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RESUMEN

INTRODUCCION: La malaria causada por Plasmodium falciparum es el tipo de
paludismo que produce mds casos graves constituyendo un importante problema de salud
publica en Latinoamérica. El tratamiento antimaldrico es un factor importante en la lucha
contra la malaria, sin embargo, la constante resistencia a drogas que ha ido desarrollando P.
falciparum es un problema que se enfrenta dia a dia en las zonas endémicas del Perd. Con el
fin de evaluar la sensibilidad a drogas antimaldricas se han desarrollado pruebas de
sensibilidad in vitro como la prueba MSF, basado en la deteccién del ADN usando SYBR
Green | y la prueba DELLI, basada en la deteccidn de la enzima pLDH especifica, siendo esta
dltima prueba la mds especifica hasta ahora y la que ha demostrado una mayor sensibilidad
para detectar parasitemias tan bajas como 0.005% en comparacion con la prueba MSF que
detecta parasitemias desde 0.05%. Sin embargo, en el Perd no hay estudios que comparen la
eficacia del cdlculo de la IC50 de ambos ensayos. OBJETIVO: Determinar la eficacia de
las pruebas DELI y MSF para calcular la IC50 de drogas antimaldricas mefloquina, quinina
y cloroquina obtenidas de aislamientos de P. falciparum provenientes de pobladores de la
comunidad de Padre Cocha en Iquitos-Perd. DISENO METODOLOGICO: Se realiz6 un
estudio cuantitativo descriptivo, prospectivo de corte transversal. La muestra fueron 16
muestras de sangre con diagndstico de malaria confirmado por gota gruesa. Se realizaron los
dos ensayos de sensibilidad in vitro (DELI y MSF) a cada muestra. Se determinaron tres
factores de eficacia para el presente estudio: porcentaje de éxito, coeficiente de
determinacion de curva (R2) y coeficiente de variacion (CV). Se hizo un anélisis descriptivo
y estadistico de los factores de eficacia mediante las pruebas de Wilcoxon y McNemar-
Bowker para muestras pareadas con p < 0.05. RESULTADOS: Las medias aritméticas de
los valores de IC50 con el ensayo DELI fueron para cloroquina 231.26 nM, quinina 101.17
nM y mefloquina 16.03 nM. Las medias de los valores de IC50 con el ensayo MSF fueron
para cloroquina 227.52 nM, quinina 142.46 nM y mefloquina 35.07 nM. El porcentaje de
éxito del célculo de la IC50 para las tres drogas fueron el 50% (8/16) y 87.5% (14/16) en los
ensayos MSF y DELI respectivamente, estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p < 0.05). Sin embargo, en el andlisis entre los porcentajes de €xito entre
drogas, no presentaron diferencias para CQ y QN vy si presentaron diferencias para MQ (p <
0.05). No hay diferencias significativas entre los valores de R2 entre las pruebas MSF y

DELI. El porcentaje de éxito de CV positivos aumentd de 37.5% con el ensayo MSF a

Xl



81.25% con el ensayo DELI, estas diferencias fueron significativas (p < 0.05).
CONCLUSION: Se concluye que el ensayo DELI es mds eficaz que el ensayo MSF para
calcular la IC50 de las drogas CQ, QN Y MQ. PALABRAS CLAVE: Pruebas de

Sensibilidad Parasitaria, Concentracion 50 Inhibidora, eficacia, Plasmodium falciparum.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Malaria caused by Plasmodium falciparum is the one that produces
more severe cases that can be lethal, creating a deadly public health problem in Latin
America. The antimalarial treatment is an important component in the fight against malaria;
nevertheless, the continuous resistance to drugs that Plasmodium falciparum has developed
is a problem that is faced every day in the endemic areas of Peru. To evaluate sensitivity to
antimalarial drugs, in vitro sensitivity assays have been developed, such as the MSF assay,
based on DNA detection using SYBR green I; and the DELI assay, based on the detection of
the specific pLDH enzyme, the latter assay is the most specific so far, it has also shown
greater sensitivity in order to detect parasitemias as low as 0.005% as compared to the MSF
assays which detects from 0.05%. However, there are no studies comparing the efficacy of
the IC50 calculation of both assays in Peru. OBJECTIVE: To determine the efficacy of the
DELI and MSF assays to calculate the IC50 of antimalarial drugs mefloquine, quinine and
chloroquine obtained from isolates of P. falciparum from the community Padre Cocha
residents in Iquitos, Peru. METHODOLOGICAL DESIGN: A quantitative-descriptive,
prospective slitting cross-sectional study was carried out. There were 16 blood samples with
malaria diagnosis confirmed by thick blood smear. The two in vitro sensitivity assays (DELI
and MSF) were performed on each sample. Three factors of effectiveness were determined
for the present study: success rate, Coefficient of determination curve (R2) and coefficient
of variation (CV). A descriptive and statistical analysis of effectiveness factors was carried
out using Wilcoxon and McNemar-Bowker tests for paired samples with p < 0.05.
RESULTS: The arithmetic averages of the IC50 values with the DELI assay were for
Chloroquine 231.26 nM, Quinine 101.37 nM and Mefloquine 16.03 nM. The averages of the
IC50 values with the MSF assay were for Cloroquine 227.52 nM, Quinine 142.46 nM and
Mefloquine 35.07 nM. The success rates on the IC50 determination for the three drugs were
of 50% (8/16) and 87.5% (14/16) in the MSF and DELI assays respectively, the difference
between this rates was statistically significant (p < 0.05). However, in the analysis between
the percentages of success between drugs, there were no differences for CQ and QN and
there were differences for MQ (p < 0.05). There were no significant differences between R2
values between the MSF and DELI assays. The success rate of positive CVs increased from

37.5% with the MSF assay to 81.25% with the DELI assay, these differences were

XV



significant (p < 0.05). CONCLUSION: It is concluded that the DELI assay has a better
efficacy than the MSF assay in order to calculate the IC50 of CQ, QN and MQ drugs. KEY
WORDS: Parasitic Sensitivity Tests, Inhibitory Concentration 50, Efficacy, Plasmodium

falciparum.
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CAPITULO1

INTRODUCCION



1.1 DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

La constante resistencia a drogas que ha desarrollado P. falciparum es un grave problema
de Salud Publica en zonas endémicas del Perd. Por tal motivo, el monitoreo de la
sensibilidad a drogas antimaldricas es una herramienta indispensable para vigilar los

cambios de la sensibilidad a drogas antimaldricas en el tiempo.

Existen dos formas de evaluar la sensibilidad a drogas antimaléricas, mediante pruebas in
vivo y pruebas in vitro. La prueba “Gold Standard” para estudios de eficacia del
tratamiento antimaldrico, con la que se puede evaluar la sensibilidad a la droga durante el
tratamiento, es la prueba in vivo. Si bien esta prueba provee importante informacién que
se correlaciona directamente con la sensibilidad del pardsito a la droga suministrada,
también estd sujeta a error en el conteo de pardsitos por parte del profesional de salud y
toma mucho tiempo obtener un resultado (ente 14 a 28 dias) (1). Ademds, generalmente
es aplicable para evaluar sensibilidad a la primera o segunda linea de tratamiento
antimaldrico y no para evaluar nuevos medicamentos (2). Por otra parte, la prueba in vivo
por su naturaleza mide la interaccion entre el pardsito y el paciente, por lo cual los
resultados se ven afectados principalmente por la respuesta inmunoldgica del paciente,
por lo tanto, los resultados de la prueba no necesariamente reflejan la sensibilidad real al

antimalarico (1).

Por las desventajas que presenta la prueba de sensibilidad in vivo, actualmente se ha
estado utilizando la prueba de fluorescencia para Malaria basada en el reactivo SYBR
Green-1 (MSF, del inglés Malaria SYBR Green I-based Fluorescence) para estudios de
vigilancia de resistencia a drogas antimaldricas, ya que no es laboriosa y es de fécil
implementacion, sin embargo, la prueba presenta mucha lectura residual de fondo
afectando la interpretacion de los resultados y su especificidad (3). Por otro lado, el
ensayo in vitro HRP2 (del inglés histidine-rich protein II) es wuna prueba
inmunoenzimaética que detecta la produccion de la proteina-2 rica en histidina producida
por el pardsito en su desarrollo y multiplicacion, el cual es un indicador de crecimiento
del pardsito y de la inhibicién por drogas antimaldricas. Esta ultima prueba detecta muy
bajas parasitemias como 0.01%, sin embargo su principal desventaja es que la incubacion

de la muestra puede tardar hasta 72h para obtener porcentajes de éxito cercanos al 100%



(4). Asimismo, el ensayo DELI (del inglés Double-Site Enzyme-Linked lactate
dehydrogenase Immunodetection) es una prueba enzimdtica que detecta la enzima lactato
deshidrogenasa del parasito P. falciparum, producida durante el crecimiento, utilizado
como indicador para evaluar la sensibilidad del pardsito a las drogas antimaldricas. La
prueba DELI en varios estudios presenta una alta sensibilidad, detectando parasitemias
tan bajas como 0.005%. Ademds, los resultados de la IC50 del ensayo DELI se
correlacionan con el ensayo Microtest, utilizado para calcular el porcentaje de
maduracién de esquizontes en diferentes concentraciones de drogas antimaldricas, pero

tiene la desventaja de ser un ensayo muy laborioso (5).

Todos los estudios publicados hasta la fecha coinciden en la alta especificidad y
sensibilidad de la prueba DELI detectando parasitemias de 0.005%, mientras que otras
pruebas solo detectan parasitemias mayores a 0.2% (6); ademds, en investigaciones
desarrolladas en Francia en el 2006, Kaddouri y col. (7), reportan la alta reproducibilidad
y concordancia de los resultados de la prueba DELI con los resultados de la prueba
isotépica (por radioisétopos), y su principal ventaja es la simplicidad para realizarse en

campo.

En el 2001, los paises de la regiéon juntamente con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) crearon la Red Amazoénica de la Vigilancia de la Resistencia a los Antimaléricos
(RAVREDA-AMI), con el objetivo de monitorear la eficacia y resistencia a los
antimaldricos en el contexto epidemioldgico actual, y facilitar a los paises la informacién
de todas las herramientas disponibles para el monitoreo de la sensibilidad de P.
falciparum. En este documento se registraron sensibilidades del ensayo DELI, los cuales
se compararon con las pruebas mds usadas en la actualidad como la prueba HRP2, y

resaltaron la alta sensibilidad y especificidad que present6 el ensayo DELI (8).

El presente estudio se plante6 la siguiente pregunta: ;Cudl de las pruebas DELI o MSF es
mas eficaz para calcular la IC50 de drogas anti —P. falciparum en cepas de la comunidad

Padre Cocha, Iquitos?



1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Desde el afio 2001, el Perd adopt6 la terapia combinada con derivados de ART (MQ+AS)
como primera opciéon de tratamiento en dreas de la Costa Norte del pais, donde P.
falciparum es resistente a SP, y también como primera linea de tratamiento en la
Amazonia Peruana, donde la resistencia a CQ y SP estd ampliamente distribuida (9, 10).
En el tratamiento combinado, la MQ, con su accién residual, cumple un papel muy
importante dando proteccién de una posible resistencia a AS usado en el tratamiento
combinado (11). Considerando que MQ cumple un rol importante para prevenir o retrasar
la aparicién de cepas de P. falciparum resistentes a AS, es importante realizar una

vigilancia epidemioldgica de la sensibilidad a MQ.

Se evalud la eficacia del calculo del IC50 de CQ a pesar de que existe resistencia a CQ en
el drea de estudio y actualmente CQ no forma parte del tratamiento de malaria por P.
falciparum en la Amazonia Peruana, ya que el presente estudio no tiene como finalidad
determinar sensibilidad o resistencia a drogas antimaldricas sino determinar la eficacia del
célculo del IC50 independientemente si se trata de cepas de P. falciparum sensibles o
resistentes a CQ, por lo tanto la resistencia a CQ en el 4rea de estudio no resta
importancia al estudio. Por otro lado, también se incluyé a CQ como un control de
resultados de sensibilidad a esta droga, porque se espera que todas las muestras sean

resistentes a CQ, y susceptibles a MQ y QN.

Asimismo, el antimaldrico QN es una droga alternativa que se usa como segunda linea de
tratamiento en la Costa Norte y la Amazonia Peruana, donde exista resistencia a la terapia
combinada (10). Por lo tanto, seria también importante vigilar la sensibilidad a QN, una
de las principales drogas de segunda linea, para tener registros que alin se mantiene la

sensibilidad a esta droga y pueda ser usada en cualquier momento.

El departamento de Loreto es el lugar con mayor incidencia de malaria por P. falciparum
en el Pert, ademds, es una drea con una fuerte presion de seleccion por ser limitrofe con
paises como Brasil, Colombia y Ecuador donde también se utiliza la terapia combinada,
por lo que es importante vigilar la sensibilidad a drogas en esta area (12). Algunos

investigadores ya han notificado cepas resistentes de P. falciparum a MQ en



Paragominas, Brasil (13), asi como investigadores peruanos han comunicado la necesidad

de reactivar un sistema de vigilancia de la resistencia de MQ en el Pert (14).

Por lo tanto, bajo la necesidad de realizar estudios de vigilancia epidemioldgica de la
sensibilidad de drogas antimaldricas como MQ y QN, se fundamenté la necesidad de

comparar la eficacia de las pruebas in vitro DELI y MSF para el calculo de la IC50.

1.3 OBJETIVOS:
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

v’ Determinar la eficacia de las pruebas DELI y MSF para calcular la IC50 de drogas
antimaldricas mefloquina, quinina y cloroquina obtenidas en aislamientos de P.
falciparum provenientes de pobladores de la comunidad de Padre Cocha en

Iquitos-Peru.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Determinar el porcentaje de éxito del calculo de IC50 segtin ensayos MSF y DELI

y segin drogas.

v Calcular el coeficiente de determinacién de curvas (R2) de los valores de IC50 de

ambos ensayos segln parasitemia.

v' Comparar los coeficientes de variacion de las lecturas de Unidades de
Fluorescencia Relativa (RFU) para el ensayo MSF y de Densidad Optica (DO)
para el ensayo DELI.

v" Comparar las IC50s de las drogas antimaldricas con baja, mediana y alta

parasitemia con ambas pruebas.

v Determinar cudl de las pruebas DELI o MSF es mds eficaz para el célculo de la

IC50
1.4 BASES TEORICAS

1.4.1 BASE TEORICA



1.4.1.1 Enfermedad de la Malaria

La malaria o paludismo es la enfermedad parasitaria que causa mas muertes en el hombre,
siendo asi que en el afo 2013 se estim6 que ocurrieron 198 millones casos de malaria y
584 000 muertes a nivel mundial. Malaria es una enfermedad causada por parésitos del
genero Plasmodium que se transmite al ser humano por la picadura de mosquitos

infectados (15).

Esta enfermedad, en humanos, es causada por varias especies del género Plasmodium,
como P. vivax, P malariae, P. ovale y P. falciparum. P. falciparum es un parésito
eucariota unicelular que pertenece al reino Protozoo, filo Apicomplexa (16, 17). La
transmision de Plasmodium involucra dos hospederos, uno invertebrado (el mosquito) y

un hospedero vertebrado (el hombre) (17, 18).

En 4reas hiperendémicas el pardsito es responsable de casi medio millon de muertes en
nifios menores de 5 afios (15). Los sintomas se desarrollan entre los 6 a 8 dias después de
haber sido picado por un mosquito infectado. Las personas con malaria cominmente
presentan fiebre, escalofrios, dificultad respiratoria, dolor de las articulaciones, dolor de
cabeza, diarrea acuosa o vomitos. Asimismo, la malaria severa suele acompafarse con
varios procesos patogénicos como ictericia, insuficiencia renal, anemia severa siendo
muchas veces fatales (19). La forma potencialmente mds severa de la enfermedad, y la
principal causa de muerte por malaria son provocados principalmente por la especie P.

falciparum (20).

Desde 1941 se han reportado casos de malaria en el Pert, siendo el nimero de casos mas
altos en el afio 1944 (95 000 casos) y el nimero de casos mds bajo en el afio 1965 (1 500
casos). La mayoria de casos estaban en la Costa Nor-Oeste de Peru, borde de Ecuador, y
con escasos reportes en la region amazoénica (borde de Colombia, Ecuador y Brasil). En
1988 no habian casos de P. falciparum en Loreto, pero en 1991 los casos aumentaron a
140 y asi los casos fueron aumentando hasta finales de 1997 a 54 290 casos confirmados
de P. falciparum;, el porcentaje de incidencia de P. falciparum en Loreto aumenté desde
el afio 1992 al afio 1997 de 1.6% a 44.8%. De esta manera, la prevalencia de especies en
la regién Iquitos se invirtid, siendo la especie P. falciparum casi igual de prevalente que

P. vivax. En ese afio (1997) Peru tenia una epidemia de malaria (P. falciparum y P.



vivax), siendo considerado el segundo pais con mayores reportes de malaria en

Sudamérica después de Brasil (21).

La Costa Norte es un segundo foco importante de casos de malaria, asi como la region
amazodnica, no obstante, durante 1998 y 1999 (durante el fenémeno del Nifio) el Pert
sufrié una reemergencia acumulando el maximo ndmero de casos en su historia, donde se
reportaron més de 240 000 casos en el afio 1998 (70% causados por P. falciparum). Los
departamentos de Tumbes y Piura principalmente representaban las primeras dreas mas
prevalentes de esa region. Ademads, se concentrd en esa region la mayor cantidad de casos
de malaria por P. falciparum (67.2% de todo el pais) (9). Desde esa fecha se ha ido
disminuyendo la incidencia con picos maximos en el afio 2002 (85 778 casos de malaria)

y en el ano 2005 (87 668 casos de malaria) (22).

La malaria por P. falciparum en el Peri es una enfermedad emergente con una
distribucion principal, desde el afio 2012 hasta la actualidad, en Loreto (99.61 % de los
casos nacionales), los otros casos se distribuyen en San Martin, Tumbes, Ucayali, Cusco
y Madre de Dios (<1% de los casos nacionales). Durante los tltimos 6 afios, si bien
Loreto concentra mds del 99% de los casos por P. falciparum, las regiones de San Martin
y Ucayali estan incrementando el nimero de casos (con el 1% del total de los casos) (22).
En el afio 2013 en el Perd hubieron 6 630 casos confirmados de P. falciparum, de los
cuales 4 fueron fatales (15, 23). En el afio 2016 se reportaron 2 204 casos de P.

falciparum de los cuales 1 falleci6 (22).

1.4.1.2 Tratamiento de la Malaria

La adecuada eleccion de la prescripcion de la malaria por P. falciparum depende del lugar
donde se adquiri6 la enfermedad, la edad del paciente, el patron de susceptibilidad a
drogas antimaldricas, el costo y la disponibilidad de las drogas. En los lugares donde hay
resistencia a CQ, se usan otras drogas efectivas como la combinacion SP, drogas bien
toleradas durante el tratamiento. La investigacion de nuevas drogas es una necesidad

porque P. falciparum estd adquiriendo mds resistencia a los actuales medicamentos (24).



= Cloroquina

CQ o cloroquinafosfato, es una droga antimaldrica 4-aminoquinolona, que fue descubierta
en 1934. Esta droga fue la mas usada para el tratamiento de malaria no complicada en los
afios 1940s-1950s (25). La CQ ha sido administrada para el tratamiento de P. ovale, P.
vivax y P. falciparum. Sin embargo, P. falciparum y P. vivax ya han presentado
resistencia a drogas por su uso excesivo. Esta droga es altamente efectiva durante el
estadio eritrocitico asexual de Plasmodium, es decir actia contra los esquizontes y
trofozoitos de cualquier especie, y solo contra las formas gametocitas de P. vivax y P.

malariae (26, 27).

CQ es efectiva en el estadio eritrocitico, ya que en este estadio el pardsito degrada
hemoglobina de manera activa y la droga interfiere en esta degradacion. El parésito
requiere degradar la hemoglobina de la célula como fuente de aminodcidos esenciales,
durante el proceso, el pardsito produce desechos solubles y téxicos de hierro como Fe
(ID)-protoporfirina IX (FP), para evitar que estos productos téxicos lo destruyan, el
parasito secuestra el FP y lo polimeriza en moléculas insolubles llamadas “pigmento
maldrico” o hemozoina. (28, 29). Por otro lado, la CQ ingresa a la célula y a la vacuola
digestiva por simple difusién, y ya dentro de la vacuola la CQ se oxida (CQ2+); y se
adhiere a las moléculas de hemozoinas evitando que se contintien cristalizando, lo cual
favorece la acumulacion de hierro FP. Ademas, la CQ también se une a FP formando el
complejo FP-CQ, siendo este complejo altamente tdxico, interrumpiendo la funcion de la

membrana y finalmente se produce la lisis celular (10, 29).
=  Quinina

Quinina de administracion parenteral es usada principalmente para el tratamiento de las
formas severas de malaria. La administracion oral es usada en el tratamiento de malaria
no complicada. Su accidn es principalmente en el estadio asexual actuando en las formas
de anillos y trofozoitos (esquizonticida) de Plasmodium y es gametocida para P. vivax, P.
malariae 'y P. ovale, pero menos efectivo para gametocitos de P. falciparum. Su
mecanismo de accidn no es claro, pero por ser una base débil se concentra en la vacuola
de Plasmodium al igual que la CQ y actia igualmente inhibiendo la enzima hemo

polimerasa y favoreciendo la acumulacion de hierro téxico. Esta droga presenta una



répida absorcién via oral y endovenosa, pero es menos efectiva y mas téxica que CQ, por

lo cual es solo usada en cepas resistente a CQ (27, 30).
=  Mefloquina

Es un antibidtico ampliamente utilizado por sus diferentes propiedades no solo
antimaldricas. Entre sus propiedades antimaldrica tiene un efecto esquizonticida actuando
durante la etapa aguda de la enfermedad, pero su mecanismo de accién no es muy bien
conocido. Sin embargo, se sabe que tiene un efecto contra los estadios asexuales de P.
falciparum o P. vivax sensibles a MQ y resistentes o no a CQ, matando una gran cantidad
de anillos y trofozoitos (31); y no afecta a estadios exoeritrociticos del pardsito (estadio
hepético) en el caso de P. vivax. Se ha observado que después del tratamiento con MQ la
vacuola alimenticia se hincha, por lo que se piensa que esta droga igualmente favorece la
acumulacion de productos téxicos de la degradacion de la hemoglobina, y que afectaria a
la membrana de la vacuola alimenticia (28). No tiene significante efecto en los estadios
pre-eritrocitarios. Por lo tanto, no se suele usar esta droga como unico tratamiento en
pacientes con malaria por P. vivax sino en combinacidn con otras drogas exoeritrocitarias,

para que elimine los estadios exoeritrociticos de P. vivax (27, 32, 33).
1.4.1.3 Resistencia de P. falciparum a drogas

La QN ha sido la primera droga antimaldrica usada desde 1632 y la tnica hasta el siglo
XIX. Posteriormente a 1914 se produjeron PQ y QNX, y en 1934 se produjo CQ, la cual
en 1950 se convirtié en la principal droga para la erradicacion de Malaria hasta 1960,

cuando comenzaron a aparecer las primeras notificaciones de resistencia (34, 35).

Las primeras notificaciones de resistencia de P. falciparum en realidad fue hacia QN en
los afios 1844 y 1910, pero hay pocos estudios al respecto (34). La resistencia de P.
falciparum a CQ ha sido extensamente estudiada. Basados en esos estudios se sabe que la
primera resistencia a CQ se originé en dos focos independientes, en el continente asidtico
y en América. El primer foco fue en 1957 en el Sudeste de Asia, entre el borde de
Tailandia y Camboya, el cual se extendié rapidamente hacia Tailandia hasta 1960. El otro
foco de resistencia se confirmé en Sudamérica, en Venezuela y Colombia en 1960 (36).

Después en 1976 se confirmaron otros casos de resistencia a CQ en Papua Nueva Guinea.



Las cepas de este dltimo foco y las cepas del Sudeste de Asia, a pesar de su proximidad,
eran marcadamente distintas. En Africa, el primer caso de resistencia se dio en 1978 en
Kenya y Tanzania; la resistencia se propagé en muchos paises de Africa Central a
mediados de 1980 y al Oeste a finales de 1980. Recientes estudios confirman que la
propagacién de los focos de resistencia en Africa se originaron en el continente Asiatico,

por sus diferencias con las cepas de Sudamérica y Paptia Nueva Guinea (34, 35).

En 1950, la CQ y PYR fueron utilizadas como tratamiento contra malaria por P.
falciparum en América del Sur; diez afios después comenzaron a aparecer los primeros
casos de P. falciparum resistentes a CQ en dreas de Venezuela, Colombia y Brasil, donde
previamente se habia usado CQ como tratamiento profildctico. Después continuaron
apareciendo mds casos de resistencia en lugares de la Amazonia, donde no se habia
utilizado la droga previamente, hasta que en los afios 80s la resistencia se expandié por
toda la region amazonica (37). Antes que la resistencia a CQ se expandiera, en 1970, ya
se habia introducido como tratamiento la terapia combinada de antifolatos SP para hacer
frente a la resistencia a CQ. Sin embargo, a pesar que ya se habia demostrada resistencia
a antifolatos in vitro, en Brasil en 1965 y en Venezuela en 1970, el complejo SP se
continué usando por su efectividad en infecciones resistentes a CQ hasta 1980. Poco
tiempo después a ese afio se identificaron resistencias in vivo tanto en Colombia como en
Brasil (37, 38). Por otro lado, en los demds paises de América del Sur, incluyendo la
regiéon amazoénica del Perd, tras la aparicion de resistencia a CQ, no es hasta 1995 cuando
recién se reemplazé CQ por el complejo SP. La resistencia a PYR se propagd en estos
paises, y a fines de la década 90 el complejo SP ya no era efectiva frente a cepas

resistentes a CQ (37, 39).

Después de la expansion de la resistencia a SP, en el 2011 la OMS recomendo la terapia
combinada con ART (ACT, segun sus siglas en inglés) como tratamiento para malaria no
complicada por P. falciparum (1, 40). La OMS basada en la evidencia de eficacia
recomienda las siguientes combinaciones para el tratamiento de malaria por P.
falciparum: AL, AS+AQ, AS-MQ, DHA-PIP, AS-SP, la eleccidon de cual combinacion se
usaria con el derivado de ART seria de acuerdo al nivel de resistencia de la regién de la
droga acompafiante (31). Al combinar algin derivado de ART (droga de corta vida

media, 1 hora) con otra droga como MQ (droga de mayor vida media, mayor de 1 dia) en
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un tratamiento de 3 dias, el derivado de AS por su accién potente contra la forma sexual
(con una tasa de reducciéon de 10 000 veces en cada ciclo sexual), ademds, por su accion
gametocida en estadios jovenes de gametocitos (estadio 1-3), disminuye la morbilidad y
reduce la incidencia de malaria pero no bloquea la transmisiéon definitivamente (11, 41-
43). La droga acompaiiante elimina los pardsitos sexuales residuales (quedando solo <
0.0001%), y por su mayor vida media en la circulacién provee de proteccidon contra la
posible resistencia a la misma. Al combinar estas drogas la probabilidad de desarrollo de
resistencia por pardsito se reduce significativamente de 1 en 10'* a 1 en 10** parésitos, lo
cual es favorable en dreas de baja transmision de la enfermedad, donde las posibilidades
de transmision de resistencia es mayor (25, 41, 44). Desde 2010, la Norma Nacional de
drogas de Malaria formulé el uso del tratamiento ACT como una politica normativa, y se
incluye en el nuevo esquema de tratamiento contra P. falciparum en lugares donde hay
evidencia de resistencia a CQ, MQ y SP (45). Desde entonces el tratamiento ACT se ha
convertido en el tratamiento mas usado y eficaz, por presentar buena adherencia al
tratamiento, pocos efectos adversos y el efecto profilactico que provee la ART (46). Este
efecto profilactico, que no es mas que el efecto residual de la droga acompainante del
derivado de AS por dias a semanas, después de terminar el tratamiento podria producir un
efecto adverso, actuando como un filtro de pardsitos resistentes que se adquieren de
reinfecciones, promoviendo asi la propagacion de la resistencia de la droga acompaifiante
(LUM, AQ, MQ, PIP o SP). Por lo tanto, el efecto residual de la droga acompafiante al
inicio del tratamiento es efectivo, pero después no protege ante una posible aparicion de
resistencia (41, 47). Las combinaciones actualmente usadas son AS-MQ, el cual es usado
principalmente en el Sudeste de Asia y Sudamérica; AS-SP es adoptado en Sudéfrica,
Oriente medio y sur de Asia, donde la susceptibilidad a SP es alta. Las demads
combinaciones como AS-MQ o AL, DHA-PIP todavia no se aplican y se encuentran en

estudios de eficacia y efectos adversos (41).

En el afio 2012, la OMS recomend? la adicidon de una dosis de PQ al tratamiento ACT por
su efectiva accidon gametocida, asi se bloqued la transmision de gametocitos de P.
falciparum, lo cual fue primordial para el programa de eliminacion de la malaria, por lo
tanto, se intentd disminuir la transmision de resistencia de ART por P. falciparum. La
limitacion de esta nueva medida fue que en individuos con deficiencia de Glucosa-6-

fospato deshidrogenasa (G6PD) (5% - 32.5% en éreas endémicas de malaria; Africa y
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Asia) produce anemia hemolitica, por lo que previamente a la administracion de la droga
se tendria que medir la deficiencia de esta enzima en los pacientes, lo cual en la prictica
es inviable y por lo tanto esto limitaba su aplicacidn (48). Luego de estudios de eficacia y
proteccién, la OMS implement6 esta recomendacion reduciendo la dosis de PQ, y normé
dar una dosis de PQ de 0.25 mg base/Kg a todos los pacientes con parasitologia
confirmada de P. falciparum, adicionalmente al tratamiento ACT (excepto en gestantes y
menores de 6 meses) e indicé que esta concentracion no produce toxicidad en individuos
con deficiencia de G6PD, y seguiria siendo igualmente efectiva para bloquear la
transmision de gametocitos de P. falciparum; de esta forma no seria necesaria la
medicién de alguna deficiencia enzimdtica previamente a la administracion de PQ (31,

49).

Por otro lado, en el Sudeste de Asia, al Sur de Laos y Nor-Oriental de Combodia, se
reportaron casos de resistencia a derivados de ART. Actualmente se estd estudiando
nuevas drogas para reemplazar a ART, pero el panorama no es alentador por lo que se
deben tomar nuevas medidas en el Sudeste de Asia para evitar que la resistencia a ART o

a las drogas acompanantes se propaguen a la India y Africa (50).

Desde 1954 hasta el afio 1980 la estrategia de tratamiento de malaria por P. falciparum
era en base de monoterapia con CQ y dosis de PQ para eliminar los gametocitos y
prevenir la trasmision. Durante 1980 y 1992 se puso mds énfasis en los programas de
control de la malaria frente a la resistencia a CQ y SP. Desde entonces, el Pert ha pasado
por tres etapas que se denominaron monoterapia, terapia mdltiple y terapia de
combinacion. En 1990-1994 el tratamiento se basaba en monoterapia con CQ junto con
otros esquemas en base a SP para infecciones que no respondian a CQ, o quinina para las

formas graves de malaria (9).

Entre 1994 a 1999, por los constantes fallos de tratamientos se cambié a la terapia
multiple para malaria por P. falciparum en todo el pais, amplidndose a tres esquemas de
tratamientos, los cuales serfan: como primera opcion terapéutica CQ-PQ, segunda opcion

terapéutica SP+PQ, y QN+TET+PQ como tercera opcion terapéutica (51).

En 1997 el Ministerio de Salud (MINSA) reconoce que la CQ habia perdido su eficacia

en la Amazonia, y efectud el cambio de la primera linea terapéutica para el tratamiento de
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P. falciparum de CQ a SP en las provincias de Maynas, Loreto y Ramén Castilla,
mientras que en Ucayali y alto Amazonas se continué utilizando CQ por presentar menos
de 20% de falla terapéutica. Asi se continu6 hasta 1998, cuando también se cambi6 la CQ
por SP. Durante esos afios (1998-2000) en la regién amazodnica la falla terapéutica a SP
estaba entre 5% y 20%. Ademds, en la Costa Norte las cepas, igualmente, tenian
resistencia a CQ, pero la combinacién SP seguia siendo efectiva (51, 52). Sin embargo,
en estudios realizados por el Ministerio de Salud se encuentra resistencia de P.
falciparum de 30% en la Costa Norte y en la region amazdnica también una resistencia

similar (53).

Para asegurar un tratamiento eficaz se tenia que reemplazar definitivamente la CQ en
todo el pais, y para retardar la resistencia a SP en la regién amazdnica se debia hacer un
cambio de esquema de tratamiento de acuerdo a la resistencia presentada en cada region.
Asi en 1999 se propuso el cambio de la terapia multiple a la terapia de combinacién en
todo el pais (54). Las combinaciones variaban segin la falla de tratamiento que se
observaba en los estudios de vigilancia de la eficacia de medicamentos antimaléricos, as{
en la amazonia la MQ y AS serian la primera opcion de tratamiento, y la segunda opcion
QN+CL. Sin embargo, en la Costa Norte como primera opcion de tratamiento se usarian a
SP-AS, como segunda opcién de tratamiento la MQ-AS, y la tercera opcion de
tratamiento QN-CL. En el afo 2001 se implementa la nueva politica de medicamentos

antimaldricos basado en drogas de combinacion, la cual sigue vigente hasta la actualidad

(9, 52, 55).

En la Norma Técnica actual para el tratamiento de la malaria no complicada por P.
falciparum el Ministerio de la Salud, CQ ya no estd incluida en los esquemas terapéuticos
en el tratamiento de la malaria en el Peru, ni en la Costa Norte ni en la region Amazodnica

por la amplia presencia de resistencia a esta droga (10).

En la actualidad en la Costa Norte del Peru; en los departamentos de Tumbes, Piura,
Lambayeque, La Libertad y Ancash, la primera opcion de tratamiento consiste en SP y
AS, y como tratamiento de segunda opcion MQ-AS y tercera linea de tratamiento
QN+CLA4PQ. En éareas de la Costa Norte donde P. falciparum es resistente a SP, el
tratamiento se administra como primera opcion a AS y MQ, y como segunda opcion de

tratamiento se medica QN, CL y PQ (10, 56).
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También, en la Amazonia Peruana, drea donde la resistencia a CQ y SP estd ampliamente
difundida, se administra como primera opcién de tratamiento MQ+AS, y como terapia
electiva (segunda opcién), y solo cuando no se observa respuesta a la primera opcién se
administran QN+CL+PQ. En la actualidad, la terapia combinada a ART y sus derivados
cumplen una funcidn esencial en el tratamiento de P. falciparum con firmaco resistencia
a multiples drogas, asi como para malaria grave y complicada causada por P. falciparum

multirresistente (10).

En conclusién, en el Pert el tratamiento con MQ para malaria no complicada por P.
falciparum estd indicado en la Costa Norte como segunda opcién de tratamiento y en
areas donde se ha notificado resistencia a SP, y como primera opcién de tratamiento en la

region amazodnica, donde se ha identificado resistencia a CQ y a la terapia combinada SP.
1.4.1.4 Pruebas de sensibilidad a drogas antimalaricas in vitro

Los métodos in vitro MSF y DELI son herramientas de laboratorio que proveen
informacién complementaria en la epidemiologia de drogas antimaldricas, pero que no
pueden reemplazar los estudios clinicos. Actualmente se conocen varias pruebas de

sensibilidad in vitro y la OMS las agrupa de la siguiente forma:

a) Métodos de vision directa de pardsitos en el microscopio
b) Métodos de incorporacién de precursores radioisotopos dentro del parasito

¢) Métodos no radioactivos
Se explicard dos de los métodos no radioactivos MSF y DELI:

= Prueba fluorescencia para Malaria basado en el reactivo SYBR

Green-1 (MSF)

El fundamento de este método es que se utiliza el reactivo SYBR Green I el cual esta
compuesto por una solucion de fluorocromo, denominado benzothiocarboxypurina
(BCP), que presenta afinidad intercalante a los pares de bases GC presentes en el 4cido
desoxirribonucleico (ADN) (57). P. falciparum es una especie con un GC
extremadamente bajo (GC ~20%) (58). Este colorante se une eficientemente al dcido

desoxirribonucleico de cadena doble (dsADN) y al 4dcido desoxirribonucleico de cadena
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simple (ssADN), pero en este ultimo presenta una fluorescencia bastante baja (59).
Asimismo, el colorante es permeable a los glébulos rojos por lo que el ADN de P.
falciparum puede ser teiido dentro de los glébulos rojos (57, 60). Ademds, el reactivo
también tiene un buffer de lisis (Triton X-100) para garantizar que todas las células se
lisen y que todo el ADN parasitario se tifia; de esta manera el reactivo lisa las células
(glébulos blancos y rojos) y luego el fluorocromo colorea todo el ADN presente en la

muestra, tanto el ADN parasitario asi como también el ADN de los glébulos blancos (61).

Esta solucion de fluorocromo se adiciona directamente a la muestra donde se desea
cuantificar el ADN presente y con el reactivo lisante (presente en el reactivo) se lisa las
células, el fluorocromo se une a los pares de bases G-C presentes en el ADN, el cual se
detecta por fluorescencia (62). Una muestra es excitada por la luz producida por una
fuente de luz y filtrada a una longitud de onda por un filtro. La muestra excitada emite
luz, usualmente a una energia mas baja y una longitud de onda mas larga que la luz de
excitacion, y fluorece dentro de microsegundos después de la excitacion (61). La luz
emitida se filtra, recolecta y mide con un detector, y se cuantifica en Unidades Relativas
de Fluorescencia (RFU). Para que las medidas de fluorescencia reflejen directamente la
cantidad de ADN procedentes de la multiplicacién celular del pardsito y no una
contaminacién con ADN leucocitarios, previamente se debe remover los leucocitos de la
muestra mediante métodos de filtracion leucocitaria. Este ultimo aspecto se considera una
limitante del método, ya que la filtracion no siempre es efectiva (63). La emision de
fluorescencia se mide a una longitud de onda a 535 nm. La segunda limitante del método
es que no mide rangos de parasitemias menores a 0.1% (61, 62). El método es seguro,
simple, no requiere una instrumentacion costosa y el cdlculo de la IC50 como reflejo de la

inhibicién del crecimiento puede ser calculado en solo 15 minutos (62, 63).

=  Prueba inmuno - enzimatico de deteccion de la enzima lactato

deshidrogenasa (DELI)

Esta prueba se fundamenta en un ensayo inmuno - enzimatico de deteccion de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) de Plasmodium. Los anticuerpos primarios son muy
especificos para especies de Plasmodium, capaces de detectar parasitemias tan bajas

como 0.005% de P. falciparum (6).
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Después de 48 horas de incubacion de la muestra con la droga antimaldrica se congela la
mezcla y se descongela tres veces, para asegurar la completa hemdlisis y liberacion de la
LDH. Esta suspension se adiciona a la placa de Elisa, que ya tiene previamente los
anticuerpos monoclonales primarios especificos para LDH de P. falciparum. El segundo
paso es adicionar los anticuerpos monoclonales biotinilados especificos para LDH de P.
falciparum, luego se agrega el conjugado estreptavidina-peroxidasa, y finalmente, el
sustrato-cromégeno (peréxido mads tetrametilbenzidina) hace posible la aparicion de un

producto coloreado, el cual se mide por espectrofotometria a 450 nm (5, 6).

La deteccion de LDH representa la actividad metabdlica de los pardsitos vivos. La
cuantificacion del LDH malarial corresponde a la actividad de pardsitos sobrevivientes

con una actividad glucolitica normal (28).
1.4.1.5 Concentracion inhibitoria media maxima (IC50) de drogas antimalaricas

El valor de la IC50 indica la concentracion de la droga que es necesario para inhibir la

produccioén del indicador o metabolito de una funcién biolégica a la mitad (64).

La IC50 de una droga antimaldrica es la concentracién de un farmaco antipalidico que
inhibe el 50% del metabolismo del parasito, sea LDH, ADN o proteina HRP-2, en

comparacion con los correspondientes valores en pozos de controles libres de drogas (65).

En el ensayo DELI el nivel de enzima LDHp liberado por el crecimiento del pardsito es
determinado por medidas de densidades 6pticas (66). La IC50 en el ensayo DELI es la
concentracién de la droga (nM) que inhibe la produccién de la enzima LDH en un 50%.
Por otro lado, en el ensayo MSF la concentracién de ADN es medida con la emision de
fluorescencia expresada como unidad de fluorescencia relativa (RFU), y la IC50 en este
ensayo es la concentracion de la droga (nM) que inhibe en un 50% la replicacion del

pardsito (67).
1.4.1.6 Eficacia de los ensayos de sensibilidad no radiactivos

La eficacia de los ensayos de sensibilidad es la capacidad de alcanzar los resultados que
se esperan o se desean tras la realizacion del ensayo, es decir lograr tener un resultado de

sensibilidad in vitro satisfactorio.
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No hay estudios de eficacia de los ensayos de sensibilidad no radiactivos, y en este
estudio se establecieron como indicadores de eficacia al éxito del célculo de la IC50,
Coeficiente de determinacion de Curvas (R2) y CV de lecturas de RFU y DO.
Considerando que en diferentes estudios cuando se comparan las lecturas de IC50, hacen
referencia a que los valores de R2, como un pardmetro de medida, e indican que cuando
los R2 son cercanos a 1 los valores de las IC50 son maés interpretables y precisas (68-70).
Asimismo, el porcentaje de éxito del cdlculo de la IC50 también fue utilizado como
indicador de eficacia en otro estudio (71). Por otro lado, en los ensayos de laboratorio que
brindan valores continuos, el CV es un indicador estadistico de la precision ya usado por

algunos autores en ensayos de ELISA (72, 73)

Se definird que una prueba es eficaz para el cdlculo de IC50, cuando la prueba presente
resultados superiores estadisticamente en los tres indicadores de eficacia del presente

estudio.
1.4.1.7 Indicadores de eficacia en el calculo de IC50

Se establecieron 3 indicadores de eficacia, los cuales fueron parametros para determinar

si una prueba es eficaz o no.
e Exito del cdlculo de la concentracién inhibitoria media maxima (IC50)

En este estudio el éxito del calculo de la IC50 indica que si fue posible determinar la IC50
de una droga de forma exitosa. Se consider6 que el cdlculo de la IC50 es un factor
determinante para considerar si un pardsito es sensible o no a una droga, porque sin un
resultado preciso de IC50 no es posible saber si una cepa es sensible a una determinada
droga in vitro. Por lo tanto, es uno de los tres factores mas importantes para determinar la
eficacia de los ensayos DELI o MSF. Por otro lado, si no es posible su cédlculo puede
deberse a motivos como fallo en el desarrollo del ensayo o a la falta de sensibilidad de la

prueba.
e Coeficiente de determinacion de Curvas (R2)

Con los ensayos DELI o MSF se puede calcular la IC50 de las drogas antimaléricas. Para

calcular la IC50 se utiliza una formula matemdtica, que sigue un modelo de curva de
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respuesta-inhibidor, de donde se calcula el valor de la IC50, el R2 es un pardmetro que
indica que la curva se ajusta al modelo matemadtico, es decir, el R2 nos indica si todos o la

mayoria de puntos estdn dentro de la curva (64, 69).

El R2 es la suma de los cuadrados de las distancias de los puntos de la mejor curva de
respuesta-inhibidor, el cual se determina por un modelo (ecuacién) de regresion no lineal
mediante el programa GraphPad 4. El R2 por su naturaleza no presenta unidades y su
valor es una fraccién entre 0.0 y 1.0, y los valores mds altos indican que los datos se
ajustan mejor al modelo. Cuando R2 es igual a 0.0, la curva que mejor forman los datos
no se ajusta al modelo y tiende a una linea horizontal. En este caso, saber x no ayuda a

predecir y (74).

Cuando R2 = 1 o cercanos a 1, se interpreta como todos los puntos se encuentran
exactamente en la curva sin dispersion o con minima dispersion. En este caso, si se

conoce x se puede calcular y directamente (75).

Un error es utilizar R2 como criterio principal para determinar si un ajuste es razonable.
Un R2 alto indica que la curva de donde se calculd la IC50 estuvo muy cerca de los
puntos de los datos. El ajuste puede ser ambiguo y se debe considerar otros datos para

evaluar la precision de una curva, y no solo el R2 (75).

e Coeficiente de Variacion (CV) de lecturas

El Coeficiente de variaciéon (CV) es un estadistico de dispersion relativa de un grupo de
datos, se obtiene dividiendo la desviacion estdndar del grupo entre su media aritmética y

para una muestra se expresa como (a), y en el estudio la muestra son el conjunto de

valores de RFU o DO de las diluciones sucesivas de cada droga.

h
CV = —(100)
(a) X

Donde:

CV: coeficiente de variacion
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s: Desviacion estandar de los valores de RFU o DO de las diluciones sucesivas de cada

droga

E: Media aritmética de los valores de RFU o DO de las diluciones sucesivas de cada

droga
Los coeficientes de variacion tienen las siguientes caracteristicas (72, 76):

e Puesto que tanto la desviacién estandar como la media se miden en las unidades

originales, el CV resulta una medida independiente de unidades.

e En dreas de investigacion donde se tienen datos de experimentos previos, el CV es
muy usado para evaluar la precision de ensayos, comparando el CV de un ensayo

dado con los valores del mismo en ensayos pasados.

e El CV es el estadistico mas adecuado por encima de la desviacion estandar (SD)

como una medida de precision de los datos.

En el ensayo MSF se representaron los coeficientes de variacion de las medidas de RFU
como datos positivos cuando todos los datos de CV fueron < 10% y como datos
negativos cuando se calcul6 al menos dos a mas valores de CV > 10%. Se representaron
los coeficientes de variacion de las medidas de DO del ensayo DELI como datos
positivos cuando todos los datos de CV fueron < 20% y como datos negativos cuando se

calcul6 al menos dos a méas valores de CV > 20%(73).
1.4.2 DEFINICION DE TERMINOS

Caso de malaria: Ocurrencia de una infeccién de malaria en una persona en quien la
presencia del pardsito de la malaria en la sangre ha sido confirmada por una prueba de

diagndstico.

Caso confirmado: Un caso de malaria (o infeccidén) en el cual el pardsito ha sido
detectado en una prueba de diagndstico, por ej. microscopia, prueba répida o por pruebas

de biologia molecular.
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Droga gametocida: Droga que mata gametocitos hembras o machos, por lo tanto,

previene que algiin mosquito se infecte.
Droga esquizonticida: Droga que mata esquizontes sanguineos o hepaticos.

Densidad parasitaria: Numero de pardsitos asexuales por unidad de volumen de sangre

o por nimero de glébulos rojos.

Esquizonte eritrocitario (etapa asexual): Es una forma de desarrollo del pardsito de la
malaria en la sangre, en la que se forman merozoitos (la etapa que invaden los

eritrocitos).

Esquizogonia: Es la etapa reproductiva asexual del pardsito de la malaria en los
eritrocitos y en las células hepdticas, en esta etapa multiples divisiones nucleares son

seguidos por la formacién de una célula hija (merozoitos) alrededor de cada nicleo.

Gametocito: Estadio reproductivo sexual del pardsito de la malaria. Pueden

potencialmente infectar mosquitos anofeles cuando ingieren sangre.

Malaria no complicada por P. falciparum: Parasitemia sintomdtica de malaria sin

signos de severidad o evidencia de algtin 6rgano disfuncional.

Monoterapia: Tratamiento antimalaria con un simple componente activo o una

combinacién sinérgica de dos componentes con mecanismos de accidn relacionados.
Parasitemia: Presencia de pardsitos en la sangre.

Reinfeccion: Es una nueva infeccion después de la primera infeccion, se diferencia de

recrudescencia porque el genotipo del parésito es diferente al de la primera infeccion.

Resistencia a drogas: La habilidad de una cepa a sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de

la absorcion de una medicina dada en dosis igual o mayor a la dosis recomendada.

Sensibilidad / Susceptibilidad a una Droga: Un organismo es sensible /susceptible a
una droga cuando la infeccion causada por este responde al tratamiento con esta droga, a

una dosis recomendada.
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Terapia combinada: Es la combinacion de dos o mds clases de drogas Antimalaricas con

diferentes mecanismos de accion.

Tratamiento ACT/Terapia basada en combinacion de artemisina: Es la combinacion
de un derivado de artemisina con una droga antimaldrica de larga duracion que tiene un

diferente modo de accion.
1.4.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

Las eficacias de las pruebas DELI y MSF para calcular la IC50 de drogas anti-

Plasmodium falciparum en drogas Cloroquina, Mefloquina y Quinina son iguales.
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CAPITULO1II

METODOS

22



2.1 DISENO METODOLOGICO

2.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El estudio fue descriptivo, ya que solo se describe los pardmetros en la poblacién de estudio

a partir de una muestra, y cuantitativo porque las variables otorgan datos cuantitativos.
2.1.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

El estudio fue observacional, porque no existe intervencion del investigador y los datos
reflejan la evolucidn natural de los ensayos, y prospectivo ya que los datos necesarios para
el estudio fueron recogidos a propdsito de la investigacion. Asimismo, el estudio fue
transversal porque todas las variables fueron medidas en una sola ocasién en grupos

paralelos.

2.1.3 POBLACION

La poblacion de estudio fueron los aislamientos de Plasmodium sp. de los casos de malaria
detectados en los pobladores de las comunidades de la jurisdiccion del Puesto de Salud
Padre Cocha del distrito de Punchana, provincia de Maynas, regiéon Loreto, ubicada a

3°41'37.8"S 73°16'17.8"W. (Ver imagen N°1 y N°2)

Fueron 7 comunidades las que acudian al Puesto de Salud Padre Cocha: Nuevas Vida, San

Andrés, Momoncillo, Porvenir, Progreso, Fray Martin y Primavera. (Ver imagen N°3)
2.1.4 MUESTRA Y MUESTREO

La muestra fueron los aislamientos de P. falciparum de los casos de malaria sintomaética
detectados en el puesto de Salud Padre Cocha, de la comunidad Padre Cocha del distrito de

Punchana, provincia de Maynas, region Loreto.

El muestreo fue por conveniencia, incluyendo a todos los pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion en el periodo febrero - noviembre del 2015, hasta completar el tamafo

muestral.
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Para calcular el tamafio de muestra se realizé el célculo con 5 muestras que contaban con
resultados de las pruebas DELI y MSF, y se utiliz6 la férmula para el calculo del tamafio de

muestra de la comparacion de dos medias repetidas (pareadas) en un solo grupo (77):

ofz. +z, F=s?
I:_jﬂ

Dénde:
* n = sujetos necesarios en cada una de las pruebas
» 705 = Valor Z correspondiente al riesgo deseado; 1,96
» Zosq = Valor Z correspondiente al riesgo deseado; 1,645

= S? = Varianza de la variable cuantitativa que tiene un grupo QN-deli de

referencia: 235.99

= d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar (datos cuantitativos):

20.27

Remplazando

_2(1,96+1.645)%235.99
n= 20,272 ~ 14.93

Se seleccionaron 16 casos de aislamientos de P. falciparum de personas con malaria

para un riesgo de 0.05% y una potencia del 95%.
2.1.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

v Pacientes con monoinfeccién por P. falciparum y una densidad parasitaria mayor a 245

parasitos/pL.
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v No haber ingerido drogas antimaldricas como cloroquina, quinina, mefloquina,
artesunato, sulfadoxina/pirimetamina, clindamicina, primaquina o antibidticos con

efecto antimalarico durante la actual enfermedad.

v' Haber firmado el consentimiento informado del protocolo del proyecto de

“Distribucion de Malaria”.
2.1.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

v Pacientes con resultado positivo a otro hemopardsito distinto a P. falciparum o
sospecha de bacteriemia.

v Paciente positivo a P. falciparum y con densidad parasitaria desconocida.
2.1.5 VARIABLES

» Variable a comparar: Eficacia de las pruebas DELI y MSF para calcular la IC50
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Variable | Definicién Tipo de
operacional Indicadores Definicion conceptual Indicador Valor del Indicador
Exito del :
calculo de  Porcentaje de éxito del calculo de las Cualitativo 1§IIOCSOI§ Eigg
IC50 IC50s obtenidas de las lecturas de RFU '
Prueba Analisis de . S R2~=1
MSF curvas Coeficiente de determinacion de curvas  —yantitativo R~ 0
(R2)
Coeficiente de variacion (CV) de las Cualitativo
. Resultados de  lecturas de RFU a 1 hora y a las 24 POSITIVO: CV <10%
Eficacia de las lecturas  poras. NEGATIVO:
las pruebas de RFU CV >10%
DELI y MSF
parla (I:élgglar . Porcentaje de éxito del calculo de las Cualitativo
a E’)lﬂt(i d(eil IC50s obtenidas de las lecturas de SI: CON EXITO
calet’o de absorbancias NO: SIN EXITO
IC50
Prueb Coeficiente de determinacion de curvas  Cuantitativo
rucba Andlisis de gy R2=1
DELI curvas R2=0
Coeficiente de variacion (CV) de las Cualitativo

Resultados de
lz}s Densidad
Optica (DO)

lecturas de DO a los 20 minutos

POSITIVO: CV <20%

NEGATIVO:
CV >20%




En base a los resultados que se obtuvieron de los tres indicadores de eficacia se defini6
como una prueba eficaz para el cdlculo de IC50, a la prueba que presentd resultados
superiores estadisticamente frente al otro ensayo en al menos dos de los tres indicadores

que se establecieron en este estudio.
2.1.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Las técnicas que se utilizaron en el presente estudio fueron las pruebas MSF y DELI. Se
utiliz6 como instrumento una ficha de recoleccién de datos debidamente elaborada y
ordenada, donde se registraron todos los datos que se recopilaron durante la investigacion,

los cuales fueron organizados en una base de datos para su andlisis. (ANEXO N°1)
2.1.7 PROCEDIMIENTOS Y ANALISIS DE DATOS

En la comunidad Padre Cocha en Iquitos, a las personas que acudieron al puesto de salud
Padre Cocha con sintomas presuntivos de malaria durante el periodo febrero-diciembre del
afio 2015, se les realizd tamizaje mediante gota gruesa en el marco del proyecto
“Distribucion de la Malaria en el Pert” con nimero de protocolo NAMRU6.2007.0004 de
NAMRU-6, el cual contaba con previa autorizacion del comité de ética de NAMRU-6.

A las personas que tuvieron un resultado positivo a Plasmodium sp. en el tamizaje mediante
gota gruesa seglin la Norma Técnica para la atencidn curativa de la Malaria del MINSA
(10) (ANEXO N°2), se les invit6 a participar en el proyecto “Distribucion de Malaria en el
Peru”. Las personas que aceptaron participar en el estudio firmaron el consentimiento
informado escrito para participar en el estudio titulado “Distribucion de la Malaria en el
Pert” NAMRU6.2007.0004 (ANEXO N°3). Se les tom6 una muestra de 3 mL de sangre en
un tubo con EDTA, luego se transportd la muestra y la 1dmina con la gota gruesa que fue

analizada anteriormente al laboratorio de Parasitologia de NAMRU-6 Iquitos.

En el laboratorio se revisé cada ldmina de gota gruesa por segunda vez para corroborar el
diagnostico de especie, y a partir de la muestra de 3mL se realizé un frotis delgado para
confirmar la identificacion de la especie de P. falciparum de cada muestra, adicionalmente

se realizé otra gota gruesa para verificar el estadio de anillo de las muestras antes de la
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incubacion. Después se calculd la densidad parasitaria (ANEXO N°4), y el volumen de
medio de cultivo necesario para ajustar el hematocrito a 6% (ANEXO N°5). Luego se
distribuyo6 la suspension de hematies de cada muestra al 6% en dos placas de cultivo celular
con drogas CQ en las filas A y B, QN en las filas C, D, E y MQ en las filas F, G y H. Las
concentraciones iniciales de CQ, QN y MQ fueron 2000nM, 2003.4nM y 150nM
respectivamente, a partir de las cuales se realizaron 10 diluciones seriadas a la mitad hasta
llegar a las concentraciones finales de 1.95nM, 1.95nM y 0.14nM respectivamente

(ANEXO N° 6). Luego se incubaron ambas placas a 37°C por 48 horas. (ANEXO N° 7)

Después de la incubacion se congelaron las dos placas a -80°C y se trasladaron en
recipientes con hielo seco al laboratorio d¢ NAMRU-6 en Lima. En el laboratorio de
NAMRU-6-Lima se descongelaron las dos placas de cada muestra y se realizaron los
ensayos DELI (ANEXO N°8) y MSF (ANEXO N°9). Finalmente se calcularon las IC50s

de cada ensayo con el programa GraphPad 4.

Mediante el programa GraphPad 4 se calcularon las IC50 de las drogas CQ, QN y MQ de
los dos ensayos; asimismo, los datos de R2 se obtuvieron de los resultados que brinda el
programa GraphPad 4. El calculo de la IC50 indica que si fue posible calcular la IC50 de
una droga, considerdndose como éxito cuando se pudo calcular la IC50 en las tres drogas
CQ, QN y MQ de cada ensayo, y sin éxito cuando no se pudo calcular la IC50 de al menos

una droga sea CQ, QN o MQ en cada ensayo.

Finalmente, el CV de cada droga se calculd con el programa SPSS a partir de las lecturas de
DO y RFU de cada ensayo. Los datos se registraron en el programa Excel 2010 segun la

Ficha de recoleccion de datos (ANEXO N°1).

Se analiz¢ la distribucion de los datos mediante graficas para determinar si la distribucion
de los datos seguia una distribucion normal, y se realizé el test de Shapiro-Wilk para

evaluar normalidad de los datos.

Mediante el programa Excel 2010 se realizaron gréficos de barras para representar los

resultados de frecuencia en porcentaje, y graficos de barras agrupadas por categoria. El
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andlisis de cada variable se realizé con estadisticos diferentes por la naturaleza de las

mismas.

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre las variables se

utiliz6 la prueba de Wilcoxon y la prueba de McNemar-Bowker para muestras pareadas con

p < 0.05. Todos los andlisis de datos se realizaron en el programa estadistico SPSS version

24.

2.1.8 CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue realizado bajo la autorizacion del Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales de la Marina de los Estados Unidos (NAMRU-6) como
parte del protocolo titulado: “Distribucion de la Malaria en el Perd”
NAMRU6.2007.004, estudio observacional, el cual cuenta con aprobacién del
Comité de Etica de NAMRU-6. (ANEXO N°10)

Se mantuvo la confidencialidad de los datos de los pacientes, para ello se les asigné
un cédigo alfa- numérico cuya correspondencia con el nimero de la historia clinica

fue de conocimiento solamente de uno de los investigadores.

Los pacientes firmaron un consentimiento informado escrito y consentimiento para
el uso futuro de las muestras bioldgicas del protocolo de “Distribucion de la Malaria
en el Peri”, que cuenta con la aprobacién del comité de Etica del Centro de
investigacion de enfermedades tropicales de la marina de los EE.UU. (NAMRU-6)
(ANEXO N°3)
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CAPITULO III

RESULTADOS
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3.1 LA CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA MAXIMA (IC50)
DE LAS DROGAS MEFLOQUINA, QUININA Y CLOROQUINA
MEDIANTE LAS PRUEBAS DELI Y MSF.

Se recolectaron 18 muestras de sangre, de las cuales 2 se rechazaron por presentar
contaminacion en el cultivo y no poder realizarse la prueba DELI. En total se procesaron 16

muestras. ANEXO N°11 y N°12

Las medias aritméticas de los valores de IC50 con el ensayo DELI fueron para CQ 231.26
nM, QN 101.17 nM y MQ 16.03 nM (Grafico N°1). Las medias de los valores de IC50 con
el ensayo MSF fueron para CQ 227.52 nM, QN 142.46 nM y MQ 35.07 nM. (Gréafico
N°2). En el diagrama de cajas del grafico N°I los puntos fuera de las cajas indican los
valores extremos en CQ (664.40nM) y QN (188.25nM) y en el grafico N°2 el punto fuera
del gréfico de caja de MQ indica el valor del IC50 de 227.9nM.

Grafico N°1. Concentracién inhibitoria media maxima (IC50) de drogas CQ, QN y
MQ en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con el ensayo de sensibilidad in

vitro DELI: Ensayo de inmuno deteccion Doble —Enzima Lactato Deshidrogenasa.
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Grafico N°2. Concentracion inhibitoria media maxima (IC50) de drogas CQ, QN y

MQ en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con el ensayo de sensibilidad in

vitro MSF: Ensayo de fluorescencia para Malaria basado en el reactivo SYBR Green-
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3.2 PORCENTAJE DE EXITO DEL CALCULO DE IC50 SEGUN

ENSAYOS MSF Y DELI

En el ensayo MSF se calcul6 la IC50 con éxito en el 50% (8/16) de las muestras y sin éxito

en el 50% (8/16) de las muestras. Sin embargo, en el ensayo DELI se calcul6 la IC50 con

éxito en el 87.5% (14/16) de las muestras y sin éxito 12.5% (2/16). En el grafico N°3 se

observan los resultados de los porcentajes de éxito.
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Griafico N°3. Porcentaje de éxito del calculo de la IC50 de las drogas CQ, QN y MQ en
muestras de Plasmodium falciparum segin ensayos de sensibilidad irn vitro DELI y
MSF.
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Se evalud la significancia del porcentaje de éxito del cdlculo de IC50 del total de muestras
de los ensayos DELI y MSF, mediante la prueba McNemar para muestras pareadas. Se
considerd un ensayo con éxito en el cdlculo de IC50 cuando para las tres drogas se calculd
la IC50. En la Tabla N°1, se muestra el resultado de la prueba de McNemar del éxito de
IC50 para las drogas CQ, QN y MQ segtin ensayos DELI y MSF.

Tabla N°1. Porcentaje de éxito del calculo de las IC50s de las drogas CQ, QN y
MQ segtin ensayos DELI y MSF (n=16)

Resultado de MSF DELI Test
1C50 n % n % McNemar
Con éxito 8 50 14 87.5 p<0.001
Sin éxito 8 50 2 12.5
Total 16 100 16 100
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El porcentaje de éxito del cédlculo de la IC50 de las pruebas MSF y DELI mediante la

prueba de McNemar-Bowker fueron estadisticamente significativas (p < 0.05)

3.3 PORCENTAJE DE EXITO DEL CALCULO DE IC50 DE MSF Y
DELI SEGUN DROGAS

El porcentaje de éxito para calcular la IC50 con el ensayo DELI para CQ fue 93.8% (15/16)
y para QN y MQ fue 87.5% (14/16). EI porcentaje de éxito para calcular la IC50 con
ensayo MSF fue de 93.75% (15/16) para CQ, 87.5 % (14/16) para QN, y para la droga MQ
fue de 50% (8/16). (Grafico N°4)

Grafico N°4. Porcentaje de éxito del calculo de la IC50 de las drogas CQ, QN y MQ

en muestras de Plasmodium falciparum segin drogas.
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Se evalué la significancia del porcentaje de éxito del cédlculo de la IC50 segtin drogas para
ambos ensayos DELI y MSF, mediante la prueba McNemar-Bowker para muestras

pareadas.
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La significancia del porcentaje de éxito del cdlculo de la IC50 de las pruebas MSF y DELI
no fueron estadisticamente significativas para las drogas CQ y QN (p > 0.05). Sin embargo,

las diferencias fueron significativas para la droga MQ (p < 0.05).

3.4 COEFICIENTE DE DETERMINACION DE CURVAS (R2) DE LOS
VALORES DE IC50 DE AMBOS ENSAYOS SEGUN
PARASITEMIA.

Las medias de los valores de R2 con el ensayo DELI fueron para cloroquina 0.89, quinina
0.92 y mefloquina 0.94; asimismo, las medias de los valores de R2 con el ensayo MSF

fueron para cloroquina 0.78, quinina 0.94 y mefloquina 0.76 (Tabla N°2).

Tabla N°2. Coeficiente de determinacion de curvas (R2) de las drogas CQ, QN y MQ
en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con ensayos de sensibilidad in vitro

DELI y MSF (n=16).

Ensayo R2 n  Minimo Maximo Media Desviacion

estandar
DELI CQ 15 0.52 0.98 0.89 0.13
QN 14 0.58 1.00 0.92 0.12
MQ 14 0.53 1.00 0.94 0.12
MSF CQ 15 0.03 0.97 0.78 0.30
QN 14 053 1.00 0.94 0.12
MQ 8 0.58 0.95 0.76 0.15

Se realiz6 la distribucidon de los valores de los coeficientes de determinacidon de curva de las
IC50 calculadas para las tres drogas (CQ, QN y MQ) con ambos ensayos segtn el nivel de

parasitemia.

El valor R2 mds cercano a la unidad indica que los puntos de las concentraciones
inhibitorias interceptan mas a la curva de donde se determina la IC50, por lo tanto la IC50

es mds precisa, mientras que los valores de R2 que maés se alejan de la unidad indican que
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los puntos de las concentraciones inhibitorias interceptan menos a la curva y en

consecuencia la IC50 es menos precisa.

En el grafico N°5 se observan los valores de R2 del ensayo DELI para parasitemias medias
(11 muestras) en referencia a la unidad. Ademads, se observa los valores de R2 del ensayo
DELI para parasitemias bajas (2 muestras) y parasitemias altas (3 muestras) en referencia a
la unidad. Mientras que en el grafico N°6 se observa la distribucion de los valores de R2
del ensayo MSF para parasitemias medias (11 muestras) en referencia a la unidad. Ademas
se observan los valores de R2 del ensayo MSF para parasitemias bajas (2 muestras) y

parasitemias altas (3 muestras) en referencia a la unidad.

Grafico N°5. Coeficientes de determinacion de curva (R2) de CQ, QN y MQ del

ensayo DELI segiin nivel de parasitemia.
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Grafico N°6. Coeficientes de determinacion de curva (R2) de CQ, QN y MQ del

ensayo MSF y segin nivel de parasitemia.
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Asi mismo se aplic6 la prueba de Wilcoxon para comparar el rango medio de dos muestras

relacionadas y poder determinar si existen diferencias entre los valores de R2 de los

ensayos DELI y MSF (Tabla N°3).
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Tabla N°3. Evaluacion de diferencias de los coeficientes de determinacion de curvas

(R2) entre los ensayos DELI y MSF mediante la prueba de Wilcoxon (n=16).

R2CQDELI R2QNDELI R2MQ_

-R2CQ -R2QN_ DELI - R2
MSF MSF MQ MSF
Z -1,136" -0,874° -1,820°
Sig. asintética 0,256 0,382 0,069

(bilateral)

Con los resultados de la prueba Wilcoxon se puede afirmar que no existen diferencias
significativas entre los valores de R2 de los ensayos DELI y MSF de cualquier droga

(p > 0.05).

3.5 COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS LECTURAS DE
UNIDADES DE FLUORESCENCIA RELATIVA (RFU) DEL
ENSAYO MSF Y DENSIDAD OPTICA (DO) DEL ENSAYO
DELI.

En el Grafico N°7 se muestran los resultados de los coeficientes de variacion de RFU del
ensayo MSF donde el 37.5% (6/16) de los valores de las medidas de RFU tuvieron un CV <
10% y 62.5% (10/16) un CV > 10%. En el Grafico N°8 se muestran los resultados de los
coeficientes de variacion de las DO del ensayo DELI donde el 81.25% (13/16) de las
medidas de DO tuvieron CV <20% y 18.75% (3/16) un CV > 20%.

38



Griafico N°7. Frecuencias de los coeficientes de variacion de RFU del ensayo MSF
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Grafico N°8. Frecuencias de los coeficientes de variacion de DO del ensayo DELI.
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Finalmente se aplicé la prueba de McNemar para determinar que si existe diferencias
significativas entre la frecuencia de datos negativos y positivos de ambos ensayos (Tabla

N°4)
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Tabla N°4. Evaluacion de diferencias de valores de CV entre los ensayos DELI y MSF

mediante la prueba de McNemar (n=16).

CV DELI Significaciéon
positivo  negativo exacta
Cv positivo 5 1
MSF negativo 8 2 0.039
Total 13 3

Mediante la prueba de McNemar se encontré que el porcentaje de resultados positivos con

el ensayo DELI fueron significativamente mayores que con el ensayo MSF (p < 0.05), es

decir, las variaciones encontradas en la proporcién de resultados positivos observadas en la

muestra no se deben al azar.

En el grafico N°9 se compara el porcentaje de positivos con el ensayo DELI de 81.25%

(13/16) y con el ensayo MSF de 37.5% (6/16).

Grafico N°9. Comparacion de los porcentajes de CV positivos con los ensayos MSF y

DELI.
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3.6. LA CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA MAXIMA (IC50)
DE LAS DROGAS CQ, QN y MQ SEGUN ENSAYO Y
PARASITEMIA

Se realiz6 un gréfico de frecuencias del éxito del calculo de IC50 de cada droga segtn el
nivel de parasitemia baja (1-999 parésitos /uL), media (1000-10000 pardsitos /uL), alta
(10001 a mas parasitos/uL). En el grafico N°10 se observa que mediante la prueba DELI si
se logré calcular la IC50 en parasitemias baja, media o alta de cualquier droga. Sin
embargo, en el grafico N°11 se observa que mediante la prueba MSF no se logra calcular
las IC50 de las tres drogas en muestras con parasitemias bajas parasitemia (1-999 parésitos
/ul) y si se logra calcular el IC50 de las tres drogasen en parasitemias media y altas. Sin
embargo, el nimero de muestras con parasitemia baja (1-999 parasitos /ul) es de 12.5%
(2/16) del total de muestras, el nimero de muestras con parasitemia media es el 68.75%

(11/16) y con parasitemias altas es de 18.75% (3/16) del total de muestras.

Grafico N°10. Concentracion inhibitoria media maxima (IC50) de las drogas CQ, QN
y MQ en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con ensayos de sensibilidad in

vitro segin ensayo DELI y nivel de parasitemia.
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Grafico N°11. Concentracion inhibitoria media maxima (IC50) de las drogas CQ, QN

y MQ en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con ensayos de sensibilidad in

vitro segin ensayo MSF y nivel de parasitemia.

500,00

400,00

300,00

200,00

IC 50 (nM)

100,00

0,00

100,00

I
1-589

T T
1000-10000 10001-en adelante

Parasitemia uL

Barras de error: 95% Cl

0150 cg msf
1CS0 gn msf
IC50 mg msf

I 1050 cg msf
[ 1250 gn msf
I 1C50 mg msf

Grafico N°12. Porcentajes del éxito del calculo de las IC50s de las drogas CQ, QN y

MQ en muestras de Plasmodium falciparum evaluados con ensayos de sensibilidad in

vitro DELI y MSF en parasitemias bajas.
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CAPITULO IV

DISCUSION
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Actualmente la prueba Gold Standard para los estudios de sensibilidad a drogas
antimaldricas es la prueba de sensibilidad in vivo, la cual brinda una informacién valiosa de
resistencia y susceptibilidad a drogas antimaldricas, y ademds sus resultados se usan para
determinar y actualizar los programas de tratamientos. Los ensayos de susceptibilidad in
vitro, asi como los marcadores de resistencia son ensayos que proveen datos
complementarios para la epidemiologia de cepas resistentes a drogas antimaldricas. Sin
embargo, no reemplazan a los estudios clinicos de resistencia a drogas ni predicen
exactamente los resultados de resistencia a drogas para realizar cambios del tratamiento

antimalarico (63).

Los ensayos de susceptibilidad existentes presentan diferentes marcadores de
susceptibilidad como: producciéon de LDH (ensayo DELI), secrecion de HRP2 (ensayo
HRP2), deteccion de ADN (ensayo MSF) y cuantificacién de esquizontes (ensayo
microtest), los cuales reflejan los diferentes aspectos metabdlicos o de maduracion del
pardsito; por esta razdén, los resultados de IC50 no son necesariamente directamente
comparables entre las pruebas (63). En el presente estudio no se evalud si los resultados se
correlacionan o no entre si, sino el interés radicé en saber cudl de las dos pruebas in vitro es
mads eficaz para el cdlculo de la IC50 de CQ, QN y MQ. Para determinar la eficacia se

usaron tres indicadores de eficacia dentro de cada ensayo (64, 69, 71).

El ensayo MSF ha sido ampliamente estudiado y se ha validado como un ensayo con
valores de IC50 comparables a ensayos estdndares como el ELISA HRP2 y el ensayo
isotépico, pudiéndose usar tanto en cepas de referencia como en aislamientos frescos de P.
falciparum (3, 71). En Pert, varias instituciones privadas con apoyo del Ministerio de
Salud realizan estudios de sensibilidad a drogas antimalaricas mediante el ensayo MSF,
debido a que no es laborioso y es de facil implementacion, sin embargo, la prueba presenta
mucha lectura residual de fondo afectando la interpretacion de los resultados y su

especificidad (3).

Los estudios que evalian el ensayo MSF, principalmente evalian si los valores de IC50 son
comparables a otras pruebas, como en el estudio de Smilkstein y col. (61), quienes

compararon la similitud de los valores de IC50 entre los ensayos MSF e isotopico, y
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afirmaron que los valores fueron similares; finalmente concluyeron que el ensayo MSF es
un excelente método que puede sustituir al ensayo isotdpico (61). Asimismo, en otro
estudio Bacon y col. (3) evaluaron la variabilidad de los valores de IC50 de los ensayos
MSF y HRP2 en varias condiciones de cultivo, con muestras frescas y cepas de referencias,
y concluyeron que no hay diferencia significativa entre los valores de IC50, y sugirieron el
uso de MSF como una prueba de sensibilidad a drogas antimaléricas (3). Sin embargo, la
Unica investigacion que se encontré que estudia la validacién de los resultados de MSF fue

realizada por Rason y col. (71).

Rason y col. en su estudio evaluaron 249 muestras de aislamiento clinico de P. falciparum
con el objetivo de comparar resultados de IC50 de cuatro medicamentos (CQ, QN, AQ y
ART), entre los resultados reportaron el porcentaje de éxito del cdlculo de la IC50 con el
ensayo isotopico de 77.5% (193/249) y 81.5% (139/170) con el ensayo MSF (71). En el
presente estudio con el ensayo MSF se obtuvo un éxito del cdlculo de IC50 en las tres
drogas (CQ, QN y MQ) de 50 % (8/16), mientras que con el ensayo DELI se obtuvo un
éxito del cédlculo de IC50 en las tres drogas de 87.5% (14/16), resultados diferentes a los
que Rason y col. encontraron. Cuando se analiz6 estas diferencias del éxito total del calculo

del IC50 para las tres drogas (CQ, QN y MQ) las diferencias eran significativas (p < 0.05).

Cuando se analiz6 el porcentaje de éxito segin drogas, se encontré que los porcentajes de
éxito para calcular la IC50 de CQ y QN fueron los mismos 93.75% y 87.5%
respectivamente para ambos ensayos, pero si se encontraron diferencias entre los
porcentajes de éxito del cdlculo de la IC50 de MQ, los cuales fueron 50% y 87.5% para
MSF y DELI respectivamente. Estos resultados con ambos andlisis nos muestran que el
ensayo MSF puede ser tan eficaz como el ensayo DELL, y la diferencia de su desempefio
puede depender de la droga que se evalue en el perfil de sensibilidad. Esta ultima hipdtesis
se apoya en los resultados encontrados por Rason y col. que encontraron un porcentaje de
éxito del célculo de la IC50 de 81.5% (139/170) para drogas diferentes a MQ como CQ,
QN, AQ y ART (71).

De los resultados obtenidos en el éxito del calculo de la IC50 en el estudio segun drogas se

demuestra que el ensayo DELI presenté una mejor sensibilidad (87.5%) para el calculo de
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la IC50 para MQ; mientras que el ensayo MSF presento una sensibilidad de 50% en las

drogas MQ); y en este tltimo ensayo no se pudo calcular la IC50 para MQ en muestras con
baja parasitemia ¢ 0.006%). Resultados semejantes fueron reportados en el estudio de

Brasseur y col.,, quienes compararon la prueba DELI con la prueba Microtest para
determinar la sensibilidad de CQ, QN, MQ y AS, y hallaron una mayor sensibilidad en el
ensayo DELI que con el ensayo Microtest en muestras con parasitemias de 0.005% (5).
Druilhe y col. en un estudio con 100 muestras compararon la sensibilidad de DELI y el
ensayo isotopico y asi mismo evaluaron la reproducibilidad de ambas pruebas. Encontraron
que el nivel de deteccion de DELI fue de hasta 0.005% mientras que la prueba isotépico

solo detect6 parasitemias > 0.2% (6).

En el presente estudio la diferencia entre los valores de R2 de los ensayos DELI y MSF no
fueron estadisticamente diferentes (p > 0.05), es decir, las curvas para el cdlculo de la IC50
en el ensayo DELI fueron tan precisas como las curvas del ensayo MSF. No encontramos
estudios donde comparen este indicador de eficacia entre pruebas de sensibilidad in vitro de
sensibilidad a drogas anti-P. faclciparum, sin embargo, es un valor que indica la precision
de los puntos que pasan por la curva de respuesta-inhibidor, de donde se calcula la IC50, y
varios autores indican que el valor de R2 provee una medida de cuan bien los puntos se

ajustan a la curva (69, 74).

Al comparar la variable coeficiente de variacién de los valores de las medidas de lecturas
de RFU, en el ensayo MSF, presenté mayor ocurrencia de CV mayores a 10% (10/16);
mientras que las lecturas de DO, en el ensayo DELI, presentaron menores ocurrencias de
CV mayores a 18.75% (3/16), estos resultados indican que el célculo de la IC50 en el
ensayo DELI es més preciso que el ensayo MSF, estas diferencias fueron significativas (p <
0.05). No encontramos estudios donde comparen este indicador de eficacia entre pruebas de

sensibilidad in vitro.

En la comparacion de las IC50s de las drogas antimalaricas segin ensayo y nivel de
parasitemia, se pudo observar que con el ensayo MSF las muestras con parasitemias bajas
(1-999 parasitos /uL), la sensibilidad para el cdlculo de la IC50 se redujo a la mitad (50%)
para las drogas CQ (1/2) y no se logro calcular para la droga MQ (0/2); sin embargo, con el
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ensayo DELI se logré calcular el 100% (2/2) para todas las drogas. No encontramos

estudios donde comparen este indicador de eficacia entre pruebas de sensibilidad in vitro.

Cuando se evaluo la significancia de los resultados del indicador “porcentaje de éxito del
calculo de IC50” segin drogas para ambos ensayos no se encontraron diferencias
significativas entre las drogas CQ y QN, sin embargo si hubo diferencias significativas para
la droga MQ con ambas pruebas. Esto significa que se reduce el calculo de la IC50 para
MQ mediante la prueba MSF originando perfiles de sensibilidad incompletos, lo cual es
una desventaja transcendental frente a la prueba DELI; debido a que la droga MQ es una de
las drogas mds importantes en el contexto epidemioldgico de Iquitos. Por tal motivo se
consideré que la prueba DELI también fue superior en la valoracion de este indicador, a

pesar que con las drogas CQ y QN este indicador no present6 diferencias significativas.

La diferencia de éxito del calculo de la IC50 entre MQ y CQ o QN para ambas pruebas
puede deberse a que para calcular la IC50 de MQ, el tiempo de incubacién del parésito en
el ensayo in vitro (48 horas) para esta droga sea insuficiente para poder evidenciar las
concentraciones de ADN por el ensayo MSF, considerando que un ciclo de vida del
parasito dura 48horas (78). Por consiguiente, errores en el tiempo de incubacién in vitro de
los ensayos podrian producir insuficiente tiempo de incubacidn para un ciclo de vida del
parasito originando ausencia de ADN o incipientes concentraciones de ADN para calcular
el IC50 de MQ mediante el ensayo MSF, sin embargo, los cdlculos del IC50 de CQ y QN
no se verian afectados. Es decir, este posible error en el tiempo de incubacién no afectaria
en la determinacion de las IC50 de la droga MQ por parte del ensayo DELI. Esto tltimo
nos indica que calcular la enzima lactato-deshidrogenasa como un indicador de sensibilidad
in vitro le suma sensibilidad al propio ensayo DELI. Por otro lado, las concentraciones de
la droga MQ en ambos ensayos fueron catorce veces menos en comparacion con las
concentraciones de las drogas CQ y QN, esta diferencia de concentracion de MQ puede
influir en la sensibilidad para el célculo de la IC50 en el ensayo MSF imposibilitando el

calculo de IC50 por este ensayo.

Los resultados obtenidos en los indicadores “porcentaje de éxito del célculo de IC50” y

“coeficiente de variacion (CV)” indican que la prueba DELI es superior en estos dos
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indicadores. Por otro lado, con el indicador “coeficiente de determinacion de curvas (R2)”
los resultados no fueron estadisticamente diferentes para las drogas CQ, QN y MQ, esto
significa que para este indicador no hay diferencias en la precision entre las curvas de los

ensayos MSF y DELI para nuestra muestra de estudio (n=16).

En base a los resultados que se obtuvieron en al menos dos indicadores de eficacia se

determiné que la prueba DELI es una prueba eficaz para el calculo de IC50.

Una limitacién importante de este estudio es el tamafio de muestra que se recolectd y la
falta de proporcionalidad entre el nimero de muestras y los diferentes niveles de

parasitemias.

Otra limitacién de este estudio fue que solo se evalué la sensibilidad a dos drogas
actualmente usadas en la Amazonia Peruana para el tratamiento de malaria no complicada
por P. falciparum, una droga de primera linea (MQ) y otra de segunda linea (QN); y no se

evalué la sensibilidad de P. falciparum a AS, o a otras drogas de segunda linea como CL y

PQ.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

El estudio realizado tuvo las siguientes conclusiones:

= El porcentaje de éxito del cdlculo de IC50 para las tres drogas (CQ, QN y MQ)
mediante el ensayo DELI fue mayor al del ensayo MSF.

= Los resultados de coeficiente de determinacién de curva (R2) de ambos ensayos
indican que las IC50s de los ensayos DELI fueron tan precisos como las IC50s de

los ensayos MSF.

= La comparacion del coeficiente de variacidn de las lecturas de ambos ensayos indica
que los valores de DO del ensayo DELI fueron mds precisos que los valores de RFU

en el ensayo MSF.
= Elensayo DELI es mas sensible para detectar IC50 de la droga MQ.

= El ensayo DELI es mads eficaz para calcular la IC50 de drogas antimalaricas CQ,

QN y MQ.
RECOMENDACIONES

= Desarrollar mds estudios con mayor tamafio muestral para definir el porcentaje de
éxito y otras variables con mayor verosimilitud. Asi como mayor proporcion en las

muestras de diferentes niveles de concentracion de parasitos.

® Incluir otros indicadores en el andlisis de curvas que determinen una mayor

exactitud para determinar la eficacia del célculo de IC50.

= Usar el ensayo DELI en lugar del ensayo MSF para estudios de sensibilidad a

drogas antimaldricas donde se incluya la droga MQ.

= Evaluar otras condiciones de pureza de las muestras, como por ejemplo estudios

comparativos de muestras seriadas con filtracion y sin filtraciéon de leucocitos.
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ANEXO 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

REGISTRO DE RESULTADOS DE MUESTRAS DELI

RESULTADO DELI (1C50)

1C50 ANALISIS DE CURVAS (r2) CV DE LECTURAS

MUESTRA | CODIGO | FECHA EXITO DEL

Parasitemia | x|c50- | X1C50- | X1C50-
CALCULO cQ QN MQ <20% >20%
@ an ma Ic50

REGISTRO DE RESULTADOS DE MUESTRAS MSF

RESULTADO MSF (IC50)

1C50 ANALISIS DE CURVAS (r2) CV DE LECTURAS

MUESTRA | CODIGO | FECHA EXITO DEL

CALCULO cQ QN MQ <10% >10%
IC50

Parasitemia | x|c50- | x1c50- | X 1C50-
CQ24h | QN24h | MQ24h
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ANEXO 2

FLUXOGRAMA DE LOCALIZACION Y ATENCION DE FEBRILES
EN SERVICIOS GENERALES DE SALUD

CFEBRIL)
|
{ }

LOCALIZACION
INTRAMURAL

(Durante la Atencién en
los Servicios de los
Establecimientos de Salud)

LOCALIZACION
EXTRAMURAL

(En la Comunidad, por los
Promotores de Salud)

Sin antecedentes
Clinico

Epidemiol

GOTA GRUESA

Y FROTIS CASO INICIA
R ERUEE CONFIRMADO| "\ FARMACOLOGICO
DIAGNOSTICAS
(Laboratorio)
Con antecedentes
REVISION DE LA EpcSinee CASO INICIA
HISTORIA CLINICA PROBABLE B ATRRﬁIé'gLEg&% e
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0gicos

INVESTIGAR OTROS
DIAGNOSTICOS
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ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO Y ASENTIMIENTO
PARA EL USO FUTURO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

{ Anexo 1 — Consentimiento Escrito T

Version: 12 de Agosto del 2011

CEI NAMRU-6
PERU
CONSENT}M‘ENTO INFORMADO ESCRITO N* de Protocolo: NMRCD.2007.0004
Fecha de Aprobacién: 20/08/12
Titulo del Estudio: Distribucién de la Malaria en el Pert " Fecha de Expirncién: 08/08/13
- Verificado por: ZM

Introduccion y Propésito

El Ministerio de Salud del Pearyg junto con e! Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales de
la Marina de los Estados Unidos (NAMRU-6) en Pert, quieren encontrar una mejor manera de
caracterizar los tipos de malaria que afectan a la poblacién peruana. Con esta finalidad, estamos
realizando un estudio de investigacion en pacientes con malaria. Todos los casos de malaria ya sea
que pariicipen en el estudio o no seran iratados segun la especie d= malaria con la que eastan
infectados y de acuerdo a las politicas estandares de tratamiento del Ministerio de Salud del Peru. El
responsable de este estudio del NAMRU-6 es la Dra. Kimberly A."Edgel. Le solicitamos su
participacion en este estudio para conocar el tipo de malaria que padece.

Procedimientos

Si se le ha diagnosticado malaria 2 usted/su hijo(a)/su dependients, entonces se le preguntara si es
Qque usiad/su hijo(a)/su dependients estaria(n) interesado en participar en este estudio. Si acepta
participar en este estudio, le haremos preguntas sobre su salud/la salud de su hijo(a)/la salud de su
dependiente, algun vigje reciente, sus anteriores infecciones de malaria y un breve examen medico.
Adicionalmente le solicitaremos proveemos de una muesira de sangre para determinar si usted/su
hijo(a)/su dependiente tiens malaria, para evaluar si hay resistencia a los medicamenios
anumalaricos, conocar los difarentes tipos de malaria exisientes, evaluar las defensas de su cuerpo
(pruebas inmunoldgicas) y realizar examenes méadicos adicionzles relacionados con sl estudio actual.
Si el establecimienio de salud que usiad esta visitando tiene electricidad las 24 horas y cuenta con
un congelador, entonces le solicitaremos que usied/su hijo(a)/su dependiente proporcione 7 ml. de

: pa), de lo contrario le tomaremos una pequefia muestra (1

sangre (equivalente a 1 cucharada de so

mi) de su dedo/el dedo de su hijo/el dedo de su dependiente y la pondremos sobre un pedazo de
papel especial. Todos los voluntarios que participen en el estudio y que hayan sido diagnosticados
con malaria seran tratados por =l esstablecimiento de salud. Si usted/su hijo(a)/su dependienta no
tiene malaria, el madico lo tratara después de realizarle un examen. Si as gue usted/su hijo(a)/su
dependieniz no mejora dentro de los 35 dias y regresa a la clinica, le tomaremos una sagunda
muestra de sangre (7 ml) y le haremos una serie de pregunias relacionadas con su enfermedad/l3
ermiemedad de su hijo/la enfermedad de su dependiente. Por favor, regrase a la clinica en cualquier

momenio si es que usiad/su hijo(a)/su d2pendi=nte no se siente mejor.

Participacion voluntaria y alternativas de tratamienio

La pariicipacion en este estudio es voluntaria y no le costara nada a usted ni 2 su familia. Asimismo,
usted puede retirarse del estudio cuando lo desze y por el motivo que crea convenienie sin perder
sus derechos a recibir el tratamiento. Si asi lo hiciera, no recibira ningun tipo de sancion o pérdida de
beneficios y podra ser atendido por una persona encargada de la atencion médica que actualmente
irabaje en su localidad y recibir el tratarmiento normal en este establecimiento de salud segun las
indicaciones del médico. No perdera los bensaficios ni los servicios que le corresponden.

Beneficios

Usted/su hijo (a)/su dependiente pbdria beneficiarse al formar parte de este estudio ya que se le hara

examen de sangre para ver si tiene malaria a fin de asegurar gque se le proporcione el tratamiento
mas apropiado. Existe la posibilidad que -usted no tenga malaria y que el examen sea negativo. En
ese caso, el medico le brindara el mejor cuidado y tratarmiento disponibles. Esperamos que este
estudio ayude al Ministerio de Salud del Perd a encontrar una mejor forma de diagnosticar la malaria

y con ello permitir un tratamiento mas adecuado.

Riesgos

Es probable que usted/su hijo (a)/su dependiente sienta.un poco de dolor o de miedo mientras se
toma la muestra de sangre de su dedo o su brazo pero normalmente no habra infeccién.

1 CODIGO
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Confidencialidad

Toda informacion relacionada con usted/su hijo (2)/su dependiente serd almacenada en un lugar

seguro en NAMRU-6 en Lima y s6lo tendran acceso a sus muestras e informacién los investigadores
del estudio. Cualquier informacién sobre usted/su nifo serd mantenida confidencialmente en la
medida er que Ia ley lo permita. Ningin informe de los resuliados del estudio incluird su nombre o
datos gue pudieran identificario. Se procedera a destruir (quemandolas) las muestras y fa informacion

del paciente cuando ya no sean necesarias.

Resultados de los Estudios

El establecimiento de salud le informara a usted/su hijo (a)/su dependiente de los resultados de las
pruebas de microscopia por la clinica. A menos que lo solicite ningin ofro resuliado le serd
entregado debido 3 que estaran disponibles muchos meses después v es posihle gque en eso
momento ya no les sean (tiles desde &l punto de vista clinico.

Alternativas de participacion

.La decision de pariicipar en este estudio es voluntaria, lo que significa que usted/su hijo(a)/su
dependiente son libres de elegir si a usted/su hijo(a)/su dependiente le gustaria enirar al estudio. La !
aliernativa suya o de su hijo(a) o de su dependisniz es no pariicipar en este estudio. En este caso,
usted aun seguira recibiendo el tratamienio medico estandar para la malaria Yy no perdera ningun
beneiicio al cual usted tiene derecho.

Puntos de coniacto

Este conseniimiento informado explica las actividades que planeamos hacer. Por favor haganos
cualqguier pregunta shors si hay algo qu= no entienda. Ustad puede también hacer preguntas en el
futuro si lo desea. Sj usied/su hijo(a)/su dependiante tuviera preguntas sobrz estz estudio, decidiera
retirarse, o piensa que ha suirido una lesion como resultado de sy pariicipacion, por favor contacie a
cualquiera de nuesiros investigadores en essie e tablecimisnto de salud o dependiendo en qué arzs

se encuentre, contacte a cualquiera de las siguientas personas: :
® En Bellavista, Piura: Sra. Edith Guerraro Vinces, Ceniro de Salud Bellavisia, celular

968958545,
° En Iquitos, Loreto: Dr. Salomon Durand, NAMRU--8, tzléfono (065) 601471.
o En Tumbes: Dr. Rommel Gonzéalez: Seminario, Direccién Regional de Salud Tumbes,

teléfono: (072) 523032
= En Madrz de Dios: Lic. Enf, Esteban Rivera, teléfono (082) 571126 Anexo 2200.
= En Lima: Dr. Juan Francisco Sanchez, teléfono: (01) 8144141 Anexo 209.

Si usted fiene preguntas sobre sus derechos como pariicipante en este estudio de investigacion,

usied puede contactar a:
- Dra. Giselle Soto, Presidenta del Comiia de Eiica de NAMRU-8, Lima, teléfono: (01) 6144106

- Sra. Roxana Lescano, Administradora del Comiié de Eiica de NAMRU-5 Lima, teléfono: (01)
6144133, 5
Esta copia es para sus registros.

La decisién de paricipar en Jeste estudio es voluntaria, lo Que significa que es libre de elegir si a
usted/su hijo (a)/su dependiente les Qustaria entrar al estudio. Usied puede rehusar participar o
detener su participacion en cualquier momento. No hay penalidades por retirarse del estudio.

Gracias por todo su tiempo vy su asistencia.
CEI NAMRU-G
PERU
N de Protocolo: NMRCD.2007.0004
Fecha de Aprobacidn: 20/08/12
Fecha de Expiracién: 08/08/13
Verificado por: ZM

5, i ~ CODIGO
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Anexo 1 — Consentimiento Escrito

Version: 12 de Agosto del 2011

Detalles de la persona que administro el consentimiento informado:

Nombre y Apellido: 5 : Firma:

Fecha: ./ /20

CEI NAMRU-G
PERU
N* de Protocolo: NMRCD.2007.0004
Fecha de Aprobacidn: 20/08/12
Fecha de Expiracion: 08/08/13
Verificado por: ZM

3 CODIGO




LAr\exo 1 — Consentimiento Escrito J

Versién: 12 de Agosto del 2011

Consentimiento de Adulio: 8 ) ) P
Mi firma abajo indica que yo he decidido participar en este estudio como sujeto de investigacion y

que el estudio me ha sido explicado, yo he tenido la oportunidad de hacer pregunt;s y se gue
cuzlquier pregunta que tenga en el futuro sera respondida por alguno de los _investlgadores de!
estudio y que yo entiendo la informacion presentada previamente. Yo entiendo gue dare otra copia

igual a este consentimiento informado.

Nombre y Apellido del Participante:

Firma del Participante: "Fecha: /[ 120

Si el participante es analiabeto, un adulto debe testificar el proceso de consentimiento

Edad: ___

Nombre y Apellido del Testigo:

Fecha: / /20

Firma del Testigo:

CONSENTIMIENTO DE PADRES: Mi firma abajo indicara que yo he decidido permitir que mi hijo(a)
pariicipe en este estudio como un sujeto de investigacion y que el esiudio me ha sido explicado, he
ienido la oporiunidad de hacer preguntas y §& gue cualquier pregunta que tenga en el futuro sera
respondida por alguno de los investigadoras del estudio y que entiendo la informacion preseniada
previamente. Yo entiendo que daré otra copiz igual a este consentimienio informado.

Nombre vy Apellido del nifio: -~ Edad:
’ Nombre y Apellido del Padre o Guardia Legal: Edad:
Fecha: / /20

Firma del Padre o Guardia Lagal:

Si el padre o guardia legal es analfabeto, un adulio debe tesiificar 2l proceso de consentirmienio

Edad:

Nombre y Apellido del Testigo:

Firma del Testigo: Fecha: / /20

CcOoDIG2
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ANEXO 4

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA LA
DETERMINACION DE LA DENSIDAD PARASITARIA DE

Plasmodium falciparum

CONTAR LOS PARASITOS HASTA REGISTRAR
200 LEUCOCITOS EN LA GOTA GRUESA

)

MAS DE 10 PARASITOS MENOS DE 10 PARASITOS
ENCONTRADOS ENCONTRADOS

¥

SEGUIR CONTANDO LOS PARASITOS
REGISTRAR EN TERMINOS DE # DE HASTA LLEGAR A 500 LEUCOCITOS

PARASITOS X 200 LEUCOCITOS _'

REGISTRAR EN TERMINOS DE # DE
PARASITOS X 500 LEUCOCITOS

-

N° de parasitos x 6000
N° de leucocitos

= Parasitos /uL

EN EL CASO DE P. falciparum, EL
RECUENTO SE REALIZA DE
MANERA INDEPENDIENTE PARA
LOS ESTADIOS DE TROFOZOITO
Y GAMETOCITO

@

REDONDEAR EL CALCULO A CIFRAS
DECIMALES ENTEROS
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ANEXO 5

AJUSTE DEL HEMATOCRITO

REALIZAR UMNA GOTA GRUESA DE LA
MUESTRA COLECTADA EN TUBO CON
EDTA

REALIZAR EL RECUENTO DE PARASITOS
EN GOTA GRUESA ¥ VERIFICAR ESTADIO
DE ANILLOS (=90%)

CENTRIFUGAR LA MUESTRA COLECTADA
EM TUBOS CONM EDTA
A 1500 RPM X 5 MIN

*CALCULAR EL VOLUMEN DE
DILUIR LA MUESTRA EN MEDIO DE CULTIVO COMPLETO NECESARIO
CULTIVO COMPLETO PARA PARA AJUSTAR A UN &% DE RBC
OBTENER 10mL 6% DE RBC POR PARA INOCULAR UNAPLACA DE
PLACA CON FARMACO (*) FARMACO
0.5x5/P=CV

CV: VOLUMEN DE CULTIVO
MNECESARIO PARA PREPARAR
LOS INOCULOS
P: PARASITEMIA

64



DROGAS

ANEXO 6

Cuadro N°1. Distribucion de drogas segiin concentracion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CQnM 2000 1000 500 250 125| 62.50| 31.25| 15.63 7.81 3.90| 1.95|ctrol +
cQnM 2000 1000 500 250 125| 62.50| 31.25| 15.63 7.81 3.90| 1.95|ctrol +
QN1 nM |2003.4|1001.70| 500.85| 250.43 | 125.21| 62.61| 31.30| 15.65 7.83 391| 1.96|ctrol +
QN2 nM |2003.4|1001.70| 500.85| 250.43 | 125.21| 62.61| 31.30| 15.65 7.83 391| 1.96|ctrol +
QN3 nM |2003.4|1001.70| 500.85| 250.43 | 125.21| 62.61| 31.30| 15.65 7.83 391| 1.96|ctrol +
MQ1 nM 150 75| 37.50| 18.75 9.38| 4.69| 2.34 1.17| 0.59| 0.29| 0.14|Blanco
MQ2 nM 150 75| 37.50| 18.75 9.38| 4.69| 2.34 1.17| 0.59| 0.29| 0.14|Blanco
MQ3 nM 150 75| 37.50| 18.75 9.38| 4.69| 2.34 1.17| 0.59| 0.29| 0.14|ctrol +

[
»

CONCENTRACION (nM) DE MAYOR A MENOR
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ANEXO 7

INCUBACION DE LA MUESTRA CON PARASITOS PARA LA
REALIZACION DE LOS ENSAYOS MSF Y DELI

AGREGAR 100uL DE LA MUESTRA DILUIDA A
B% HEMATOCRITO A CADA POCILLO EN LA
PLACA CON DROGAS

¥

| INCUBAR A 37°C CON VELA X ‘

70-72 HORAS.

l CONGELAR LA PLACA A -BO°C ‘

ENVIAR AL LABORATORIO EN HIELO SECO
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ANEXO 8

N6-PAR-IM Fecha Efectiva: Version: A Pagina: 67 of 100
23 de Marzo de 2015

Autores: Lorena Tapia

Responsable de autorizacion: Mark Simons

Seccion afectada:  Parasitologia - Inmunologia

1. FUNDAMENTO:

Esta prueba se fundamenta en un ensayo inmuno - enzimdtico de deteccion de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) usando anticuerpos monoclonales especificos
para LDH de P. falciparum. La cuantificaciéon del LDH malarial corresponde a la
actividad de pardsitos sobrevivientes a la acciéon de la droga. El nivel de LDHp
liberado por el crecimiento del pardsito es determinado por medidas de densidades
Opticas (66).

2. MATERIALES

2.1. Equipo y Suministros
- Gabinete de Bioseguridad Clase 11
- Incubadora a 37 ° C
- Centrifuga
- Agitador Vortex
- Agitador
- Agitador magnétic
- Colector de Vacuette de la lavadora
- Vaso de vidrio 11
- Espatula
-Balanza electrénica
- Pipeta de ayuda
- Micropipetas individuales: 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl'y 1000 pl
- Micropipeta multicanal: 300 pl
- Espectrofotémetro, BioTek Epoch Microplate Instruments
- Refrigerador
- Congeladores (-20 ° C, -80 ° C)
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2.2. Reactivos
- Anticuerpo monoclonal Pf LDH 19E4 (2,47 mg / ml, Vista)
- Anticuerpo monoclonal biotinilado anti-pLDH MAb 19G7 (2,7 mg / ml, Vista)
- Estreptavidina peroxidasa conjugada (S000-03, Rockland Inc.)
- 3,3', 5,5'-Tetramethylbenzidine (T5525, SIGMA)
- Dimetilsulféxido (D8418, SIGMA)
- Acido citrico (C0759, SIGMA)
- Fosfato dibasico de sodio (S0876, SIGMA)
- Albimina sérica bovina (A7030, SIGMA)
- Solucién salina tamponada con fosfato (P3813, SIGMA)
- Acido clorhidrico al 37% (100317, Merck)
- Agua destilada

2.3. Consumibles

- Microtubos, 1.5 ml, 2 ml

- Tubos conicos: 5 ml, 15 ml

- Pipetas seroldgicas: 5 ml, 10 ml, 25 ml

- Extremidades de la micropipeta: 200 ul, 1ml

- Bote de plastico

- Sistema de esterilizacion de filtro (156-4020, Thermo Scientific)
- Tubos estériles de 4,5 ml

- Microplacas de 96 pocillos para el ensayo (NUNC Maxisorb)
- Depésito de tampdn 50 ml

- Bata de laboratorio

- Guantes: nitrilo

- Papel de aluminio

- Tubos de extraccién de sangre ACD, 3 ml

3. PROCEDIMIENTOS

3.1. Revestimiento
A. Para realizar el ensayo DELI a P. falciparum

1. Escribir el nombre del experimento en un placa: "DELI Pf assay - (fecha) -
(Iniciales)"
i1. Preparar 12 ml de MAb Pf LDH 19E4 a 1 pg / ml
a. Afiadir 11995.14 pl de PBS a un tubo cénico de 15 ml.
b. Anadir 4.86 pl del MAb Pf LDH 19E4 (2.47 mg / ml) al tubo.
c. Agitar con el Vortex la dilucion durante 30 segundos.

68



iii. Verter la dilucién en un depdsito de amortiguacion.

iv. Agregar 100 pl por pocillo de la dilucion, usando la micropipeta multicanal.

v. Cubrir la placa con papel de aluminio y escribir el nombre de la placa en ella.

vi. Incubar durante la noche a 4 ° C.

vii.Desechar la solucién en la placa invirtiendo la placa ripidamente sobre el
fregadero y secar la placa con papel toalla.

3.2. Lavado

1. Agregar ~ 200 pl por pocillo de tampén de lavado (Seccién 8.1.B), usando el
colector Vacuette.

ii. Esperar 1 minuto.

iii.Desechar la solucién en la placa invirtiendo la placa rdpidamente sobre el
fregadero.

iv. Secar la placa con una toalla de papel.

v. Lavar la placa 4 veces mas.

3.3. Bloqueo

i. Agregar 200 pl por pocillo de tampén de lavado (Seccién 8.1.B), utilizando la
micropipeta multicanal.

ii. Cubrir la placa

iii. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

iv. Desechar la soluciéon en la placa invirtiendo la placa rdpidamente sobre el
fregadero y seque la placa con papel toalla.

v. Guardar la placa a 4 ° C por hasta 1 mes o contintie con la secciéon 7.4.

3.4. Preparacion y deteccion de muestra

Las muestras de placa proporcionadas contienen 100 pl de cepas de cultivo o
muestras de campo diluidas con medio de cultivo al 2% de hematocrito. Estas
placas se incuban y se mantienen congeladas a -80 © C

1. Hemolizar las muestras completando 3 ciclos congelados-descongelados. Realice
este paso 1 hora antes de que finalice el bloqueo de la incubacidn o retire la placa
del refrigerador (Seccién 3.3.vi).

ii. Transferir las muestras hemolizadas a la placa. Alternativamente, las muestras
pueden diluirse si los resultados de OD son altos debido a la alta parasitemia.

ii1. Incubar durante 1 hora a 37 ° C en una camara humeda.

iv. Desechar la solucién en la placa invirtiendo la placa rdpidamente sobre el
fregadero y seque la placa con papel toalla.

v. Lavar la placa como se describe en la seccion 7.2

69



3.5. Biotinilado secundario AB

1. Preparar 12 ml del MADb 19g7 biotinilado en PBS a 0,1 pg / ml. Realice este paso 15
minutos antes de que finalice la incubacién de la muestra (Seccion 3.4.iii)
a. Afiadir 11999,44 pl de PBS a un tubo cénico de 15 ml.
b. Afiadir 0.56 pl del MAb pLDH 19g7 (2.7 mg / ml) al tubo.
c. Agitar con el Vortex la dilucion durante 30 segundos.

ii. Agregar 100 pl por pocillo de la solucién Ab secundaria, utilizando la micropipeta
multicanal.

iii. Incubar durante 1 hora a 37 ° C en una cdmara hiimeda.

iv. Desechar la solucién en la placa invirtiendo la placa rdpidamente sobre el
fregadero y secar la placa con papel toalla.

v. Lavar la placa como se describe en la seccion 7.2

3.6. Estreptavidina-peroxidasa

i. Preparar 12 ml de estreptavidina-peroxidasa 1: 10000 en tampdén de lavado.
Realizar este paso 15 minutos antes de que finalice la incubacidn secundaria de
Ab (Seccidn 3.5.1ii)

a. Agregue 11998.8 pul de tampdn de lavado a un tubo cénico de 15 ml.
b. Agregue 1,2 pl de la estreptavidina-peroxidasa al tubo.
c. Agite con el Vortex la dilucién durante 30 segundos.

ii. Agregar 100 pl por pocillo de la dilucién (Seccion 4.1.B), usando la micropipeta
multicanal.

iii. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

iv. Desechar la soluciéon en la placa invirtiendo la placa rdpidamente sobre el
fregadero y seque la placa con papel toalla.

v. Lavar la placa como se describe en la seccion 7.2

3.7. Sustrato de peroxidasa

1. Preparar la solucion de peroxidasa. Realice este paso 10 minutos antes de que
finalice la incubacién secundaria con Ab (Seccidn 3.6.1ii1)
a. Agregar 1 ml de DMSO a un tubo cénico de 15 ml, cibralo con papel de
aluminio.
b. Colocar una tableta de TMB a 1 mg en el tubo y con el agitador vortex hasta
que se disuelva.
c. Agregar 9 ml de tampon fosfato-citrato y agite con el vortex durante 15
segundos.
1. Agregar 2 pl de per6xido de hidrégeno (30%) al tubo con el TMB diluido justo
antes de realizar 7.7. ii1
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iii. Agregar 100 pl por pocillo de TMB diluido, utilizando la micropipeta multicanal.

iv. Incubar a temperatura ambiente. El tiempo de incubacién es de 5 minutos para P.
vivax y de 20 minutos para P. falciparum

v. Detener la reaccién mediante la adiciéon de 100 ul de HCI IN

3.8. Lectura de la placa

1. Conectar el cable del lector de placas a la computadora, y luego encienda ambos
equipos.

ii. Abrir el software del lector de placas y seleccione la plantilla para leer a 450 nm.

iii. Colocar la placa en el lector y haga clic en la flecha verde para comenzar a leer.

iv. Guardar la lectura en la carpeta DELI con el nombre de la placa

v. Sacar la placa y apague el equipo.

vi. Neutralizar el 4cido en la placa agregando 100 ul de NaOH 1IN

3.9. Analisis de placas

i. Exportar resultados en un archivo de Excel.
ii. Transferir los datos al software GraphPad para calcular el valor IC50.

4. ADJUNTOS

4.1. Preparacion de tampones y soluciones
A. Solucién salina tamponada con fosfato (PBS)

i. Disolver una bolsa de PBS (P3813, SIGMA) en 1 | de agua destilada.
ii. Verter el tampodn a través de la unidad de filtro y gudrdelo a 4 ° C.

B. Wash and blocking buffer (PBS-BSA)

i. Pesar 10 g de BSA (para BSA al 1%).
ii. Diluir la BSA en 1 1de PBS.

C. Tampon fosfato-citrato

1. Pesar 4.803 g de 4cido citrico, anhidro.

i1. Pesar 7,098 g de Na2HPO4 anhidro.

ii1. Disolver los reactivos en 500 ml de agua destilada.

iv. Verter el tampon a través de la unidad de filtro y guardelo a 4 ° C.

D. sustrato TMB

1. Cubrir un tubo coénico de 15 ml con papel de aluminio.
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il. Agregar 1 ml de DMSO en el tubo cénico.

iii. Disolver una tableta TMB en el DMSO mediante agitacion vertical.
iv. Agregar 9 ml de tampon fosfato-citrato.

v. Agregar 2 pl de H202 imediatamente antes de usar.

E. Detener solucion

1. Agregar 37.5 ml de agua destilada a un tubo cénico de 50 ml
ii. En una campana extractora, agregar 12.5 ml de HCI 37% (stock)

5. BIBLIOGRAFIA
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ANEXO 9

CENTRO MEDICO NAVAL DE INVESTIGACION-6

Ensayo de fluorescencia para Malaria basado en el reactivo
SYBR Green-l (MSF)

N6-PAR-IM Fecha Efectiva: Version: A Pagina: 73 of 100
11 de Noviembre de 2016

Autores: Lorena Tapia

Responsable de autorizacion: Mark Simons

Seccion afectada:  Parasitologia - Inmunologia

1. FUNDAMENTO:

Esta prueba se fundamenta en un ensayo de fluorescencia de deteccion de 4cido
desoxirribonucleico (ADN) de P. falciparum presentes en la muestra. El fluorocromo
que esta presente en el reactivo SYBR presenta afinidad intercalante a los pares de
bases G-C presentes en el ADN de P. falciparum. La cuantificacion del ADN
corresponde a la actividad de pardsitos sobrevivientes a la accidn de la droga ya que la
muestra es filtrada previamente al ensayo para la eliminaciéon del ADN de glébulos
blancos. El nivel de ADN liberado por el crecimiento del pardsito es cuantificado en
unidades relativas de fluorescencia (RFU) por fluorometria.

2. EQUIPOS Y SUMINISTROS

2.1. Equipo y Suministros
- Gabinete de Bioseguridad Clase 11
- Incubadora a 37 ° C
- Centrifuga
- Agitador Vortex
- Agitador
- Agitador magnétic
- Colector de Vacuette de la lavadora
- Vaso de vidrio 11
- Espatula
- Balanza electronico
- Pipeta de ayuda
- Micropipetas individuales: 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl y 1000 pl
- Micropipeta multicanal: 300 pl
- Microlector de placas de Elisa GENios Fluorescence
- Refrigerador
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- Congeladores (-20 ° C, -80 ° C)
- Bafio de ultrasonido

2.2. Reactivos
- Etanol
- Agua destilada
- Cloroquina (6)
- Quinina (QN)
- Mefloquina (MQ)
- Medios completos
» RPMI
» HEPES
» Bicarbonato de sodio
» Albumax / plasma inactivado
- Tamp6n de lisis
» TRIS
EDTA
Saponina
Triton-X
SYBR Green

YV V V

2.3. Consumibles

- Microtubos, 1.5 ml, 2 ml

- Tubos conicos: 5 ml, 15 ml

- Pipetas seroldgicas: 5 ml, 10 ml, 25 ml

- Extremidades de la micropipeta: 200 pl, 1ml

- Bote de plastico

- Sistema de esterilizacion de filtro (156-4020, Thermo Scientific)
- Tubos estériles de 4,5 ml

- Microplacas de 96 pocillos para el ensayo (NUNC Maxisorb)
- Dep6sito de tamp6n 50 ml

- Bata de laboratorio

- Guantes: nitrilo

- Papel de aluminio

- Tubos de extraccion de sangre ACD, 3 ml



3. PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION DE PLACAS PRE-
DOSIFICACION DE FARMACOS

3.1. Preparacion de las placas de pre-dosificacion del farmaco

1. Pesar 5 mg de cada farmaco (CQ, QN y MQ)

Agregar los farmacos a un tubo con 5 ml de etanol al 70%, disuelva los liquidos
mediante un agitador vortex y el bafio ultrasénico hasta que los firmacos se hayan
disuelto.

ii. Diluir las medicinas en la concentracion final adecuada con agua destilada, como
se ve en la Tabla N ° 1.

Tabla N ° 1
Droga Cloroquina Quinina Mefloquina
Concentration
final(nM) 2000 2003.4 150

iii. Para obtener la concentracion final, considerar el peso molecular de cada
farmaco que podria variar.
iv. Considerar la tabla N ° 2 para calcular la concentracion final requerida.

Tabla N° 2
Droga Cloroquina Quinina Mefloquina
Dilucién Inicial Smg + Smg+ 5 mg +
Sml EtOH70%  5ml Et OH70% Sml Et OH70%
Dilucién 1 200ul + 160 ul + 80ml +
3676 Wl dH20 3840 ul dH20 392 ul dH20
Dilucién 2 600 pl + 1250 pl + 124.44 pl +
2400ul dH20  1943.”° ul dH20  3875. ul dH20
Concentracion
final(nM) 2000 2003.4 150

Después de obtener la concentracion final de los farmacos

v. Agregar 240 pl de las soluciones de farmaco a la primera columna (N °© 1) de una
placa de 96 pocillos

vi._Para comenzar la dilucion administrar el programa diluidor N ° 27-3

vii. Realizar diluciones sucesivas 1: 2 hasta la columna 11. La columna 12 se usa en
blanco (ejecute el programa dilutor N © 28-4)

viii. Agregar 12 pl de los farmacos diluidos de la placa anterior a una nueva, en las
mismas posiciones (ejecute el programa diluidor N ° 29-5.12)
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ix. Dejar las placas sin cubrir durante la noche para secar las soluciones de drogas
afiadidas

X. Cubrir las placas y golpéelos con papel de aluminio; los puso dentro de una bolsa
con desecante

xi. Enviar las placas al campo a 4 ° C, guardelas a -80 ° C a su llegada hasta su uso
en 2 semanas

4. PROCEDIMIENTOS PREPARACION MUESTRA
CONFIGURACION DE ENSAYO

4.1. Configuracion del ensayo de muestra

I. Contar la parasitemia y verifique que la mayoria de los parésitos (> 90%) se
encuentren en la etapa de anillo.

II. Calcular el volumen de cultivo y el volumen de medio completo (Seccién 6.1.A)
con un 6% de RBC necesarios para inocular la placa de farmaco, usar la siguiente
férmula:

05x5/P=CV CV: volumen de cultivo necesario para preparar los indculos
P: Parasitemia

III. Centrifugar la muestra de sangre fresca recogida en tubos de EDTA a 1500 RPM
durante 5 minutos

IV. Diluir el CV en medio completo con 6% de RBC, hasta un volumen de 5 ml. Siga
diluyendo agregando 10 ml de medio completo.

V. Agregar 100pl a cada pocillo en la placa de farmaco.

VI. Mezclar suavemente y dispense 100 pl en cada pocillo de la placa de predosis del
farmaco..

VII. Incubar a 37°C con vela durante 70 a 72 horas, encendiendo la vela cada 12 horas

VIII. Congelar la placa a -80 ° C y envie de vuelta al laboratorio en hielo seco

IX. Almacenar a -80 ° C hasta que se lea.

5. PROCEDIMIENTOS ENSAYO DE MSF

5.1. Estudio de la placa

1. Descongelar las placas llevandolas a temperatura ambiente durante al menos 2
horas
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ii. Preparar aproximadamente 10 ml de tamp6n de lisis (Seccion 6.1.B),) con SYBR
Green para cada placa

iii. Agregar 2 pul de SYBR Green por mililitro de tampon de lisis (mantener
protegido de la luz)

iv. Agregar 100 I de tamp6n de lisis - SYBR Green a cada pocillo, utilizando el
sistema de pipeteo BioTek Precision ™ Microplate

v. Incubar a temperatura ambiente durante 24 horas, mantenerlo protegido de la luz

vi. Leer la fluorescencia de los pocillos de la placa a 485 nm en el lector de placas

5.2. Interpretacion

1. Trazar los resultados del lector de placas usando el software GraphPad Prism 4
v4.03 y calcule el IC50 para cada farmaco.

6. ADJUNTOS

6.1. Preparacion de biferes y soluciones

A. Preparacion de medios completos

I. Reconstituir un sobre de RPMI 1640 en 1 L de agua destilada.

II. Agregar 5.94 g de HEPES. Filtrar esterilizar con filtro de 0,2 micras.

III. Afnadir 10 ml de suero humano O + o solucién de Albumax (5 g disueltos en 100
ml de RPMI + HEPES, y esterilizar por filtracion)

IV. Agregar 1,6 ml de solucién de bicarbonato sédico.

Nota: usar este medio solo por dos semanas.
B. Preparacion del tampoén de lisis

I. Colocar 1 microfiltro litro de agua destilada, coléquelo en un agitador con un imédn
de agitacion.

II. Agregar 15.76 g de Tris.HCl y disuelva completamente (por 100 mM). Ajuste el pH
a’7l5

III. Agregar20 ml de EDTA 0,5M o 3,722 g de EDTA-dihidrato y disuelva por
completo (por 10 mM)

IV. Agregar 160 mg de saponina (para 0.016% p/v)

V. Agregar 16 ml de Triton-X (para 1.6% v/ v)

VI. Hacer un vacio para filtrar la mezcla y eliminar cualquier particula. Debido al
contenido de detergente, la filtracion vigorosa produce burbujas.

Nota: Este buffer puede almacenarse a temperatura ambiente.
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ANEXO 10

AUTORIZACION DEL USO DE DATOS

04 de enero de 2018

Magister

Carmen Cecilia Mufioz Barbarino

Directora

Escuela Profesional de Tecnologia Médica
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Estimada Mg. Mufioz:

ASUNTO: “AUTORIZACION DE USO DE DATOS”

Tengo el agrado de dirigirme a usted, como jefa de Departamento de
Parasitologia del Centro de Investigacién de Enfermedades Tropicales de
la Marina de los Estados Unidos (NAMRU-6), para hacer de su conocimiento
que la Srta. Maribel Tello Sanchez con cddigo No 07010450, alumna de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Escuela Profesional de
Tecnologia Medica cuenta con autorizacién para el uso de datos de
muestras que la Srta. Tello procesd durante su rotacidén en nuestra
institucidn. Estos datos forman parte . del protocolo titulado:
“Distribucién de 1la malaria en el Perd” NAMRU6.2007.0004, estudio
observacional, el cual cuenta con la aprobacién del Comité de Etica del
' Centro de Investigacidén de Enfermedades Tropicales de la Marina de los
Estados Unidos (NAMRU-6) .

Los datos del estudio en referencia serédn utilizados para la tesis de
pre-grado de la Srta. Tello quien tendrd como co-asesora a la Lic. Laura
Lorena Tapia Torres del NAMRU-6 y a la Lic. Pilar Alva Betalleluz como
asesora de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Agradeciéndole la atencidén a la presente, me despido de usted.

Muy atentamente,

DA S

DANETT K. BISHOP

Teniente Primero, MSC, USN .

Jefa del Departamento de Parasitologia
NAMRU-6
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ANEXO 11 RESULTADOS ENSAO DELI

REGISTRO DE RESULTADOS DE LAS MUESTRAS

RESULTADO DELI (1C50)

MUEsTRAl CODIGO FECHA |cQ QN MQ Eé‘/LTLSU'DLgL ANALISIS DE CURVAS (R2) | CV DE LECTURAS
XI1C50 X 1C50 XI1C50 1C50 cQ QN MQ <20% >20%
1(301-037 12-Ago-15 308.10 39.35| 44.02| Sl 0.8535| 0.8253 0.989 X NO
2|MDP 4262 |12-Ago-15 156.75 65.49| 6.4445| S| 0.963| 0.952 0.977|X SI
3|301-033 20-Ago-15 143.90 96.98| 7.158| Sl 0.9504| 0.9901| 0.9402 X NO
4|MDP 4239 20-Ago-15 244.00 85.64| 8.247| Sl 0.9566| 0.956| 0.9923|X SI
5|301-039 21-Ago-15 98.91 98.77| 14.93| Sl 0.9672| 0.9656| 0.9934|X S|
6(301-044 21-Ago-15 NO X SI
7|301-053 28-Ago-15 175.15 74.77| 5.758| Sl 0.9454| 0.9963| 0.9945|X S|
8|301-058 28-Ago-15 228.85 83.42| 8.9545|  SI 0.9454| 0.9768| 0.9904|X SI
9|301-051 28-Ago-15 257.95 126.4| 9.9595| Sl 0.9598 0.9954| 0.9989|X S|
10(301-054 28-Ago-15 83.01 100.93| 26.785| Sl 0.9495 0.9797| 0.9905|X SI
11|301-049 664.40 113.8| 26.13| Sl 0.6768| 0.5776| 0.5346|X SI
12|301-056 201.60 117.35| 13.94| Sl 0.9329| 0.9481| 0.9919|X SI
13|301-059 143.75 74.455| 4.604| Sl 0.9755| 0.9925| 0.9924|X SI
14|MDP 3860 351.97 188.25| 34.7| Sl 0.5184| 0.7248| 0.8042 X NO
15/MDP 3874 64.79 NO 0.8237 X S|
16/MDP 3894 345.80 150.8| 12.78| Sl 0.9617| 0.9931| 0.9963|X SI
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ANEXO 12 RESULTADOS ENSAO MSF

REGISTRO DE RESULTADOS DE LAS MUESTRAS

RESULTADO MSF (I1C50)

24H

MUESTRA | CODIGO FECHA
cQ QN MQ EXITO DEL ANALISIS DE CURVAS (R2) CV DE LECTURAS
1C50 24H |1C50 24H [1C50 24H| CALCULO IC50 [CQ QN MQ <10% >10%
1{ 301-037 226.5| 103.14| 14.055 Sl 0.919 0.9932| 0.7811 X NO
2|MDP 4262 12-ago-15 0.84( 211.2 NO 0.026 0.5308 S
3|301-033 20-ago-15| 255.3 NO 0.243 Sl
4|MDP 4239 20-ago-15| 231.6| 120.6| 3.825 Sl 0.9537 0.9804| 0.9533 X NO
5/301-039 21-ago-15| 156.53| 75.35| 227.9 Sl 0.8404 0.9892| 0.8753 S
6/301-044 21-ago-15 NO S
7|301-053 28-ago-15| 296.4| 87.53 NO 0.8087 0.9222 X NO
8/301-058 28-ago-15| 184.35| 130.45 NO 0.9404 0.9912 S
9|301-051 28-ago-15| 337.9| 253.9 NO 0.922 0.9275 X NO
10|301-054 28-ago-15| 50.46| 93.09| 3.488 Sl 0.9439 0.9872| 0.5807 X NO
11]301-049 281.15| 186.6| 6.511 Sl 0.9627 0.9954| 0.7259 X NO
12]301-056 170.5| 66.29| 11.17 Sl 0.9482 0.9941| 0.9516 X NO
13]301-059 249.1| 153.2 NO 0.916 0.9894 S
14|MDP 3860 302| 235.85( 10.402 Sl 0.9354 0.9831 0.647 X NO
15|MDP-3874 434.6| 181.1 NO 0.3750 0.9518 X NO
16|/MDP 3894 235.55| 96.095 3.22 Sl 0.9724 0.9891| 0.5826 X NO
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Imagen N° 1 Provincia de Maynas en el departamento de Loreto.

3 =Too -0 3 or = o oo
2 ropicar
DEPARTAMENTO
LORETO
g =

&

18°0 12
(
\
5\.
A )
‘\‘-
C
A0
ALl

MAPA DE UBICACION
NIVEL NACIONAL

18°0

82



Imagen N° 2 Distrito de Punchana en la provincia de Maynas.
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Imagen N° 3 Las 7
comunidades del
distrito de Punchana
que acudian al Puesto
de Salud  Padre
Cocha: a)Nuevas
Vida, b)San Andres,
¢)Momoncillo,
d)Porvenir,
e)Progreso, f)Fray
Martin, g)Primavera.
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