ciclo Esquizogénico donde se obtienen los merozoitos que al
quedar libres inician éstas fases nuevamente. Esta fase tiene una duracién de 6 a 8 dias
y termina cuando los merozoitos invaden los hematies, iniciandose:

b) La Fase Eritrocitica: Los merozoitos, al invadir los glébulos rojos dan lugar al
estadio de trofozoito joven, luego adulto, seguido del esquizonte. Este origina
nuevamente merozoitos que al romper el hematie repiten el ciclo dependiendo de la
especie; luego de 2 6 3 generaciones, algunos merozoitos desarrollan los gametocitos
que son la forma infectante para el mosquito. EnP. vivax, P. ovale y probablemente el P.
malariae se pueden observar todas las etapas de desarrollo posteriores al ciclo hepatico
en la sangre periférica. Mientras que en P. falciparum generalmente sélo se observan
formas de anillo y gametocitos en sangre periférica. Las formas en desarrollo
aparentemente se pegan de los vasos sanguineos de érganos grandes, como el cerebro,
y restringen el flujo sanguineo con consecuencias graves (Figura 1).

Las cuatro especies de Plasmodium tienen un componente hemolitico, cada vez que
una generacion de merozoitos destruye el glébulo rojo, se generan los sintomas. En el

14
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caso, de P. falciparum, los parasitos se multiplican rapidamente y pueden infectar mas
del 30% de los eritrocitos causando un nivel muy significativo de hemdlisis. Una posible
razon es el hecho de que el P. falciparum invade células rojas de todas las edades,
mientras que P vivax y el P. ovale prefieren células rojas jévenes y el P. malariae busca
células rojas maduras (Carlton 2003).

2.3 .Diagnéstico de la malaria:

El diagnéstico del laboratorio se realiza con un examen de sangre periférica, mediante
frotis y gota gruesa. La toma de muestra se realiza mediante la puncidon con una lanceta
estéril, normalmente en la yema del dedo. Se recoge una gota de sangre en un
portaobjetos y con otro se realiza la extension en capa fina. Para la gota gruesa se
recogen 3 0 4 gotas sobre un portaobjetos y con la esquina de otro se unen en
movimientos rapidos, extendiéndose en una capa gruesa y uniforme. La gota gruesa
permite analizar una mayor cantidad de sangre, facilitando la deteccion de parasitémias
bajas y un ahorro de tiempo en el examen. La extension en capa fina nos permite
identificar la especie de parasito existente en la muestra. Son muchas las tinciones de
sangre periférica que se aplican para el diagnoéstico del paludismo, desde las
convencionales de Giemsa, May-Grinwald-Giemsa, Field y Leishman hasta las
fluorescentes con naranja de acridina o el sistema QBC (Ministerio de Salud 1994; Solari
y col. 2002).

Existen técnicas moleculares como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR),
que permite la deteccion del DNA gendmico de las cuatro especies parasitarias. La
amplificacién por PCR es posible incluso con 3-4 parasitos/(ll. Al ser una técnica bastante
sensible, permite detectar parasitemias bajas, infecciones mixtas, e incluso pacientes
asintomaticos, de tal modo que permite iniciar rapidamente el correcto tratamiento. Podria
ser la técnica de referencia por su alta sensibilidad y especificidad pero, aparte de no
estar comercializada, no esta al alcance de todos los laboratorios y no se adapta al
diagnostico de urgencia individualizado (Singh y col.1996).

Las técnicas serolégicas, para deteccion de anticuerpos anti Plasmodium en el suero
de los pacientes, tienen baja sensibilidad para el diagndstico de malaria. Se utiliza en
determinados casos en los que la microscopia es negativa por la toma de medicacion, o
en los bancos de sangre. La técnica habitual es una inmunofluorescencia y la técnica de
ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) (Kain y col. 1992b; Parekh y col. 2005).

2.4. Trabajos previos realizados:

Robert Koch, en 1905 estudié comunidades de la Costa Norte de Papua Nueva Guinea
infectadas con Malaria, él reportd que los niflos adquirian mas la enfermedad, mientras
que los adultos desarrollaban inmunidad que los protegia frente a esta, pero no frente a la
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infecciéon. Esta caracteristica de inmunidad adquirida dependiente de la edad ha sido un
patron estandar en la epidemiologia de la malaria (Coldren 2005a).

La epidemiologia molecular empezé afnos atras en 1970, con el trabajo de Carter, Mc
Gregor y Voller, usando isoenzimas para tipificar Plasmodium. Estas investigaciones al
igual que otras, han permitido descubrir muchas caracteristicas importantes
concernientes a infecciones del hombre por este parasito, las cuales han sido largamente
confirmados por subsecuentes estudios moleculares epidemiolégicos utilizando ya sea
anticuerpos monoclonales o la técnica ampliamente usada de la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) (Contamin y col.1995; Singh y col.1996).

Numerosos marcadores como Microsatélites, Polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y Polimorfismo por un simple nucleétido (SNP) han sido
usados en estudios con P. falciparum (Kain y col.1992a; Hanna y col. 2004; Katsnelson y
col.2005). Pocos marcadores ortdlogos de genes identificados para P. falciparum han
sido usados para estudios de poblacion de P. vivax (Brookes 1999; Ayala y col.2005). En
nuestro pais, se han desarrollado estudios de la diversidad genética de Plasmodium
falciparum en 46 pacientes con malaria grave complicada (MGC) y 30 con malaria no
complicada (MNC) circulante en un area del departamento de Loreto, para lo cual se
utilizé el gen que codifica la proteina rica en glutamato (GLURP). Cuatro genotipos fueron
detectados en los pacientes con MGC y ocho genotipos en pacientes con MNC.
Asimismo, en el 50% de las muestras con MNC detectaron infecciones multiples, a
diferencia de las muestras de MGC en donde no detectaron este tipo de infecciones. Con
ello concluyeron que existe diversidad genética en esta region, lo que ayudaria a llevar a
cabo estudios epidemioldgicos posteriores (Hijar y col. 2002). Ayala y col. también
realizaron en 1999 la tipificacion de cepas de P. falciparum usando MSP1, MSP2 y la
proteina rica en glutamato con la finalidad de distinguir parasitos infectantes de los que no
lo son, concluyendo que la genotipificacion del parasito de la malaria sera util para
distinguir fallas en el tratamiento clinico con drogas antimalaricas. Numerosas
investigaciones realizadas en poblaciones con diferente grado de transmision de malaria
han demostrado la relacion existente entre la estructura de la poblacién de P. falciparum 'y
la epidemiologia de la enfermedad. La diversidad genética le confiere a P. falciparum la
capacidad de evadir la respuesta inmune del hospedero y producir variantes resistentes a
medicamentos y a vacunas, aspectos que juegan un papel importante en el
establecimiento de medidas de control de la malaria (Ayala y col. 2005). También se
menciona que existen eventos de recombinacion genética del parasito realizados durante
su ciclo de vida los cuales dan lugar a su diversidad genética (Laurenco y col. 1989;
Rajasekhar 2005; Sa y col.2005). La carencia de marcadores genéticos para P. vivax ha
impedido hacer un analisis de estructura poblacional e historia evolutiva del parasito asi
como hacer un mapa de su fenotipo que contribuya al conocimiento de resistencia a
drogas antimalaricas y patrones involucrados en casos de recidivas (Coldren 2005b) .

La importancia de P. vivax en la salud publica ha motivado que diferentes
investigaciones se efectuen con la finalidad de un mejor entendimiento de esta
parasitosis, como la realizada en zonas hipoendémicas de la Amazonia de Brasil, donde
encontraron que la incidencia de P. vivax era 4 veces mayor que la de P. falciparum; no
encontraron como factores de riesgo ninguno relacionado con la edad ni ocupacion, pero
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si con transmision intra y peri domiciliaria por el vector local (Duarte y col. 2004). En otros
estudios realizados en Papua Nueva Guinea, Indonesia y Guyana se han utilizado
“primers” especificos para el diagnostico de Plasmodium en humanos, los cuales no
amplificaron ADN de otros Plasmodium presentes en primates, por lo cual fueron de gran
ayuda en estudios de polimorfismo de este parasito (Gomez y col. 2003).

Estudios posteriores en Plasmodium vivax, demuestran que la proteina del
Circunsporozoito (CSP) y la Proteina de Superficie del Merozoito (MSP1), son excelentes
marcadores moleculares, los cuales han sido utilizados para tipificar cepas provenientes
de Tailandia, Guatemala, Brasil. Estos trabajos ayudaron a relacionar los tipos genéticos
del parasito con su asociacion con factores epidemiolégicos, asi como la relacion
filogenética entre las variantes identificadas, que permitié predecir el flujo de estos genes
(Imwong y col. 2005; Mendizabal-Cabrera y col. 2005; Putaporntip y col. 2005). Recientes
investigaciones en Plasmodium vivax, consideran a la proteina MSP1 como candidata
para la elaboracién de vacunas, debido a que presenta gran polimorfismo antigénico
entre poblaciones de parasitos generada por recombinacién durante la reproduccion
sexual del mosquito vector (Figtree y col. 2000). Otros investigadores mencionan que en
la proteina MSP1 hay alto grado de polimorfismo y este parece depender de la
endemicidad de la malaria y a su vez es mantenido por seleccién positiva (Santos-Cimera
2005).

A la fecha se han reportado 2 variedades utilizando el marcador CSP, el VK210 y el
VK247, siendo el mas abundante el primero, esta diversidad se debe, segun los
investigadores, a la seleccion generada durante la infeccion en humanos. (Leclerc y col.
2005).

La Proteina de Superficie del Merozoito 3 alfa (MSP3 alfa) y la proteina AMA1
(Antigeno Apical del Merozoito), también son utilizadas en estudios de genotipificacion de
P. vivax; la primera proteina tiene un dominio rico en alanina y su tamafo es variado
debido a presencia de inserciones y deleciones que ocurren en ella. Con respecto a la
proteina AMA1, mediante secuenciamiento se ha detectado en su genoma presencia de
SNPs (Polimorfismo de un solo nucleétido) originados por deleciones o repetidas
inserciones (Rayner y col. 2004; Gunasekera y col 2005).

En el presente afio ya se ha publicado una posible vacuna elaborada a partir de la
proteina MSP3 alfa, la cual se esta evaluando en Francia en voluntarios humanos ().Para
la elaboracién de vacunas se necesita conocer mas acerca de la diversidad genética del
parasito, lo cual en la practica significa secuenciamiento de un gran nimero de genotipos
provenientes de muestras representativas de la poblacién local infectada. También se
necesita conocer la consecuencia de la diversidad genética para el sistema inmune,
debido a que la variabilidad en el polimorfismo de Plasmodium vivax, hara que el sistema
inmune se enfrente frecuentemente a combinaciones antigénicas. Si se considera esto, la
posible vacuna que se elabore tendra que ser multigénica y multiestado sabiendo que
Plasmodium atraviesa en todo su ciclo de vida por varios estadios bastante complejos,
expresandose en cada uno de ellos diferentes antigenos (Oficina Sanitaria Panamericana
1993; Ousmane y col. 2005).

La baja adquisiciéon de inmunidad para malaria se cree que es una consecuencia de
la exposicion a un rango de parasitos de diversa variabilidad antigénica en una
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determinada poblacion endémica. La habilidad para describir la diversidad genética en
términos de polimorfismo de un nucleétido en el genoma de Plasmodium permite al
investigador entender el rol de la diversidad antigénica en la patogénesis y transmision de
la malaria (Barry 2005).

Marcadores de Microsatélites, de RFLP y de SNP han sido usados en estudios de P.
falciparum. También un pequefio grupo de marcadores ortélogos previamente
identificados de los genes antigénicos de P. falciparum han sido usados para estudios de
poblaciones de P. vivax, esto debido a que ambas especies de parasitos surgieron de un
ancestro comun por especiacion (Carlton 2003). Genotipificar P. vivax usando
Microsatélites, no es muy recomendable, debido a que la frecuencia de éstos en el
parasito parece ser mucho menor que las presentadas en P. falciparum.

Mediante pruebas inmunoldgicas tales como ELISA se han detectado anticuerpos
contra Plasmodium en poblaciones endémicas con diferentes niveles de transmision,
para esto se ha utilizado la proteina Duffy (DBP) y la MSP1; algunos investigadores
reportan que la primera proteina es naturalmente inmunogénica y que la proporcién de
IgG frente a ella se incrementa con la exposicién a la enfermedad (Ceravolo y col. 2005).
Otros alcances mencionan que la respuesta de anticuerpos IgG e IgM frente a MSP1
tiene relacién con la gravedad, edad e infecciones subclinicas en mujeres embarazadas
en la region de Iquitos-Perd, y que podria tener un importante efecto en el infante (Parekh
y col. 2005).

En la Region Loreto se registraron en 1995 un total de 33,157 casos de Malaria. La
ciudad de Iquitos se vio afectada en forma significativa desde ese afo, produciéndose un
incremento de la demanda de atencion para esta enfermedad, las que se hicieron
efectivas a través de la realizaciéon de campafas de “barrido hematico y bloqueo
farmacoldgico”, en zonas periurbanas de la ciudad.

Trabajos respecto a la profilaxia y tratamiento de malaria por P. vivax también han
sido realizados encontrandose que la inoperancia de la profilaxia por mefloquina puede
conducir a probables casos de resistencia a cloroquina, farmaco actualmente
administrado por el Ministerio de salud de nuestro pais, conjuntamente con Primaquina
(contra los hipnozoitos).El analisis de la secuencia del genoma de 10 aislamientos de
cepas resistentes a cloroquina reportaron que el 70% es similar a proteinas que codifican
resistencia a multiples drogas (MDR) de otros Plasmodium(Hastings y col. 2005; Picot y
col. 2005).

Genotipificacion de P. vivax seria de gran ayuda en trabajos posteriores referentes a
la diferenciacién de reinfecciones, recidivas y recrudescencias, estas ultimas podrian ser
debidas a tratamientos incompletos con drogas (Ayala y col. 2005). Un fragmento de 100
Kb de P. vivaxproveniente de cinco cepas de diferentes areas geogréficas, “sintenico” al
cromosoma 3 de P. falciparum, también promete ayudar en la identificacion y en la
historia evolutiva de este parasito (Brown y col 1992; Collins y col. 1999; Beingolea 2003).

2.5. Relacion entre la Organizacion genémica de
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Plasmodium vivax y el control de la malaria.

Estudios previos han identificado 12 a 14 cromosomas lineares en un rango de tamafo
de 1.2 a 3.5 Megabases (Mb). Diferentes tamanos entre cromosomas homaélogos han
sido detectados en aislamientos del campo de P. vivax, fenbmeno que fue primero
descrito en clonas del laboratorio y aislados de P. falciparum (Carlton 2003).
Estimaciones iniciales basadas en Electroforesis en Campo Pulsado dan un tamafo de
35 a 40 Mb datos que se han tomado considerando genomas de otras especies de
Plasmodium. Analisis de muchos genomas de este parasito usando ultracentrifugacion y
gradientes de cloruro de cesio establecen que el genoma nuclear de P. vivax tiene una
estructura central. Las regiones terminales de este genoma tienen secuencias ricas en AT
mientras que las regiones distales teloméricas son ricas en GC, contrariamente a P.
falciparum que tiene una distribuciéon uniforme de GC del 23%, con excepcion de una
region de 2 a 3 kb que tiene un contenido de AT mayor al 97% por lo que se piensa que
son regiones que contienen los centrémeros (Feng y col. 2003; Abanja y col. 2005;
Gunasekera y col. 2005). La evolucion y funcion de la estructura central permanece en
disputa, pero se especula que esta region central puede codificar genes que median
fendmenos especificos de la patofisiologia de malaria por P. vivax. Genes ortélogos
previamente identificados de Plasmodium y un similar nimero de proteinas fueron
encontrados entre los proteomas de P. vivax, P. falciparum y P. berghei, este ultimo
presente en roedores (Oficina Sanitaria Panamericana 1993). Analisis funcionales de
proteinas usando el sistema de clasificacion también sugiere que similares proporciones
de éstas existen en cada una de las categorias entre las tres especies. Una gran familia
multigen que codifica de 600 a 1000 proteinas variables ha sido recientemente
identificada en P. vivax, homoélogos de las cuales han sido encontradas en especies de
malaria de roedores. Esto hace probable que dichas proteinas jueguen un rol importante
en la variabilidad antigénica del parasito las cuales se consideran que forman parte de
una gran proporcién del proteoma de P. vivax (Trenton y col. 2003).

El proyecto para secuenciar el genoma completo de P. vivax empez6 en el afio 2002,
el cual se esta desarrollando en el Instituto de Investigacion Genomica (Institute for
genomic research. TIGR- Rockville, MD, USA) con el principal objetivo de producir al
menos una secuencia tan confiable como la obtenida en P. falciparum (Carlton 2003).

Dos objetivos basicos han sido planteados para investigar la genética de poblacién
del parasito de la malaria: 1) El entendimiento de la genética de poblacion del parasito y
la dinamica intrahospedero, incluyendo la estabilidad de las cepas y su complejidad de
infeccion y 2) Estudiar la diversidad de genes especificos que codifican antigenos de
vacunas y su asociacidén con resistencia a drogas antimalaricas (Leclerc y col. 2005;
Fryauf y col. 2005).

Los estudios de la estructura poblacional sefialan que la diversidad genética esta
dada por alelos que estan espacialmente diversificados. Esta informacion es esencial
para predecir y monitorear la efectividad de estratégias como son: 1) la utilidad de
combinar drogas especificas o regimenes terapéuticos; 2) La dispersién de resistencia a
drogas y la emergencia de parasitos resistentes a multiples drogas; 3) El impacto a largo
tiempo del uso de mosquiteros y 4) El origen de genotipos que pueden eludir la respuesta
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inmune por vacunas multivalentes. El conocimiento de la diversidad genética puede
también ser util para probar la diferenciacion geografica y explicar la distribucion espacial
de alelos en un determinado loci. Esto puede proveer informacién basica para sistemas
de supervivencia dirigidos a identificar el origen de aislamientos en areas con importantes
casos ocasionales de malaria (Ferreira y col 1998; Gyu Kho y col.1999; Mishra y col.
2005; Picot y col. 2005) .

Elevados niveles de polimorfismo han sido descritos para muchos parasitos,
particularmente en antigenos que pueden estar bajo seleccion por inmunidad del
hospedero, para esto se ha empleado técnicas de anticuerpos monoclonales y por
deteccién de isoenzimas de P. vivaxaislados del campo. Una mayor dificultad en este tipo
de andlisis radica en que no es factible realizar un cultivo in vitro de este parasito, siendo
posible cultivarlo solamente en animales de experimentacién como monos lo cual implica
dificil disponibilidad y grandes costos (Fernandez y col. 2005).

Una preliminar comparacién del genoma de P. vivax por “Open Reading Frames”
(ORFs) frente a otras proteinas ya publicadas revelan que el 37% de genes putativos
tiene homologia a proteinas antes identificadas (78% de éstas son proteinas de P.
falciparum) y el remanente 63% de proteinas no tiene aparente homologia con ninguna
otra. Una situacion similar fue encontrada en el analisis del proteoma de P. falciparum. La
identificacion de genes ortélogos entre P. vivax y P. falciparum ayudara mucho a mejorar
el conocimiento del genoma de P. vivax. Esta especie tiene diferentes caracteristicas
biolégicas, como son la habilidad para formar hipnozoitos en el higado y una preferencia
para invadir y replicarse dentro de reticulocitos, caracteristicas que no son compartidas
con P. falciparum (Han y col. 2004).
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3.a) Objetivo General:

Genotipificar las cepas de Plasmodium vivax de la Amazonia Peruana y relacionarla
con el grado de severidad de la enfermedad.

3.b) Objetivos Especificos:

-Determinar los mejores marcadores a utilizar en la genotipificacion de Plasmodium
vivax.

-Estudiar la variabilidad genética del parasito, con la ayuda de técnicas de biologia
molecular: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Polimorfismo de longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP) y Polimorfismo generado por secuencias repetitivas
(TR).

-ldentificar factores de riesgo y/o protectivos para la severidad de la enfermedad,
basados en los diversos genotipos encontrados.
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A POBLACION DE ESTUDIO:

El estudio se realizé durante los anos 2004 y 2,005 en un total de 340 muestras de las
cuales se eligio 294 pertenecientes a pobladores de la ciudad de Iquitos (Loreto) y sus
alrededores (Figuras 2 y 3). Asimismo se incluyeron 8 muestras provenientes de Jaén
(Cajamarca). El rango de edad de las personas muestreadas fue de 5 a 73 afios (Tabla 1)
Para ser incluidos en el presente estudio, las personas debieron tener los sintomas
compatibles con malaria especificamente por infeccion con P. vivax.A todos los pacientes
incluidos se les extrajo 4ml de sangre en tubos “vacutainer” conteniendo EDTA para la
prueba de gota gruesa y frotis. Lasmuestras de sangre fueron trasladadas en cajas
provistas con hielo seco a la Universidad Peruana Cayetano Heredia en Lima-Peru, para
su procesamiento por las técnicas moleculares descritas posteriormente.

El mencionado estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad de
Johns Hopkins, la Asociacion Benéfica PRISMA y la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Los pacientes incluidos en el estudio recibieron una ficha con informacion
acerca del estudio (Anexo 1 y 2). Todos los datos fueron notificados al paciente o al jefe
de servicio del Hospital.
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B METODOS:

4.1. Gota gruesa y frotis:

Para este método se utilizé una lamina portaobjeto para cada muestra, colocandose en
un extremo de la lamina la gota de sangre del paciente, para observar la presencia del
parasito y en el otro extremo se hizo el extendido para diferenciar la especie vy
conocimiento de la densidad parasitaria, las laminas fueron coloreadas con Giemsa y
posteriormente observados al microscopio con objetivo de 100X. Los resultados fueron
introducidos a una base de datos a la cual se tuvo acceso una vez finalizado el estudio. El
procesamiento de esta técnica fue realizado en la ciudad de Iquitos por personal
altamente capacitado.

4.2. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé en un ambiente exclusivo para este proceso, a partir de
200 ul de sangre siguiendo el protocolo de un Kit comercial QlAamp DNA Blood (QIAGEN
Sciences, Maryland 20874, USA). Las muestras de sangre, asi como el ADN extraido
permanecieron en una congeladora a -20°C, hasta el momento de su procesamiento.
Antes de la genotipificacidon se realizé una cuantificacion del contenido de ADN en cada
muestra.

4.3. Nested PCR

El Nested PCR, es una variacion del PCR en el cual se realiza dos PCR consecutivos
para aumentar la especificidad y la sensibilidad de la prueba. En el primer PCR se
amplificd un segmento del gen 18S del RNA ribosomal (SSUrRNA) especifico del género
Plasmodiumy a partir de éste se realizaron 2 PCR, uno especifico para P. vivaxy el otro
especifico para P. falciparum. Los"primer“usados y lascondiciones seguidas fueron las de
Roshanravan y col. (2003).

Los “primers” para el género Plasmodium fueron:

Plagen 1 =5 CTT GTT GTT GCC TTAAAC TTC ¥

Plagen2=5 TTAAAATTG TTG CAG TTAAAACG ¥

Ellos amplifican especificamente un fragmento de 1200 pares de bases (pb).

Las condiciones para realizar el PCR fueron las siguientes: 10 mM de Tris HCI, 50
mM de KCI, 2 mM de MgCl,,, 200 uM de dNTPs, 0,25 uM de cada “primer”, 0,3 Unidades
de T aq polimerasa (INVIT%OGEN, life technologies) y 3 nanogramos (ng) de ADN. La
reaccion tuvo un volumen final de 25 pl.
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Las condiciones de la Amplificacion fueron: 3min a 95°C; 19 ciclos de 30 seg de
94°C, 1 min 30 seg de 58°C, 1 min 30 seg de 72°C; y finalmente 1 ciclo de 7 min a 72°C.

Los “primers” para la especie Plasmodium vivax fueron:

Vivax1 =5 CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AACTGATAC ¥
Vivax2 =5 ACT TCC AAG CCG AAG CAAAGAAAGTCCTTA Y

El producto de amplificacion fue de 120 pb.

Los “primers” para la especie Plasmodium falciparum fueron:
Falciparum1 =5 TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAATATATT 3
Falciparum2 = 5" ACA CAA TGA ACT CAATCATGACTACCC GTC 3
El producto de amplificacién fue de 205 pb.

Las condiciones de PCR para detectar tanto P. vivax como P. falciparumfueron las
siguientes: 10 mM de Tris HCI, 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl.,,, 250 uM de dNTPs, 0,50
MM de cada iniciador, 0,3 Unidades de Taq polimerasa (INVITROGEN, life technologies),
el ADN agregado a cada reaccién fue 1 ul de la amplificacién anterior (a partir del primer
PCR). La reaccion tuvo un volumen final de 25 pl.

Las condiciones de la Amplificacion fueron: 2 min a 95°C; 34 ciclos de 30 seg de
94°C, 1 min 30 seg de 60°C, 1 min 30 seg de 72°C; y finalmente 1 ciclo de 7 min a 72°C.
Para todas las amplificaciones se utilizd un termociclador automatico (PT-100
MJReserch).

A los “primers” utilizados para el diagndstico de la especie de Plasmodium, se les
evaluod la sensibilidad, con muestras positivas a malaria y su especificidad con muestras
negativas y positivas a otros parasitos como Toxoplasma gondii. Las muestras positivas a
otras especies de Plasmodium diferentes a las del estudio, asi como las que presentaban
malaria por especies mixtas no fueron incluidas (Figura 4).

Se cuantifico el ADN de todas las muestras, usando un Lambda DNA (INVITROGEN,
life Technologies) para posteriormente someterlos a la prueba de tipificacion por TR y
MSP3 alfa.

4.4. Polimorfismo generado por Secuencias Repetitivas (TR):

Para observar el polimorfismo generado por TR, se realizé un PCR utilizando 33
pares de “primers” los cuales ya han sido disefiados a partir de un segmento de 100 Kb
perteneciente a 5 cepas de Plasmodium vivax, provenientes de diferentes partes del
mundo segmento que es “sinténico” al cromosoma 3 de Plasmodium falciparum (Feng y
col. 2003) (Tabla 03).

Para la realizacion del PCR se utilizd 5 ng de ADN, 0,25 ul de cada “primer” 1X de
buffer (50mM KCIl y 10mM de HCI), 150 uM de dNTPs y 0,5 unidades de Taq Polimerasa
(INVITROGEN, life technologies) en un volumen de reaccién de 50 pl.

Las condiciones de amplificacion fueron: 94°C por 2 min y 35 ciclos de amplificacién
cada uno, fue 94°C por 20 seg, 55°C por 10 seg, 50°C por 10 seg , 65°C por 2 min y
finalmente un ciclo de extension a 65°C por 5 min; se utilizé un Termociclador (PT-100
MJReserch)
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4.5. Proteina de Superficie del Merozoito (MSP3 alfa)

Para la amplificacion de la proteina MSP3 alfa se realizé un Nested PCR, “primers” y
condiciones ya establecidos. (Bruce y col. 1999; Cui 2003b).

Los “primers” utilizados para el primer PCR fueron:
P1VI. 5 CAGCAGACACCATTTAAGG 3'
P2VI. 5 CCGTTTGTTGATTAGTTGC 3'

Las condiciones del PCR fueron: 0,15 uM de cada iniciador o “primers”, 50 mM KCl y
10 mM de HCI, 150 uM de dNTPs, 2,5 mM de MgCI2, 0,5 unidades de Taqg Polimerasa
(INVITROGEN, life Technologies) y 5 ng de ADN total en un volumen de reaccion de 50

pl.
Las condiciones de amplificacion fueron: 94°C por 3 min y 34 ciclos de amplificacién

cada uno fue 94°C por 30 seg, 56°C por 30 seg, 68°C por 2.5 min y finalmente un ciclo de
extension a 68°C por 4 min. Se utilizé un Termociclador (PT-100 MJReserch).

Los “primers” utilizados para el segundo PCR fueron:
N1VI 5 GACCAGTGTGATACCATTAACC 3'
N2VI 5' ATACTGGTTCTTCGTCTTCAGG 3'

Las condiciones para este segundo PCR fueron similares a las usadas para el primer
PCR. Se us6 1ul del ADN anterior.

Las condiciones de amplificacion fueron: 94°C por 3 min y 29 ciclos de amplificacién
cada uno fue 94°C por 30 seg, 57°C por 30 seg 68°C por 2,5 min y finalmente un ciclo de
extensién a 68°C por 4 min . Se utilizé el Termociclador PT-100 MJReserch.

Para realizar el Polimorfismo de la longitud de los Fragmentos de Restriccién (RFLP),
la cantidad de ADN necesario para ser cortado con la enzima fue equivalente a 100 ng el
cual fue digerido con 0,5 unidades de la Enzima Hhat (New England BIOLabs Inc.), e
incubado a 37°C por 3 horas. Pasado el tiempo se realizé la electroforesis.

Para la ejecucion de las técnicas moleculares antes mencionadas se utilizé 3
ambientes exclusivos, distantes uno del otro; un primer ambiente de recepcién y
procesamiento de muestras, el segundo de preparacién de reactivos y ciclamiento y
finalmente un ambiente para las corridas electroforéticas. La manera como se trabajo fue
en esa secuencia, es decir que se extraia el ADN, se realizaba el PCR y finalmente se
corrian los geles, en los cuales siempre se colocaron controles positivos y negativos. Por
consiguiente en cada uno de ellos se utilizaron materiales propios del area como fueron
micropipetas, tubos, equipos etc.

El 20% de las muestras fueron procesadas 2 veces con la finalidad de evaluar
reproducibilidad del resultado.

4.6. Visualizacion de los productos del PCR
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Todos los productos de amplificacion generados con los PCR realizados fueron
mezclados con rojo de cresol (1ng/ul) en proporcion de 5: 1 antes de ser colocados en los
geles de agarosa conteniendo 0.05mg de Bromuro de Etidio (SIGMA CHEMICAL CO)

Los geles de agarosa utilizados para todos los productos de amplificacién fueron al
1.5%, excepto para los productos de los TR y los cortes generados con la enzima Hha1,
en los cuales se uso geles de agarosa al 2% (INVITROGEN, life technologies).

4.7. Caracteristicas de los “primers”

Los “primers” seleccionados para el presente trabajo, ya han sido utilizados en estudios
previos, sin embargo, fueron evaluados con programas como: BLASTN (
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ ), CLUSTAL X (Thompson, J.D., Higgins, D.G. and
Gibson, T.J. 1994), PRIMER PREMIER (
http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/index.html ), con la finalidad de dar mayor
confiabilidad a los resultados obtenidos, para luego ser analizados.

4.8. Analisis de datos

Identificacion de patrones. Los patrones moleculares obtenidos del parasito fue
determinada empleando el software DNA Pro Scan’s v 2.39 (1997), que realiza el calculo
automatico del tamano de cada banda de DNA de la muestra problema en base a su
coeficiente de migracion (Rf) y el tamafno del marcador utilizado (100 pb DNA ladder).
Para la determinacion de los patrones fue necesario generar una base de datos
(Software: Excel) en la cual se preparé una base binomial de presencia y ausencia de
bandas para los genotipos de cada marcador (Anexo 4). Previo ordenamiento ascendente
de los datos (Columna A), se coloco en la columna préxima a la derecha (columna B) el
numero de 0 6 1 segun haya similitud o no con el patréon inmediato superior. Cada vez
que en la columna B aparece un 1, la columna C se incrementa en 1, denotando la
existencia de un nuevo genotipo.

Severidad de la enfermedad. Se establecieron dos grados de severidad, basados en
la densidad parasitaria, como el resultado de las lecturas de las laminas con objetivo de
inmersion luego de examinar 100 campos.

Se establecio la severidad (Ministerio de salud 1994) de la siguiente manera:

Severidad 1: Carga parasitaria mayor o igual a 3+ que significa de 21 a 200 parasitos
por campo microscopico y 3 a mas dias de fiebre.

Severidad 2; Carga parasitaria mayor o igual a 2+ que significa 2 a 20 parasitos por
campo y 3 a mas dias de fiebre.

Vale decir que la severidad 1, necesariamente esta icluida dentro de la severidad 2

Los resultados obtenidos fueron interpretados mediante el analisis de regresién
logistica multiple con el programa estadistico de Stata Versién 9.0 ajustando el efecto por
potenciales variables confusoras. También fueron analizados interacciones y términos de
orden superior para cada variable independiente. La variable que denot6 al genotipo fue
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categorizada de acuerdo a los valores obtenidos en el anexo 4 y 5.
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5.1. Control de calidad del Nested-PCR

Del total de muestras colectadas, solamente 302 fueron incluidas en el estudio, por ser
confirmadas positivas a P. vivax por el Nested PCR (302/340). De las muestras totales
recolectadas por PCR se encontraron: 302 positivas a P. vivax, 7 positivas a P.
falciparum, 4 positivas a ambos parasitos y 27 negativas. La técnica de gota gruesa y el
PCR tuvieron 99% de concordancia en sus resultados (2 muestras negativas por gota
gruesa fueron positivas a P. vivax por PCR, y 1 muestra positiva a P. vivax por gota
gruesa fue positiva a P. falciparum por PCR). Los resultados obtenidos durante todo el
proceso, indicaron mayor prevalencia de P. vivax que de P. falciparum (Figura 4).

Las pruebas de PCR realizadas con concentraciones mayores a 30 ng no produjeron
amplificaciéon para MSP3 alfa; en estas muestras se procedié a realizar diluciones,
encontrandose que la dilucién 1/10 fue la que mejor resultados proporciono.

5.2. Diversidad de genotipos con TR.
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En el presente trabajo se ha utilizado como primer marcador, secuencias repetitivas (TR),
para lo cual se evaluaron 33 pares de “primers” ya reportados que amplifican diferentes
grupos de nucleétidos denominados “Tandem Repeat” (TR). Todos ellos disefiados a
partir de un segmento de 100 Kb de P. vivax “sinténico” al cromosoma 3 de P. falciparum,
parasito del cual ya se tiene bastante informacién. De los 33 pares de “primers” utilizados
primeramente con 30 muestras seleccionadas de diferentes zonas de Loreto se eligieron
9 debido a que permitieron detectar mayor polimorfismo (Tabla 02 y 03). En el presente
estudio realizado con 302 muestras y utilizando los 9 “primers” mencionados
anteriormente, se logré observar variabilidad equivalente a un total de 102 genotipos
(Tabla 04 y Figuras del 7 al 15), de los cuales 78(76%) fueron patrones simples, (se
aprecié una sola banda) y 24 (24 %) fueron mixtos (con doble banda) (Figura 16). Con los
Primers MN23 se observaron 11 patrones simples y 7 mixtos (Figura 9B, Tabla 4 y 5), el
tamano de amplificacion reportado para estos “primers” fue de 225 pares de bases (pb);
en este estudio se encontraron patrones entre 219 y 350 pb, y los que menor
polimorfismo mostraron fueron los “primers” MN3, MN12 y MN24 todos con 6 patrones
simples, diferenciandose en el nimero de patrones mixtos con 0, 1, y 2 respectivamente.
De las 8 muestras provenientes de Jaén, 4 presentaron un patron de 184pb con el TR
MN29, patrén no detectado en ninguna poblacién de Loreto (Tabla 05, Figura 10B). Los 9
“primers” utilizados nos han permitido encontrar un gran polimorfismo en las cepas de P.
vivax de nuestra Amazonia, trabajo realizado por primera vez en nuestro pais.

5.3. Diversidad de Genotipos con MSP3 alfa.

Con el marcador MSP3 alfa se lograron amplificar 3 fragmentos de diferentes tamanos: El
78% amplificé un fragmento de 1950 pb (A), el 20% de 1500 pb (B) y el 2% de 1200 pb
(C) (Figura 5. Anexo 3). Estos 3 fragmentos, inicialmente amplificados, al ser digeridos
con la enzima Hha1 generaron 9 patrones diferentes, las bandas generadas por esta
enzima presentaron tamanos entre 188 a 530 pb. En todos estos genotipos se observo la
presencia de una banda comun de 1070 pb (Figura 6), la cual no indicé polimorfismo, por
lo tanto no permitié discriminar entre patrones. El patron que predominé fue el 5 (72/302,
23.8%) en tanto que el patrén del parasito que menor numero de pacientes tuvo fue el 9
(9/302, 2.9%) (Tabla 07, Figura 17). En todas las muestras recolectadas en la ciudad de
Iquitos, no se observd un genotipo especial por localidad. En el caso de Jaén fueron
encontrados con este marcador apenas 2 genotipos, predominando el genotipo 1 (7/8)
(Tabla 11).

Con el marcador MSP 3 alfa, se identificé un patrén mixto, debido a que la suma de
las bandas generadas después del corte con la enzima Hha1, fue mayor que el producto
sin cortar, evidenciando la posible presencia de dos genotipos de P. vivax en la misma
muestra del paciente ( Tabla 07- P9).

Los “primers” utilizados para MSP3 alfa fueron evaluados con programas de
bioinformatica encontrandose que eran especificos para P. vivax y no reaccionaron frente
a otra especie de Plasmodium (Tabla 03).
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5.4. Severidad de la enfermedad y su relacion con el
genotipo del Parasito

Todos los genotipos encontrados fueron comparados con el grado de severidad de la
enfermedad catalogada como: Severidad 1 (24 pacientes) y Severidad 2 (128 pacientes).

En cuanto a la genotipificacion con los TR, a ninguno de los patrones obtenidos se le
encontro relacion con el grado de severidad (p>0.05 y OR <1), pero cuando se agruparon
por deleciones (P1, patrones cuyo tamano de banda es menor que la reportada),
patrones reportados (P2), inserciones (P3, patrén cuyo tamafo de banda es mayor que la
reportada), y patrones mixtos (P4, presencia de dos bandas en la misma muestra) (Tabla
06), se observé que con el primer MN17 la presencia de un patrén generado por insercion
de TR (P3) estaba asociado con mayor grado de severidad de enfermedad (severidad 1),
también fue significativo este resultado cuando se evalu6 frente a los demas patrones (
P1y P2 - P<0.05 y OR >1) (Tabla 08). Con el primer MN4 se encontré que el patrén
reportado con 160 pb (P2) estaba relacionado a casos de mayor grado de severidad
(Tabla 9), pero esto no fue significativo cuando se analiz6 frente a los otros patrones (P1,
P3yP4).

De los 9 genotipos observados con el marcador MSP3 alfa, se encontré que el 7
estaba relacionado con la severidad 1 de la enfermedad (p=0.015, OR 16.71) y también
con severidad 2 (p=0.036, OR= 3.42). Al evaluarse este patrén frente a todos los demas
también resultd significativo (p<0.05). Ningun patréon encontrado con MSP3 alfa estuvo
relacionado con un factor de proteccion frente a la enfermedad (OR>1) (Tabla 10).

Las caracteristicas demograficas (edad, sexo, y ocupacion), asi como la época en la
que se presentd la enfermedad no se asociaron a la severidad de la misma (p>0.05.
Tablas 8, 9 y 10) . El 82% (194/237) de la poblacion en estudio estuvo en edad
ocupacionalmente activa (12- 50afos- Tabla 01 y Anexo 3).
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6.1. Utilizacion del PCR en el control de calidad.

En el Peru en los anos 2004 y 2005 se ha reportado un promedio de 83% de casos de
malaria por P. vivax y 17% por P. falciparum, resaltando que la prevalencia de P. vivax
tiene una tendencia a seguir en aumento, mientras que la de P. falciparum tiende a
disminuir (MINSA-DGE-RENACE-Junio 2006). Durante los 2 afos de recoleccion de
muestras el 88% (302/340) ha sido positivo a Plasmodium vivax, resultados que
corroboran la estadistica antes mencionada. Se eligid Iquitos para la realizacion del
presente estudio, por ser considerada zona hipoendémica de malaria en nuestro pais,
esto se debe probablemente a que esta asociado geografica y ecolégicamente a zonas
tropicales de la costa norte, ambientes que favorecen grandemente la presencia del
zancudo vector de la malaria, siendo Anopheles darlingi el que actualmente esta
predominando en esta region. El presente estudio tiene dos grandes aportes, el hallazgo
de la real prevalencia de malaria en Iquitos y la diversidad de genotipos presentes en ella,
lo cual ha sido posible lograr con la ayuda de técnicas de Biologia Molecular, como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) catalogada como de gran sensibilidad y
especificidad en el diagnostico de la especie de Plasmodium (Singh y col.1996). La
Oficina Sanitaria Panamericana (1993), también menciona la importancia de confirmar la
especie de Plasmodium circulando en la zona, debido a que esta informacién es muy
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valiosa al momento de elegir las medidas de tratamiento, control y prevencion de la
enfermedad. Considerando estos datos, todas las muestras incluidas en el estudio antes
de ser genotipificadas fueron confirmadas de ser positivas al parasito estudiado,
basicamente por 2 razones: Genotipificar al parasito correcto y para que el paciente
reciba el tratamiento apropiado, de lo contrario la negativa respuesta del paciente al
tratamiento se podria atribuir a casos de resistencia que realmente no lo serian. El PCR
realizado en el estudio utilizd “primers” especificos de la especie de Plasmodium
evaluada, El diagnéstico por PCR se efectué sin ningin conocimiento previo de los
resultados obtenidos por la técnica de gota gruesa y frotis, realizados en la ciudad de
Iquitos por personal altamente capacitado y con afios de experiencia en estas técnicas. El
uso del microscopio para detectar parasitos de malaria en coloracion sigue siendo
considerada como la técnica mas practica y relevante para detectar parasitos en
muestras de sangre, por lo que es econdmica, facil de ejecutar y si lo realiza un experto
aparte de diferenciar la especie, podemos cuantificar la carga parasitaria. Sin embargo,
tiene la desventaja de no ser tan buena cuando la parasitemia es baja, en infecciones
mixtas, después del tratamiento con drogas o durante la fase crénica de la enfermedad
(Vargas y col. 2003). No se tuvo problemas de contaminacién durante el procesamiento
de las muestras, comprobandose esto al observar que en todo momento las muestras
usadas como controles negativos permanecieron negativas.

6.2. Diversidad de genotipos en la poblacién
muestreada.

Cuando se genotipific6 con TR se observo que el 24% de las muestras presentaban
doble banda. Si consideramos que cada muestra fue confirmada de ser positiva
Unicamente a P. vivax, la deteccion de mas de una banda fue sinénimo de presencia de
mas de un genotipo del parasito en la muestra estudiada, similar resultado fue el obtenido
por otros investigadores, quienes refirieron el 26% de infecciones mixtas (Leclerc y col.
2004).

Debido a que los TR no codifican moléculas antigénicas no pueden ser
seleccionados para evaluar respuesta inmune en el humano infectado. Este polimorfismo
con los TR fue mayor que el encontrado con el gen que codifica la proteina MSP3 alfa
usado por muchos investigadores, esto debido a que la secuencia de sus nucleétidos es
mas sensible a sufrir cambios, los cuales pueden estar relacionados con el vector incluso
al genotipo del vector, el ambiente o el hospedero (Duarte y col. 2004).

La variedad de genotipos encontrados lo atribuimos a la migracion de la poblacién
por sus tareas laborales también debido a que es una zona turistica de mucha
importancia en nuestro pais, y a la variedad de su vector (Taylor 1999). Todas las
razones antes expuestas también pueden explicar el hecho que 4 de 8 muestras (50%)
provenientes de Jaén, hayan presentado un patron de 184 pb. con los TR MN29, patrén
no observado en ninguna poblacion de Iquitos.
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En la genotipificacién con el marcador MSP3 alfa se utilizé la enzima Hha1,la cual
corto el ADN de la proteina en sitios especificos, permitiéndonos clasificar al parasito en 9
genotipos. Los cuales estuvieron presentes en todas las poblaciones de la ciudad de
Iquitos durante la realizacion del estudio. Esto refleja activa circulacion de ellos dentro de
la ciudad (es decir si un genotipo identificado en una persona en determinado tiempo, no
esta presente en ella, significaria que meses después estaria presente en otra ).

La utilizacion del marcador MSP3 alfa ha sido reportado en otros paises con buenos
resultados para la genotipificacion de cepas de Plasmodium vivax, como el realizadopor
Cui y col (2003b) al Oeste de Tailandia, donde encontraron 13 genotipos, numero mayor
considerando los 9 observados en este estudio, de los cuales al menos 5 son similares a
los encontrados en Tailandia; en el mismo trabajo ellos también usaron como marcadorla
proteina del circunsporozoito (CSP) para analizar la diversidad genética de P. vivax,
encontrando sélo 2 formas del parasito: VK210 y VK247, formas no consideradas en el
presente estudio. Otros investigadores, han estudiado el polimorfismo de Plasmodium
vivax con genes que codifican la proteina AMA1 y la proteina MSP1, estudio que
realizaron en poblaciones de Africa, China, India, Indonesia y Filipinas, con la finalidad de
encontrar diversidad genética del parasito entre paises, encontrando que hay diferencias
significativas entre frecuencias alélicas de diferentes regiones; no obstante estas
diferencias fueron pequenas comparadas a la diversidad entre poblaciones (Gunasekera
y col.2005). En un previo trabajo de investigacion que realizamos en nuestro pais con 50
pacientes, todos ellos positivos a P. vivax, encontramos que presentaron con el marcador
MSP3 alfa un unico tamafio de amplificacién de 1950 pb y que al ser cortado con la
enzima Hha1 generaron 5 patrones diferentes (trabajo realizado en el afio 2000 no
publicado y continuado en el presente estudio). En este trabajo se ha encontrado, a parte
del tamafo de, 1950 pb, también tamafios de 1500 y 1200 pb tamafos que estarian
influyendo en la aparicién de nuevos genotipos. Estos hallazgos nos permiten decir que la
proteina MSP3 alfa no cumple una funcién limitante en la vida del parasito, pero quizas si
en el comportamiento del mismo. .

Todos los pacientes incluidos en el estudio tuvieron sintomas compatibles con
malaria. Un estudio similar fue el desarrollado en Panama (Boletin Semanal del Sistema
Nacional de Informaciéon en Salud 2003), en el cual analizaron varios genes altamente
polimorficos presentes en P. falciparum (MSP-1, MSP-2 y GLURP) y en P. vivax (MSP3
alfa y CSP) que circulan en areas endémicas de ese pais. Para ello también realizaron
una busqueda activa de pacientes con sintomatologia compatible con malaria, la
infecciéon por Plasmodium lo confirmaron mediante un PCR Mudltiplex, que amplifico
simultaneamente las especies de mayor prevalencia en el pais: P. vivax y P. falciparum,
las muestras positivas fueron analizadas por técnicas moleculares (PCR-RFLP vy
PCR-SSP) para determinar los alelos del parasito presentes en los genes evaluados.
Estos hallazgos permitieron a las autoridades determinar tempranamente brotes de
malaria causadas por cepas diferentes a la autdctona, y que presenten caracteristicas
como la resistencia a determinadas drogas antimalaricas y/o una mayor virulencia.
Carlton (2003) en su trabajo referente al proyecto de secuenciamiento de genoma de P.
vivax, menciona que la estructura genética de P. falciparum ha sido estudiado en mayor
detalle que la de P. vivax, contandose con poco aporte respecto a este ultimo. El presente
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trabajo, es el primero realizado en nuestro pais en lo que respecta a genotipificar P. vivax
usando estos 2 marcadores, encontrando que la diversidad genética de P. vivax es
considerable y con tendencia a seguir en aumento. En nuestro pais se ha desarrollado un
trabajo similar de genotipificacion para P. falciparum enla regién de Loreto (Ayala y col.
2005), en el cual se considera de particular importancia desarrollar trabajos de
genotipificacién, en zonas endémicas en las cuales pueden haber casos de infecciones
mixtas, resistencias a drogas, y la necesidad de saber distinguir si se trata de
reinfecciones o recidivas (Viriyakosol y col. 1999; Katsnelson y col. 2005; Salas y col.
2005).

Cuando se relacioné los genotipos encontrados con el marcador MSP3 alfa, con los
lugares de muestreo en la ciudad de lquitos no se encontré6 mayor predominié de un
genotipo por localidad, lo que indicaria que existe una activa circulacién de estos
genotipos dentro de la zona. Este hallazgo se atribuye a que la mayoria de los lugares
muestreados estuvieron ubicados en un rango aproximado de 50 Km. Sin embargo
cuando se relaciond los genotipos de la zona de Iquitos con los de Jaén si se hallé una
diferencia, predominando en esta ultima regién casi un unico patrén P1 (7/8) esto se
atribuye a la existencia de factores condicionantes como cambios climaticos lo que haria
posible que aparezca o predomine un determinado patrén, hay que recalcar que de Jaén
solamente se incluyeron 8 muestras, por lo cual se debe abordar de manera cuidadosa
para un mejor entendimiento.

El conocimiento de la diversidad genética puede ser usado para ensayos de
diferenciacion geografica y explicar la distribucion espacial de alelos en un loci dado, por
ejemplo nos puede dar una informacién basica para conocer el origen del aislamiento,
grado de evolucion y poder de adaptacion del parasito en zonas con ocasionales casos
de malaria importada (Abanja y col. 2005, Coldren y col 2005a).

6.3. Relacion de genotipos con la severidad de la
enfermedad.

Este estudio representa la primera contribucién de genotipificacion de Plasmodium vivax
y su relacion con la severidad de la enfermedad en nuestro pais, utilizando dos
marcadores moleculares. Los patrones encontrados con los TR al ser evaluados
estadisticamente en forma individual no guardaron relacion con el tipo de severidad de la
enfermedad, pero cuando éstos se agruparon por deleciones (P1), patron reportado (P2),
inserciones (P3) y patréon mixto (P4), si se hallo significativa relacion, datos importantes
en estudios epidemioldgicos. Con los TR se ha demostrado que el polimorfismo en
nuestra Amazonia va en aumento. En el analisis estadistico de los genotipos obtenidos
con el marcador MSP3 alfa se hall6 que el genotipo 7 estuvo relacionado a los dos
grados de severidad considerados en el estudio. Este hallazgo es de sustancial y practica
importancia en esta investigaciéon y en posteriores estudios de candidatos a vacunas,
como también en el entendimiento de la transmision de la enfermedad. Hay que
considerar que a pesar que estos pacientes presentaron malaria severa, todos ellos
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respondieron adecuadamente al tratamiento con drogas administrado por la Organizacion
Mundial de la Salud (1994). En el estudio, los datos como edad, sexo u ocupacion no
influyeron en el grado de severidad de la enfermedad. Un trabajo similar fue el realizado
por otros investigadores en el centro de salud Cardoso-lquitos, cuyo objetivo fue
identificar y describir factores asociados a la presentacion de esta enfermedad en la
poblacién atendida, encontrandose una prevalencia de 2.3%. El 72.5% correspondieron a
P. vivax y el 27.5% a P. falciparum. Los principales factores asociados a la presentacion
de malaria fueron los viajes a zona rural (p<0.001), como viajes a poblados del rio Nanay
(p=0.02) y el antecedente de haber presentado antes la enfermedad (p<0.001). Los
autores también identificaron como factor de proteccién, el bafio en una habitacion
cerrada (p=0.02) (Vargas y col. 2003).

En el presente estudio se ha relacionado cada patrén de P. vivax con la severidad de
la enfermedad en funcién a densidad parasitaria y dias de fiebre, no obstante conocer
que la severidad en algunos pacientes no es muy clara, que el hecho de haber tomado la
muestra por unica vez en cada uno de ellos podria darnos un margen de error y el no
haber tenido un numero considerable de muestras, se ha podido observar que hay
patrones que estan relacionados a severidad de la enfermedad. Al respecto Solari y col
(2002), compararon las densidades parasitarias y resultados de la gota gruesa obtenidos
por puncién venosa versus los obtenidos por digitopuncion en malaria por Plasmodium
vivax, no hallando diferencia significativa, trabajo que realizaron debido a que, el nivel de
parasitemia es importante para estimar el grado de severidad de la malaria y evaluar la
respuesta al tratamiento administrado; mencionan que realmente no hay un método
universalmente aceptado para calcularla. En consecuencia, al respecto se siguen
realizando numerosos estudios.

El punto clave para el entendimiento de la complejidad genética de P. vivaxestaria
influenciado por la transmision intensa, la densidad parasitaria, vector, tiempo de
establecimiento en un area endémica o por el tipo y tiempo de tratamiento, aspectos ya
discutidos por Kain y col. (1992b) en su trabajo referente a caracterizacion genética de P.
vivax.La clave para identificar la fuente de la transmisién de la malaria estd en saber
discriminar entre cepas infectantes de parasitos de Plasmodiumque puedan ocasionar un
alto grado de severidad de la enfermedad.

En los estudios de polimorfismo de P. vivax se ha mencionado que la habilidad para
describir la diversidad genética del parasito y su importancia en la enfermedad, esta
relacionada con la variacién que exista en el tamafo del gen que codifica la proteina
MSP3 alfa, cuyo tamafo esta influenciado por deleciones o inserciones, asi como por
presencia de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (Brega y col. 2004).

6.4. La genotipificacién en el control y manejo de la
malaria.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que en la Amazonia Peruana
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circulan un gran numero de genotipos de este parasito. Los TR que mayor polimorfismo
presentaron fue el MN23 (11 genotipos simples y 7 genotipos mixtos), lo cual indica que
en esta region el ADN esta variando constantemente y por lo tanto es de gran utilidad si
uno quiere conocer el mayor polimorfismo del parasito constituyendo un gran desafio en
el control de la enfermedad. Estos resultados pueden variar segun la poblacion que se
estudie. En otros estudios en diferentes poblaciones se han encontrado muestras que no
amplifican con los “primers” antes mencionados (experiencia personal), eso nos hace
pensar que puedan haber mutaciones en estas zonas conservadas del genoma
impidiendo la amplificacion del segmento deseado.

La diversidad generada por la recombinacion genética del parasito de la malaria
puede presentar variaciones de acuerdo con las caracteristicas de la transmision de la
enfermedad en una region. En primer lugar, un mosquito vector puede ingerir sangre
infectada con gametocitos pertenecientes a un solo clon (principalmente en zonas de baja
transmision); en este caso, los eventos de fertilizacién se presentan entre gametocitos
genéticamente idénticos y, por consiguiente, originan cigotos (diploides) homocigéticos
en todos los loci. Si un individuo esta infectado con multiples clonas del parasito, por
ende, el mosquito Anopheles puede ingerir gametocitos pertenecientes a clonas
genéticamente distintos. Este hecho puede conducir a la formacion de cigotos
heterocigotos, en los cuales la recombinacion desemboca en la produccién de nuevas
combinaciones de genes dentro de la progenie haploide (esporozoitos).

Con el marcador MSP3 alfa se encontré que el patron 7 esta relacionado con malaria
severa por P. vivax; este genotipo podria en algun momento ser el causante del
desencadenamiento de una epidemia en nuestro pais. El genotipo 5 fue el que se
encontré con mayor frecuencia, indicando quizas ser uno de los mas ancestrales.
Considerando que MSP3 alfa es una proteina del merozoito del parasito y que cumple
cierta funcion en la invasion al glébulo rojo, una rapida multiplicacion del parasito
alcanzaria una gran densidad parasitaria antes que el hospedero empiece a formar
anticuerpos protectivos, por lo tanto contribuiria a la severidad de la enfermedad. La
importancia del presente estudio radica en que los resultados obtenidos pueden ser utiles
para la aplicacién de medidas de control de la malaria (Udhayakunmar 2005). Referente a
esto coincidimos con otros investigadores (Cui y col. 2003a), al considerar que estos
conocimientos son altamente relevantes en las medidas de control de brotes de
enfermedades. Por ejemplo, la prediccion de un flujo de mutaciones resistentes a drogas
a través de poblaciones de parasitos tiene como consecuencia el tipo y rango de terapias
que deben validarse para proteccion de la salud de la poblacién en ciudades endémicas.

Nuestros datos demuestran que P. vivax tiene abundante polimorfismo y puede
representar algunos desafios para el desarrollo de drogas y vacunas. Conclusiones a las
que también han llegado Feng y col. (2003); Gémez y col. (2003), Ellos también
encontraron con P. vivax alta frecuencia de polimorfismo, solo que con el analisis de
SNP, y que resultdé ser mayor que el reportado para el genoma de P. falciparum.

Roshanravan y col. (2003), menciona que los cambios en la dinamica del vector
parecen estar asociado con los cambios epidemioldgicos de la enfermedad en la region.
El ingreso de Anopheles darlingi en la ecologia de Loreto ha sido temporalmente
relacionado con el incremento de la transmision de malaria, especialmente por P.
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falciparum en esta region.

La importancia de este trabajo ha radicado en que se ha demostrado con la ayuda de
estos dos marcadores: TR y MSP3 alfa, la gran variabilidad genética de Plasmodium
vivax, en la Amazonia Peruana, la cual puede influir en la eficacia de medidas de control
como los medicamentos y las vacunas, siendo los TR los que nos han permitido
encontrar mayor polimorfismo (Leclerc 2005)

Debido a que toda la poblacion estudiada manifestd ser de esa region es muy dificil
aseverar que la variedad de genotipos circulando en Iquitos se deba a una cepa
introducida, mas que a una cepa ya presente en dicha region. Hay que considerar que
Iquitos es una zona turistica importante de nuestro pais, por lo tanto, es posible que
cepas del exterior puedan ser facilmente incorporadas. Individuos que viajan fuera de su
ciudad pueden infectarse con el parasito y luego a su retorno introducir este nuevo
genotipo; de forma similar las migraciones de los habitantes pueden tener el mismo factor
de riesgo para introducir nuevas cepas de P. vivax dentro de la ciudad. Este alcance sera
de importancia critica para el éxito de las intervenciones en el control de la malaria

La complejidad y la diversidad genética de Plasmodium son en gran parte
responsables del éxito de la supervivencia de este parasito en la historia evolutiva, asi
como del fracaso de las medidas empleadas con el objeto de erradicarlo. De alli la
importancia de realizar trabajos referentes a genotipificar Plasmodium spp., por otro lado,
la diversidad genética le confiere al parasito la capacidad para evadir la respuesta inmune
del hospedero y producir variantes resistentes a medicamentos y a vacunas, todas estas
caracteristicas relevantes para el manejo y control de la malaria no solamente en la
region Amazédnica sino también en otras regiones del mundo con dindmica de transmision
similar.
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CONCLUSIONES

- Con los dos marcadores utilizados se demostré que en la Amazonia Peruana circulan
diferentes cepas de Plasmodium vivax (102 cepas con TR y 9 con MSP3 alfa).

- Se determiné con TR que el parasito que presenta un segmento de insercion al
ADN normalmente reportado esta relacionado a la enfermedad mas severa.

- Con el Marcador MSP3 alfa se encontr6 un patron (P7) relacionado con la
severidad de la enfermedad.

- El principal factor para el mantenimiento de la transmisién de Plasmodium vivax en
las zonas rurales de la Amazonia Peruana estaria estrechamente relacionado con la
incursion de nuevos genotipos del parasito por visitantes o por pobladores de la misma
zona.

- Los marcadores de polimorfismo TR y MSP3 alfa son de gran ayuda para evaluar la
variabilidad de las cepas del parasito en esta zona, pudiéndose utilizar también para el
diagnéstico, tratamiento y control de la malaria en nuestro pais.
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ANEXOS

Consultar capitulo completo en:

http://www.cybertesis.edu.pe/sisbib/2006/calderon_sm/pdf/caderon_tg-TH.back.2.pdf
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