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RESUMEN

La malaria es una enfermedad producida por parasitos el género Plasmodium, siendo P.
vivax la especie con mayor distribucién mundial, y que bajo ciertas circunstancias puede
causar complicaciones clinicas severas. En Venezuela, a pesar de que la malaria es un
problema de salud publica, existen pocos estudios sobre diversidad genética de las
especies circulantes. Por ello, se planted caracterizar aislados clinicos de P. vivax
mediante la proteina de superficie del merozoito-3 o (MSP-3a) en individuos infectados,
provenientes de diferentes areas endémicas del estado Sucre. Se evaluaron 400 muestras
sanguineas de individuos sintométicos y asintomaticos, de ambos sexos y diferentes
grupos etarios, provenientes de areas endémicas del estado Sucre (100 de La Esmeralda,
municipio Andrés Eloy Blanco, 100 de Yaguaraparo y 100 de El Paujil, municipio
Cajigal y 100 de San Juan de las Galdonas, municipio Arismendi). Se realiz extraccién
de ADN genomico de todas las muestras evaluadas. Se realiz6 Nested PCR para la
deteccion e identificacion molecular de P. vivax. Las muestras positivas a esta técnica,
se les realizd nested PCR para detectar MSP-3a. y, finalmente, se determinaron
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de MSP-3a en P.
vivax. Se identificaron 71 individuos positivos para P. vivax, lo que representd una
frecuencia del 17,8%. La deteccion por Nested PCR de MSP-3a en estas mismas
muestras, evidencio 55 positivos en primera ronda y 71 en segunda ronda. La Esmeralda
mostré el mayor numero de muestras positivas (52), seguido de Yaguaraparo con 11, y
El Paujil con 8. La PCR-RFLP con Alu I permiti6 identificar 6 patrones diferentes de
MSP-3a, de los cuales 4 se identificaron en La Esmeralda, 3 en Yaguaraparo y 4 en El
Paujil. Solo el patron A estuvo presente en todas las poblaciones. Sin embargo, el RFLP
con Hha 1 identificdé 12 patrones distintos; de los cuales, 8 fueron identificados en La
Esmeralda, 5 en Yaguaraparo y 4 en El Paujil. El patron C fué el tnico presente en las
tres poblaciones. La combinacion de los patrones RFLP de Alu 1 y Hha 1 permitio
demostrar mayor variabilidad genética de los aislados, en La Esmeralda se identificaron
12 haplotipos diferentes, siendo EH, Al, FH y FI, los mas frecuentes. En Yaguaraparo,
se observaron 7 haplotipos, siendo el mas comun el EC, mientras que, en El Paujil se
detectaron 5 haplotipos, de los cuales el AA fue el mas frecuente. En conclusion, la
técnica de PCR-RFLP constituye una herramienta de gran utilidad para la tipificacion
molecular de P. vivax, evidenciando la variabilidad genética de los aislados clinicos
evaluados en &reas endémicas del estado Sucre por su polimorfismo en la MSP-3a.
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INTRODUCCION

La malaria o paludismo, es una enfermedad producida por cualquiera de las especies de
parasitos del género Plasmodium capaces de infectar al ser humano. Es la parasitosis de
mayor importancia mundial por la elevada morbilidad y mortalidad que ocasiona,
estimandose segun el informe de la OMS de malaria en 2015 que alrededor de 3.2
millones de personas estaban en riesgo de contraer la enfermedad. En el 2016, se
estimaron 212 millones de casos nuevos y 429 000 muertes por paludismo.
Aproximadamente, el 80,0% de las muertes por paludismo se concentra en sélo 15
paises, principalmente de Africa, donde millones de personas siguen sin acceso a las
herramientas necesarias para prevenir y tratar la enfermedad. Reportandose que el
diagnostico temprano de las especies de Plasmodium, asi como el exacto diagndstico de
infecciones mixtas de estas especies, es importante para la aplicacion del tratamiento
antimalarico apropiado (WHO, 2015; WHO, 2016).

TaxonOmicamente, los parasitos causantes de malaria se ubican en el phylum
Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase Coccidia, orden Eucoccidia, suborden
Haemosporididea, familia Plasmodidae, y género Plasmodium (Guevara, 1997). De las
cinco especies del géenero Plasmodium que se conocen que infectan a los humanos,
Plasmodium falciparum es el méas mortal, seguido de Plasmodium vivax que ocasiona
elevada morbilidad (13.8 millones de casos mundiales) y casos mortales (varian
mundialmente entre 1 400 y 14 900 casos). Estas dos especies tienen una distribucién
mundial; sin embargo, Plasmodium malariae se distribuye principalmente en
Suramérica y Asia, mientras que Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi son mas
frecuentes en Asia, reportandose a estas tres Ultimas especies diferentes niveles de
morbilidad y mortalidad (Demas et al., 2011, WHO, 2015).

Los parasitos malaricos presentan un ciclo de vida complejo, que se inicia cuando un
mosquito hembra del Género Anopheles, infectado con Plasmodium, pica a un

hospedador vertebrado, estos parasitos en su fase de esporozoitos entran al torrente



sanguineo, viajan al higado e invaden los hepatocitos, donde los parasitos se replican
asexualmente y se produce el esquizonte hepatico. Cuando este Gltimo se rompe, libera
al torrente sanguineo varios miles de merozoitos, los cuales infectan rapidamente los
eritrocitos, iniciando la etapa eritrocitica o fase clinica de la infeccion, ya que, la
patogénesis de la malaria es causada por los estadios sanguineos asexuados (March et
al., 2013; Liehl et al., 2015).

El proceso de invasion del merozoito al glébulo rojo ocurre por la interaccion de
receptores especificos presentes en la membrana del eritrocito. En la primera fase de la
invasion ocurre una reorientacion del merozoito y adhesion reversible con la membrana
del glébulo rojo, donde estan involucradas las proteinas de superficie del merozoito
(MSPs, por sus siglas en inglés merozoite surface protein). En la segunda fase, el
contacto de la region apical del merozoito desencadena la secrecion del contenido de los
micronemas, exponiendo adhesinas y moléculas que permiten la union irreversible entre
el parasito y el eritrocito (Tight Junction). En la Gltima fase, a medida que el merozoito
se invagina en la célula hospedera, se da lugar a la formacion de la vacuola parasitofora,
gracias a la secrecion de las proteinas provenientes del bulbo de las roptrias, secrecion
del contenido de los granulos densos, permitiendo el desarrollo del parasito dentro de
esta vacuola (Cowman et al., 2002; Cowman y Crabb, 2006; Kats et al., 2006).

Tras la invasién de los eritrocitos en la circulacion sanguinea por parte de los
merozoitos, los parasitos de Plasmodium se transforman en trofozoitos y sufren otra
replicacion asexual formando el esquizonte hematico. En la sangre los esquizontes
desaparecen de la circulacion, ya que se adhieren a sus ligandos en las células
endoteliales de la microvasculatura en varios drganos, especialmente en el cerebro y en
la placenta, a través de las proteinas del parésito expresadas en la superficie de los
eritrocitos infectados, lo que lleva a la patogenesis grave como malaria cerebral o
efectos adversos durante el embarazo, siendo el responsable de esto P. falciparum. En la
malaria cerebral se presentan alteraciones en el nivel de conciencia, coma, convulsiones,

hipoglicemia, hiperinsulinemia en adultos, acidosis metabdlica, ictericia o hemorragias



que requieren una actuacién médica inmediata (Sack et al., 2014; Guiyedi et al., 2015).

La ruptura de los esquizontes hematicos en la sangre libera merozoitos que invaden
nuevos eritrocitos, otros de estos merozoitos se diferencian en gametocitos masculinos y
femeninos, que al ser ingeridos por un mosquito en el intestino medio del insecto ocurre
la fusién de los gametos y se produce el cigoto, este se desarrolla a oocinetos moviles,
que atraviesan la pared del intestino, y se transforman en ooquistes, los cuales crecen se
rompen Yy liberan esporozoitos. El ciclo de vida se cierra cuando los esporozoitos,
migran a las glandulas salivales del mosquito y se inyectan en un nuevo hospedador
vertebrado por la picadura de un insecto vector (Rios et al., 2013; Siciliano y Alano,
2015). Es importante mencionar también que P. vivax infecta principalmente a los
reticulocitos, que constituyen solo un pequefio porcentaje de los glébulos rojos en la

sangre (Furuya et al., 2014).

Una caracteristica importante de la infeccion por P. vivax es la persistencia de los
estadios exoeritrocitarios (hipnozoitos) en el higado, los cuales dan lugar a recaidas que
pueden permanecer mas de 2 afios. El patron de recaidas de P. vivax varia segun su
origen geografico, por ejemplo, en los trépicos, cursa con un ataque primario temprano,
seguido de varias recaidas a corto plazo; y en los climas templados ocurre un ataque
primario temprano, seguido de una latencia prolongada y, posteriormente, varias

recaidas a corto plazo (Pérez, 2004).

La malaria causada por P. vivax se conoce también como “fiebre terciana benigna”, y se
caracteriza por anemia, accesos febriles cada 48 horas, ademas, se pueden presentar
sintomas inespecificos o prodromicos tales como: cefalea, malestar general, anorexia,
nauseas, vomitos, entre otros. Esta afeccidn parasitaria sistémica produce alteraciones
que pueden ser leves o transitorias y conducir a complicaciones graves y muerte
(Alexandre et al., 2010). El proceso de destruccion globular, tiene un efecto de anemia
hemolitica, responsable de la sintomatologia clasica de accesos repetidos de escalofrios,

fiebre y sudoracion. La accion patogénica mas seria es la anoxia de los tejidos, que



puede ser ocasionada por reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno por la
sangre (destruccién de los eritrocitos y reduccion de la hemoglobina), perturbacion del
flujo circulatorio local y aumento de la glicolisis en los tejidos. Los 6rganos que mas se
afectan por la anoxia son: cerebro, rifiones, glandulas suprarrenales, higado, pulmén y
tubo digestivo (Singh et al., 1999; Price et al., 2009).

P. vivax se ha asociado con sintomas leves como fiebre, dolor de cabeza, fatiga,
escalofrios, y el dolor musculo esquelético, en particular, paroxismos. Sin embargo, las
complicaciones graves, incluyendo falla renal, ictericia, sindrome de dificultad
respiratoria aguda, paralisis, convulsiones, anemia, hiperparasitemia, trombocitopenia,
edema pulmonar, ruptura esplénica y la muerte, se han reportado en asociacion exclusiva
con esta especie (Baird, 2007; Kochar et al., 2009).

Las infecciones por P. vivax, a pesar de ser consideradas benignas estan siendo cada vez
mas asociada con malaria complicada, donde el espectro de complicaciones puede ser
tan amplio como el de P. falciparum. Los datos clinicos son de gran importancia con
respecto a la situacion inmunopatoldgica del paciente, y varios genes estan implicados
en la severidad de la malaria por P. vivax. Al respecto, Gupta et al. (2016), al evaluar los
genes vir y pvcrt-o en pacientes con infecciones por P. vivax graves y no graves,
estudiaron la correlacién de estos genes con la gravedad de la enfermedad clinica. Este
estudio revel6 afectacion multiorganica en casos severos, con trombocitopenia y anemia
grave. Los genes vir y pvcrt-o mostraron un aumento significativo en los niveles de
expresion en infecciones graves, en comparacion con las infecciones no graves, lo que
indica su posible papel en la patogénesis de P. vivax. Concluyendo estos autores que el
aumento de la virulencia en malaria por P. vivax parece ser el resultado de parametros

multifactoriales tanto fenotipicos como genotipicos.

En infecciones por P. vivax se tiene que considerar la Multiplicidad de infecciones (MOI
del inglés, Multiplicity of infection) referida al nimero medio de los genotipos de

parasitos distintos que infectan simultaneamente a un paciente. Varios estudios han



informado sobre la MOI y la frecuencia de infecciones multiclonales en P. falciparum
(Koepfli et al., 2009; Jennison et al., 2015), sin embargo, los datos en P. vivax son
limitados. El estudio de Pacheco et al. (2016), al evaluar la MOI y la frecuencia de
infecciones multiclonales en 1 328 pacientes positivos a malaria, en zonas de baja
transmision de Colombia, reportaron que P. vivax mostrd infecciones mas multiclonales
(47,7%) que P. falciparum (14,8%), demostrandose una asociacion significativa entre

tener infecciones por P. vivax y malaria complicada multiclonal.

La informacion sobre la extensa diversidad genética presente en poblaciones de P. vivax
y P. falciparum ha sido importante para el desarrollo y ensayo de nuevos farmacos y
vacunas contra la malaria. El extenso polimorfismo exhibido por antigenos de superficie
es uno de los principales factores, del por qué la inmunidad a la malaria se desarrolla
solo después de repetidas infecciones con la misma especie (Ferreira et al., 2004). Los
antigenos son proteinas codificadas por genes que estdn bajo fuerte seleccion de
diversificacion, es decir, un mecanismo de adaptacion para evadir la respuesta inmune
del hospedador (Hughes, 1992; Escalante et al., 1998). La comprension de los
mecanismos de generacién de variaciones en los antigenos de superficie de la malaria es
esencial para el disefio de estrategias de inmunizacion que permitan eludir el

surgimiento de nuevos polimorfismos (Hartl et al., 2002).

Dentro de los antigenos de superficie de P. vivax se encuentran las proteinas MSP las
cuales juegan un papel critico durante la invasion de los eritrocitos, ademas se ha
demostrado que MSP-1, MSP-2 y MSP-3 estan involucradas en los mecanismos
protectores de Plasmodium. Esta Gltima, también es conocida como antigeno
polimérfico secretado por merozoitos, donde MSP-3 alfa (Pvmsp-3a), es una proteina de
merozoitos de 148-150 KDa miembro de la familia de genes intraespecies de Pvmsp-3,
relacionada estructuralmente con Pvmsp-34, y Pvmsp-3y, porque todos exhiben alto
grado de diversidad genética (Barnwell et al., 1999). Pvmsp-3a esta compuesta por 3
dominios caracteristicos; un dominio central rico en alanina que tiene una serie de

repeticiones heptad y unas regiones carboxilo y amino terminal altamente conservadas



(Bruce et al., 1999; Galinski et al., 1999).

La mayoria de los estudios de diversidad genética se han enfocado en P. falciparum,
evaluando aislados clinicos por la proteina del merozoito-1 (MSP-1), proteina del
merozoito-2 (MSP-2), proteina rica en glutamato, microsatélites, entre otros, mientras
que, la caracterizacion de P. vivax ha sido analizada usando la proteina del
circunsporozoito (CSP) que es la responsable de la union del esporozoito a las células
hepéticas y contiene dos tipos de elementos de repeticion ya sea VK247 y VK210 que
tienen distribucion mundial, pero este Ultimo es el més frecuente, revelando algunos de
estos estudios que la especie P. vivax demuestra altos niveles de heterogeneidad en
poblaciones de campo. También se ha empleado la MSP-1 que participan en la invasién
del parésito a las células rojas de la sangre, lo que permite establecer nuevas infecciones
0 recaidas por P. vivax y MSP-3a que inicia la inhibicion mediada por células
dependientes de anticuerpos mediante la activacién de la union del anticuerpo a
monocitos durante infecciones malaricas repetidas (Cui et al., 2003a; Kibria et al.,
2015).

En este sentido, Zakeri et al. (2010a) al evaluar la estructura genética de P. vivax en dos
areas endémicas de Afganistan, usando tres marcadores genéticos: CSP, MSP-1 y la
proteina del merozoito 3 alfa (MSP-3a), encontraron tres variantes alélicas de MSP-1,
siendo el tipo 1 la més frecuente en las dos areas de estudio. La CSP demostrd que
VK210 fue la mas predominante, mientras que la MSP-3a evidencio la presencia de
aislados distinguibles en las dos areas evaluadas, concluyendo que las poblaciones de P.

vivax son altamente diversas.

Del mismo modo, en Pakistan e Iran, Zakeri et al. (2010b), empleando los mismos
marcadores genéticos, encontraron que estas poblaciones también presentan 3 variantes
alélicas de MSP-1, siendo el tipo 1 la méas frecuente; sin embargo, reportan 16 alelos

distintos y 1 alelo que no habia sido reportado. VK210 fue la mas predominante en



ambos paises y MSP-3a. demostro, de igual forma, alta variabilidad genética de los

aislados estudiados.

En Korea del Sur, especificamente en Myanmar, Moon et al. (2009), al evaluar la
diversidad genética de P. vivax, empleando los marcadores genéticos descritos
anteriormente, reportan que VK210 fue el mas predominante, pero en infecciones mixtas
por P. falciparum y P. vivax esta ultima especie se caracterizd por presentar tanto
VK210 como VK247, mientras que MSP-1 y MSP-3 demostraron la presencia de alelos
distinguibles, concluyendo que a pesar de la alta diversidad de P. vivax en la zona de

estudio, las multiples infecciones clonales son prevalentes en el pais.

En Centroameérica, a pesar de que la malaria es un problema de salud publica, existen
pocos estudios sobre diversidad genética de las especies maléricas circulantes, entre los
que se pueden mencionar las investigaciones realizadas en Honduras para evaluar la
frecuencia alélica y la diversidad molecular de cinco antigenos de superficie en aislados
de campo de P. falciparum usando la proteina del merozoito-1 (MSP-1) y proteina del
merozoito-2 (MSP-2). P. vivax fue analizado con MSP-1, antigeno de membrana apical
(AMA-1) y proteina del circunsporozoito (CSP), encontrando alta diversidad genética en
los aislados de campo evaluados y evidenciandose diferentes genotipos. EI VK210 fue el
mas prevalente y la MSP-1 fue el marcador mas polimorfico para P. vivax, concluyendo
que las poblaciones de paréasitos de P. vivax y P. faciparum son altamente diversas en
Honduras (L6pez et al., 2012).

En Colombia, al evaluar la diversidad genética en diferentes zonas geogréaficas a través
de MSP-7A, MSP-7K y MSP-10 en aislados de P. vivax, se reportd baja diversidad
genética de los mismos, reportando adicionalmente alta conservacion en los haplotipos
de MSP-7 en los aislados de las diferentes zonas geograficas, sugiriendo que esta
proteina es un buen blanco para el desarrollo de vacunas contra P. vivax (Garzon et al.,
2011).



En Brasil, Santos et al. (2007), motivados por la reemergencia de P. vivax con reportes
de malaria severa, se propusieron evaluar el polimorfismo de los genes de la subunidad
pequefia del ARN ribosomal (ARNr 18S), CSP y MSP-1 en 11 pacientes infectados
hospitalizados y 21 sin hospitalizar. Estos investigadores reportaron dos polimorfismos
comunes en el ARNr 18S en el grupo de pacientes hospitalizados, mientras que el
analisis de la CSP revel6 mutaciones no sinénimas en el codén 5 que evidencia presion
selectiva de los parésitos en estos mismos pacientes, mientras que la MSP-1 no
evidencio presencia de clones de P. vivax en los pacientes hospitalizados, concluyendo
que los resultados de la CSP pudieran estar relacionados con las manifestaciones de la

enfermedad en los pacientes evaluados.

Las infecciones por P. vivax se estiman aproximadamente entre 71 a 391 millones de
casos anuales, y en algunas zonas endémicas de Asia y Sur América es la especie
malarica méas prevalente, aunque puede causar una enfermedad menos severa que P.
falciparum, la mortalidad causada por P. vivax ha aumentado en frecuencia en los
ultimos afios. Para el 2015 se estim6 que el paludismo por P. vivax caus6 13.8 millones
de casos entodo el mundoy el nimero total de muertes por esta especie vario entre
1 400 y 14 900. P. vivax es responsable de mas del 70,0% de los casos de malaria
reportados en la region de las Américas. En la Republica Bolivariana de Venezuela se ha
informado de un aumento significativo en el nimero de casos de malaria en los dltimos
afios (Koepfli et al., 2012; WHO, 2015).

El reto del programa "Hacer Retroceder el Paludismo”, propuesto por la Asamblea
Mundial de la Salud, es disminuir para el afio 2015, hasta 75,0% de los casos registrados
en el afio 2000. En Venezuela el reto a cumplir, seria pasar de los 30 234 casos en 2000
a 7 559 casos en 2015. En el 2012, la malaria en el pais aument6 con referencia al afio
2000, en 74,6%, fueron diagnosticados 52 803 casos de malaria, la cifra total mas alta
registrada en toda la historia malarica del pais, situacion de epidemia especialmente por
el estado Bolivar, el cual, junto a Amazonas, Sucre, Delta Amacuro y Zulia originaron
99,7% de los casos, aumentando los casos de malaria para el 2013 (65 667), 2014 (73



572), 2015 (136 402) y para el 2016 (240 613) (WHO 2008; Céaceres 2013; MPPS, 2013;
MPPS, 2014; Rodriguez y Paniz 2014; MPPS, 2015; MPPS, 2016).

En Venezuela P. vivax causa la mayor morbilidad en areas endémicas de malaria, esta
especie y P. malariae causan cuadros clinicos menos severos pero comdnmente se
encuentran en co-infecciones con P. falciparum que es responsable de la mayor
mortalidad. La epidemia de malaria que afecta a Venezuela adquiere proporciones nunca
vistas en los Gltimos afios y genera grandes retos de salud publica. Si bien en los Gltimos
afios la epidemia ha tenido un comportamiento focalizado en territorios correspondientes
al foco meridional (estados Bolivar y Amazonas), la exportacion de casos desde el
estado Bolivar, alimenta la casuistica de otros focos activos de transmision de la
enfermedad, como el foco Nororiental y el Occidental como el estado Miranda
(Municipio Brion), en Portuguesa, asi como en otros estados como Monagas,
Anzoategui y Sucre. Se reporté situacion de epidemia en los estados Bolivar, Amazonas,
Apure, Monagas, Zulia, Delta Amacuro y Sucre (Céaceres, 2013; MPPS, 2015).

La situacion de epidemia malarica en Venezuela aunado a los pocos estudios de
diversidad genética realizados con cepas de P. vivax del pais evidencia la necesidad e
importancia de realizar un estudio enfocado a caracterizar aislados clinicos de P. vivax
por la proteina de superficie del merozoito-3a (MSP-3a), en individuos infectados
provenientes de diferentes areas endémicas del estado Sucre, por ser éste un marcador
polimorfico que puede contribuir a entender o a conocer la relacion de los aislados de P.
vivax con la clinica de la enfermedad, la distribucion de los mismos en las diferentes
poblaciones evaluadas y los posibles efectos de la diversidad de esta especie de

Plasmodium con la terapia antimalarica aplicada en la zona de estudio.



METODOLOGIA

Poblacion en estudio

Para la realizacion de esta investigacion se evaluaron 400 muestras sanguineas,
provenientes de individuos de las siguientes areas endémicas de malaria del estado
Sucre: 100 de la poblacion La Esmeralda, municipio Andrés Eloy Blanco, 100 de
Yaguaraparo, 100 de El Paujil, municipio Cajigal y 100 de San Juan de las Galdonas,
municipio Arismendi. Se evaluaron aleatoriamente individuos de diferentes grupos

etarios y ambos sexos, sintométicos o asintomaticos a la infeccion malérica.

Se consideraron en el estudio todos los individuos que autorizaron el uso de sus
muestras sanguineas para la investigacion a través de un consentimiento previa
informacidn sobre los objetivos, riesgos y alcances del mismo (Anexo 1). El manejo de
los pacientes, muestras e informacion generada de los mismos, se realiz6 aplicando las
normas de bioética y bioseguridad establecidas por la comision de bioética y
bioseguridad del IIBCA-UDO (CoBioBios).

Diagnostico molecular

La deteccidn e identificacion de Plasmodium vivax se realizé por medio de nested PCR,
el cual es un procedimiento rapido para una doble amplificacion enzimatica in vitro de
un segmento especifico de ADN del parasito. Este andlisis se realiz6 a todos los
individuos a partir de muestras de sangre de origen venoso (4,0 ml), conservadas en
tubos, utilizando como anticoagulante acido etilendiaminotetracetico (EDTA).

Extraccién de ADN gendmico a partir de puncion venosa
La extraccion y purificacion del ADN se realizo por medio del kit de extraccion de ADN
genémico Wizard Genomic® (Promega) llevando a cabo el siguiente protocolo, segun

las especificaciones del fabricante:

Se colocaron 300 pl de sangre total en un tubo de centrifuga estéril de 1,5 ml al cual se
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le agregd 900 ul de solucion lisante de células, posteriormente, se invirtié el tubo de
sangre de 5-6 veces para mezclar, luego, se incubd la mezcla por 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 20 000 g por 2 minutos a 18°C, seguidamente, se
descart6 la mayor cantidad de sobrenadante como fue posible, sin llegar a remover el
precipitado. Este Ultimo se mezcl6 vigorosamente en un vortex durante 10 segundos y se
afiadieron 300 pl de la solucidn lisante de nucleos, mezclando bien por inversion del
tubo. Se afadieron 100 ul de solucion precipitante de proteinas y se mezclaron
vigorosamente en el vértex durante 10 segundos, se centrifugd a 20 000 g por 20

minutos a 10°C.

Inmediatamente, se removi6 cuidadosamente el sobrenadante y se trasladé a un tubo
limpio de centrifuga de 1,5 ml que contenia 500 ul de isopropanol a temperatura
ambiente, se centrifugd a 20 000 g por 10 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante y se
afiadieron 500 pl de etanol al 70,0% a temperatura ambiente, para luego centrifugar a
20 000 g durante 5 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se dejo secar, se
afiadieron 100 pl de solucion rehidratante y se incub6 a temperatura ambiente toda la

noche, posteriormente, se guardé el ADN a -20°C hasta su uso.

Identificacién de Plasmodium vivax por nested PCR

Una vez purificado el ADN del parasito, se procedid a realizar la amplificacion de la
secuencia que codifica la subunidad pequefia del ARN ribosomal 18S, especie especifica
de P. vivax, la cual ha sido propuesta como blanco molecular ideal para la identificacién
de parasitos malaricos, debido a que estd compuesta por un mosaico de regiones
conservadas y variables, las cuales permiten disefiar iniciadores de secuencia especificos
(Li et al., 1995). Para ello, se utilizaron los oligonucleétidos desarrollados por Snounou
et al. (1993), amplificando un fragmento de 1 200 pb para la deteccién del género
Plasmodium con los oligonucledtidos rPLU5 (CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC) vy
rPLU6 (TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG) y un fragmento de 120 pb para la
identificacion de la especie P. vivax rPV1 (CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACT
GATAC) y rPV2 (ACTTCCAAGCC GAAGCAAAGAAAGTCCTTA).
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pl, con 2 mol/l de
buffer MgCl,, (50 mmol/l KCI, 10 mmol/l de Tris HCI pH 8,3), 125 mmol/l de cada uno
de los cuatros desoxirribonucleotidos trifosfato, 250 mmol de cada oligonucle6tido; 0,4
unidades de Taq polimerasa (Promega) y 1 pl de ADN purificado. Una alicuota de 2 pl
del producto de la primera reaccion de PCR se utilizo6 como ADN molde para la
amplificacion de P. vivax. Todas las muestras fueron corridas utilizando el siguiente
programa de amplificacion: para la primera reaccion de 25 ciclos con una
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto; apareamiento a 58°C por 2 minutos, extension a
72°C por 2 minutos y extension final a 72°C por 10 minutos. Luego, se realiz6 una
segunda amplificacion de la misma manera a la descrita anteriormente, pero con un total
de 30 ciclos (Snounou et al., 1993).

Deteccion de MSP-3a por Nested PCR en Plasmodium vivax

Para la deteccion de MSP-3a en los aislados clinicos de P. vivax se utilizo el protocolo
descrito por Bruce et al. (1999) utilizando los oligonucleo6tidos descritos en la tabla 1.
Las reacciones se prepararon con un volumen final de 20 pl en tubos de PCR, usando en
la primera reaccion los oligonucleétidos P1 y P2 a una concentracion final 0,1 uM, 1 pl
del extracto de ADN, 1U de Taq polimerasa, cada desoxinucleotido trifosfato a una

concentracion de 0,15 mmol/l y buffer de reaccion que contiene 2,5 mmol/l de MgCl,,

Para la segunda reaccion, se utiliz6 1 pl de la primera amplificacion y los
oligonucle6tidos N1 y N2 con las mismas condiciones descritas anteriormente. Para la
amplificacion de los fragmentos correspondientes, todos los tubos de la PCR fueron
colocados en un termociclador programado de la siguiente manera: para la primera
reaccion 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; seguido de 35 ciclos con desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, apareamiento de los oligonucleétidos a 56°C por 30 segundos y
extension a 68°C por 2,5 minutos. Para la segunda ronda de amplificacion, se emplearon
30 ciclos con desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos, apareamiento de los
oligonucleodtidos a 57°C por 30 segundos y extension a 68°C por 2,5 minutos.

Tabla 1. Secuencia de oligonuclettidos para la amplificacion de la MSP-3a. en



13

Plasmodium vivax.

Oligonucleotidos Secuencias (5'—» 3") Tamafio (pb)
P1 CAGCAGACACCATTTAAGG
P2 CCGTTTGTTGATTAGTTGC 1900
N1 GACCAGTGTGATACCATTAACC
N2 ATACTGGTTCTTCGTCTTCAGG 1100

Ph: pares de bases.

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de MSP-3a
en Plasmodium vivax

Para realizar esta técnica, se utilizd el protocolo descrito por Bruce et al. (1999), donde a
partir de 4,0 ul de los productos de nested PCR, se digieren cada una de las muestras con
las enzimas de restriccion Alu | (aislada de Arthrobacter luteus) y Hha | (aislada de
Haemophilus haemolyticus) en 20,0 ul de volumen de reaccién, empleando para ello 5

unidades de cada enzima por reaccion, en el buffer de la enzima a 37°C por 5 horas.

La presencia o ausencia de bandas en los geles de agarosa, fueron determinadas por
inspeccion visual, considerando la similitud de todas las bandas visibles de los aislados
que mostraron la misma distancia de migracion, sin considerar la intensidad y forma de
las bandas. De acuerdo a la similitud de las bandas las cepas fueron agrupadas en
haplotipos identificados con letras (A-L), realizando comparacion de los patrones de

bandas de las cepas con Alu | y Hha | en cada poblacién evaluada.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion de la PCR y de la restriccion enzimatica (RFLP) de
MSP-3a en P. vivax fueron corridos mediante electroforesis en gel de agarosa al 2,0%,
teflido con bromuro de etidio (0,25 pg/ml) y comparados con un marcador de masa
molar de 100 pb o de 1kb de Promega e Hyperlader. La corrida se realiz6 durante 40
minutos a 100 voltios, luego, se observaron los resultados en un transluminador de luz

ultravioleta, fueron fotografiados y digitalizados.
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Anélisis estadisticos
Los resultados de esta investigacion se expresaron en tablas y figuras (Sokal y Rolf,
1996).



RESULTADOS

Al evaluar la presencia de P. vivax por nested PCR, en un total de 400 muestras
sanguineas de individuos de ambos sexos, diferentes grupos etarios, sintomaticos y
asintomaticos a la infeccion malérica, provenientes de 3 éareas endémicas del estado
Sucre: poblacién de La Esmeralda en el Municipio Andrés Eloy Blanco, poblaciones de
Yaguaraparo y el Paujil en el Municipio Cajigal y poblacién de San Juan de las
Galdonas en el Municipio Arismendi. Se detectaron 71 individuos positivos para P.
vivax por nested PCR, amplificando un fragmento de 1 200 pb, correspondientes al
género (figura 1A) y para identificar la especie se realiz6 la amplificacion de 120 pb,
(figura 1B), lo que representa una frecuencia del 17,8% (71/400) de esta especie en el

muestreo realizado en el estado Sucre.
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Figura 1. Amplificacion por Nested PCR del género Plasmodium (A) y la especie P.
vivax (B) en individuos de poblaciones endémicas del estado Sucre (Esmeralda, El
Paujil, Yaguaraparo, San Juan de las Galdonas) corridas en gel de agarosa al 1,50% y

tefiidas con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular Hyperlader 1 Kb y Promega 100 pb.
C+: control positivo y CN: control negativo.
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Al ser evaluadas las muestras por Nested PCR, para amplificar la proteina MSP-3a, se
evidenciaron 55 muestras positivas en la primera ronda con los oligonucleétidos P1-P2 y
71 muestras positivas en la segunda ronda con los oligonucledtidos N1-N2. En la tabla 2
se presenta la identificacion de estos positivos de acuerdo con las poblaciones evaluadas.
En la poblacién de La Esmeralda se encontr6 el mayor numero de positivos 52/100,
seqguido de Yaguaraparo con 11/100 y El Paujil 8/100. No se encontraron muestras

positivas en la poblacién de San Juan de las Galdonas.

Tabla 2. Muestras positivas para la MSP-3a por Nested PCR en las diferentes areas
endémicas del estado Sucre.

Poblacion Muestras PCR P1- P2 PCR N1-N2
Esmeralda 100 47 52
El Paujil 100 2 8
Yaguaraparo 100 6 11
San Juan de las Galdonas 100 0 0
Total 400 55 71

P1-P2 y N1-N2: Oligonucleétidos ensayados.

El anélisis por Nested PCR de las muestras diagnosticadas positivas para la MSP-3a de
P. vivax en la poblacion La Esmeralda, se puede observar en la figura 2, donde los
oligonucle6tidos P1-P2 muestran un amplificado caracteristico de apréximadamente
1 900 pb, sin embargo, se observa que varias muestras no amplificaron en esta ronda de
PCR (figura 2). Estas mismas muestras al ser analizadas por una segunda ronda, con los
oligonucle6tidos N1-N2, se amplificd el fragmento de aproximadamente 1 100 pb en un
mayor numero de muestras (figura 3). Asi los resultados de la Nested PCR permitieron
detectar 47 muestras positivas para la primera ronda y 52 para la segunda (tabla 2). Estos
individuos positivos fueron todos sintomaticos (febriles) y la mayor frecuencia (69,2%;

36/52) de individuos fueron mayores de 20 afios y del sexo masculino (63,5%; 33/52).
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Figura 2. Amplificacion por PCR de los fragmentos P1-P2 para la deteccion de la MSP-
3a en muestras de individuos pertenecientes a la poblacion de La Esmeralda (A, B y C),

corridas en gel de agarosa al 1,50% y tefiidas con bromuro de etidio. M: marcador de peso
molecular 100 pb Promega.
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Figura 3. Amplificacion por PCR del fragmento N1-N2 para la deteccion de la MSP-3a
en muestras de individuos pertenecientes a la poblacion de La Esmeralda (A, B y C),

corridas en gel de agarosa al 1,50% y tefiidas con bromuro de etidio. M: marcador de peso
molecular GeneRuller 1 kb Plus de Thermo Fisher Scientific.

En la figura 4A se muestra el analisis por Nested PCR de la poblacién de El Pauijil,
observandose el amplificado de P1-P2 en las muestras 2 y 14, para la primera ronda,
pero cuando se amplificaron todas las muestras en la segunda ronda de PCR se
obtuvieron 8 muestras positivas para la MSP-3a, amplificando el fragmento de N1-

N2,tal como se observa en la figura 4B.
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Figura 4. Amplificacion por PCR del fragmento P1-P2 (A) y N1-N2 (B), para la
deteccion de la MSP-3a en muestras de individuos pertenecientes a la poblacion El

Paujil, corridas en gel de agarosa al 1,50% y tefiidas con bromuro de etidio. M: marcador
de peso molecular 1 kb de Invitrogen.

En los individuos positivos de El Paujil, todos fueron asintomaticos, ambos sexos se
presentaron en igual frecuencia (4/8 respectivamente), y predominaron los individuos

mayores de 25 afios (6/8).

En la poblacion de Yaguaraparo, los amplificados obtenidos por la Nested PCR se
observaron en 6 muestras para P1-P2: 1, 2, 11-14 (figura 5A), mientras que en 11
muestras para N1-N2: 1-3, 6, 9, 11-14, 18 y 19 (figura 5B). Estos individuos fueron
sintomaticos, ambos sexos se presentaron en frecuencias similares (54,5%; 6/11

masculinos, 45,4%; 5/11 femenino).

Al realizar el método de PCR-RFLP con la enzima Alu I para todas las muestras

positivas, utilizando los primers N1-N2 (figura 6), se identificaron 6 patrones de RFLP
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diferentes para la proteina MSP-30, de los cuales 4 patrones fueron observados en las
muestras de La Esmeralda, 3 en Yaguaraparo y 4 en El Paujil. Solo el patron A, estuvo
presente en todas las poblaciones, pero en La Esmeralda y Yaguaraparo el patron E
mostrd mayor frecuencia (65,4 y 72,7%, respectivamente). En El Paujil, el patrén A fue
el mas frecuente (62,5%). Los patrones A y B se observaron en Yaguaraparo y El Paujil,
mientras que los patrones A y E se observaron en La Esmeralda y Yaguaraparo (figura

7).

12 3 45 6 7 8 910 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

A = 200 pb

MR TR2E NN S NFSIorI0 11112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 5. Amplificaciéon por PCR del fragmento P1-P2 (A) y N1-N2 (B), para la
deteccion de la MSP-3a en muestras de individuos pertenecientes a la poblacion

Yaguaraparo, corridas en gel de agarosa al 1,50% y tefiidas con bromuro de etidio. M:
marcador de peso molecular 1 kb de Invitrogen.

Por otro lado, en el andlisis por el método de PCR-RFLP con la enzima Hha I para todas
las muestras positivas, utilizando los primers N1-N2 (figura 9), se identificaron 12
patrones distintos para la secuencia de la proteina MSP-3a, observandose 8 de los
mismos en las muestras de La Esmeralda, 5 en Yaguaraparo y 4 en El Paujil. El patron C
fue el tnico presente en las tres poblaciones, pero solo en Yaguaraparo fue el patron mas

prevalente (54,5%) (figura 9). En cambio, el patron I fue el mas prevalente en La
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Esmeralda (57,7%) y el A en El Paujil (62,5%). Los patrones A, B y C fueron
encontrados principalmente en Yaguaraparo y en El Paujil, mientras que los patrones C y
D fueron encontrados tanto en La Esmeralda como en El Paujil. Aunque en La
Esmeralda se encontr6 el mayor numero de patrones, los patrones H e I fueron los mas
prevalentes, mientras que la mayoria de los demés patrones solo se observaron en una
muestra. Esto también se observod en los patrones de Alu 1, siendo los patrones E y F los

mas frecuentes.
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Figura 6. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) obtenidos
de la amplificacion por PCR de los fragmentos N1-N2 de la MSP-3a en todas las

muestras positivas, digeridas con la enzima A/u 1. Lineas 1-8: muestras de El Paujil, lineas 9-19:
muestras de Yaguaraparo, lineas 20-71: muestras de La Esmeralda. M: marcador de peso molecular
Hyperlader 1 kb de Bioline.



22

Patrones de Corte Alul en Patrones de Corte Alul en Patrones de Corte Alul en

La Elsmeralda Yaguaraparo El Paujil
1
- a
1
1
34 8
mA =D =sE °F =A "B =sE "A "B uC =D

Figura 7. Frecuencia de los diferentes patrones de PCR-RFLP producidos por la enzima

Alu 1, encontrados en las muestras de La Esmeralda, Yaguaraparo y El Paujil. Los nimeros
representan la cantidad de muestras con cada patron.
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Figura 8. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) obtenidos
de la amplificacion por PCR de los fragmentos N1-N2 de la MSP-3a en todas las
muestras positivas, digeridas con la enzima Hha 1. Lineas 1-8: muestras de El Paujil, lineas 9-

19: muestras de Yaguaraparo, lineas 20-71: muestras de La Esmeralda. M: marcador de peso molecular
Hyperlader 1 kb de Bioline.
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Figura 9. Frecuencia de los diferentes patrones de PCR-RFLP producidos por la enzima

Hha 1, encontrados en las muestras de La Esmeralda, Yaguaraparo y El Paujil. Los
ntmeros representan la cantidad de muestras con cada patron.
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Figura 10. Frecuencia de los diferentes haplotipos producidos por la técnica de PCR-

RFLP, encontrados en las muestras de La Esmeralda, Yaguaraparo y El Paujil. Los
ntmeros representan la cantidad de muestras con cada patron.

En la figura 10 se puede observar que cada poblacidn mostrd haplotipos distintos
(combinacién de patrones observados en PCR-RFLP con Alu | y con Hha I). En la
poblacion de La Esmeralda se encontraron 12 haplotipos diferentes, siendo los
haplotipos de los patrones EH, Al, FH y FI, los que estuvieron en mayor frecuencia. Por
otra parte, en Yaguaraparo se observaron 7 haplotipos, siendo el mas comun el EC,
mientras que en El Paujil se detectaron 5 haplotipos, de los cuales el AA fue el méas
frecuente.



DISCUSION

La malaria sigue siendo un importante problema de salud publica en todo el mundo,
dada la gran morbimortalidad que ocasiona, reportando la OMS que esta enfermedad
continda matando a méas de 400 000 personas por afio, y que 212 millones de personas
contraen la enfermedad cada afio (WHO, 2017). El reto del programa "Hacer Retroceder
el Paludismo”, propuesto por la Asamblea Mundial de la Salud, era disminuir para el afio
2015, hasta 75,0% de los casos registrados en el afio 2000. En Venezuela el reto a
cumplir, seria pasar de los 30 234 casos en el afio 2000 a 7 559 casos en el 2015, sin
embargo este no se logré debido a que la malaria en el pais fue incrementando al
transcurrir de los afios, alcanzando un reto historico en el 2015 con 136 402 casos, lo
cual indica que la amenaza de P. vivax ha seguido aumentando a pesar de los esfuerzos

de prevencion.

Estas cifras revelan la necesidad del diagndstico de la infecciobn maléarica en las
diferentes areas endémicas de Venezuela. En este estudio se identifico una frecuencia
del 17,8% (71/400) de P. vivax en 400 muestras sanguineas tomadas aleatoriamente en
individuos provenientes de diferentes areas endémicas del estado Sucre, siendo la
poblacién de La Esmeralda (Municipio Andrés Eloy Blanco) la que presentd el mayor
namero de casos positivos 52,0%, seguida de Yaguaraparo con 11,0% y EI Paujil (8,0%)
del municipio Cajigal, mientras que en la poblacion de San Juan de las Galdonas
(municipio Arismendi) no se encontrd positivos. La frecuencia de infecciones malaricas
puede variar dependiendo de la zona y el periodo estudiado, y esto se ve reflejado en el
estado Sucre donde la malaria, histéricamente, ha sido producida por P. vivax y
transmitida principalmente por Anopheles aquasalis (Berti et al., 2010), sin embargo, la
formula parasitaria se ha modificado reportandose en 2015 P. vivax en un 79,7%; con
incremento de infecciones por P. falciparum (18,2%) e infecciones mixtas a P. vivax y
P. falciparum (2,0%). El estado Sucre se encuentra en situacion de epidemia,
reportandose que de 15 municipios solo 1 no presentd transmision malarica en el 2015, y

de 1 243 casos, el 90,3% fue reportado en los municipios Benitez, Arismendi, Andrés



25

Mata, Ribero y Andrés Eloy Blanco, mientras que en el municipio Cajigal y otros
municipios la transmision de malaria es baja (Oletta, 2015).

Los individuos infectados con P. vivax evaluados en la presente investigacion fueron de
ambos sexos, diferentes grupos etarios, sintométicos y asintométicos a la infeccion
malérica. En la poblacion de la Esmeralda todos fueron sintomaticos (febriles) en su
mayoria mayores de 20 afios y del sexo masculino, mientras que, en las poblaciones de
Yaguaraparo y EI Paujil los infectados pertenecieron a ambos sexos, pero fueron
sintomaticos y asintomaticos respectivamente. Segun Céceres (2013) en el estado Sucre,
el 68,7% de los casos de malaria durante el afio 2012 fueron diagnosticados en pacientes
entre 15 y 64 afios de edad y el género masculino fue el mas afectado por la enfermedad
durante el periodo (60,4%). Del mismo modo, Amundaray et al., (2009) reporta
predominio del sexo masculino (71,8%) en individuos maléricos de Tumeremo, estado
Bolivar, y sefialan la presencia de infecciones sintomaticos y asintomaticos en los

individuos evaluados, siendo el grupo etario mas afectado el de 0-29 afios.

Las infecciones asintomaticas son frecuentes en areas hiperendémicas de malaria, y se
han reportado en Colombia, Perd y Brasil, siendo una de las consecuencias mas
importantes de estas infecciones que las personas no reciben tratamiento, y por lo tanto
son portadores de gametocitos, contribuyendo a la persistencia de la transmision de
malaria. Ademas, también se considera la infeccion asintomatica un factor de riesgo para
la anemia cronica (Cucunuba et al., 2008). Las infecciones asintomaticas por
Plasmodium son el principal problema en muchas regiones del mundo; debido a que los
individuos después de repetidas infecciones desarrollan inmunidad contra estos
parasitos, lo que disminuye la intensidad de los sintomas, manteniendo una parasitemia

muy baja por largos periodos de tiempo (Coura et al., 2006; Sutton et al., 2009).

Las metodologias de deteccion e identificacion molecular han demostrado tener mayor
sensibilidad y especificidad que la microscopia convencional para la detecciéon e

identificacion de infecciones maldricas, en individuos asintomaticos e infecciones
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mixtas (Boonma et al., 2007; Rodulfo et al., 2007; Rakotonirina et al., 2008). En esta
investigacion realizada en individuos infectados del estado Sucre la nested PCR
demostro ser una técnica altamente sensible y especifica para la identificacion de 71
(17,8%) infecciones ocasionadas por P. vivax, asi como también para la caracterizacion
molecular de estos aislados clinicos amplificando msp-3a en donde 55 casos se
amplificaron en la primera ronda y 71 en la segunda ronda de PCR. La ventaja de la
nested PCR es la de obtener mayor nimero de copias del fragmento amplificado, incluso
en bajas parasitemias de individuos asintomaticos (Ly et al., 2014). La importancia de
realizar un diagndstico preciso de la especie de Plasmodium causante de la enfermedad

es establecer el tratamiento adecuado (Valencia et al., 2012).

En los casos de infecciones malaricas es necesario conocer no solo la presencia de la
especie de Plasmodium causante de la infeccion, sino también la multiplicidad de
infecciones e interacciones entre especies de este género. Por ello, las investigaciones
sobre la genotipificacion de P. vivax se han intensificado, y el uso de PCR-RFLP ofrece

una herramienta econdémica y confiable para este tipo de estudios (Koepfli et al., 2009).

La genotipificacion de P. vivax por PCR-RFLP o mediante la secuenciacion de genes
polimorficos que codifican la proteina de superficie del merozoito, el gen que codifica la
proteina circunsporozoito, el antigeno gametocito, la proteina de union de Duffy, entre
otros, revel6 que el gen méas polimoérfico de los marcadores era msp-3a, con 49 alelos
diferentes detectados en 94 aislamientos, y msp-1, con 36 y 37 alelos detectados en 100
y 151 aislamientos, respectivamente. Hasta el presente, la proteina MSP-30 es un
marcador Util para estudiar el polimorfismo genético de los parasitos malaricos en areas
endémicas (Snewin et al., 1995; Imwong et al., 2001; Gémez et al., 2003; Imwong et
al., 2005; Kim et al., 2006; Zakeri et al., 2006; Alam et al., 2007; Putaporntip et al.,
2007).

En este analisis de PCR-RFLP de las muestras del estado Sucre, se observo variabilidad
en los tamarios de los fragmentos de PCR en los geles de agarosa, y fue evidente que la

enzima Hha | mostré mayor namero de fragmentos (12 haplotipos) que la enzima Alu |
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(6 haplotipos), de estos ultimos el haplotipo A fue el encontrado en las tres poblaciones
evaluadas, mientras que con Hha I fue el haplotipo C. En cuanto a las variaciones de
patrones de RFLP en las diferentes areas endémicas del estado Sucre, se determind que
con Alu I en El Paujil el patron A fue el mas frecuente (62,5%), mientras que en La
Esmeralda y Yaguaraparo el patron E fue el que mostré mayor frecuencia (65,4 y 72,7%,
respectivamente), sin embargo, con Hha 1 el patrén C fue el mas prevalente (54,5%), en
Yaguaraparo, mientras que el E y A fueron los méas frecuentes en La esmeralda y El
Paujil (57,7% y 62,5% respectivamente). Resultados similares han sido reportados en 60
muestras de P. vivax de cuatro regiones de la Amazonia Brasilera, donde la PCR-RFLP
de la MSP-3a revelo una gran diversidad en tres tamafios de los fragmentos

amplificados (Ribeiro et al., 2011).

El estudio de Prajapati et al. (2010) con analisis de PCR-RFLP revel6 14 y 17 patrones
de RFLP distintos para las enzimas Hha | y Alu I, respectivamente. Ademas, identificd
al alelo A en la proteina MSP-3a como el mas diverso en la poblacion en comparacion
con el alelo B y C. La combinacion de patrones de RFLP de Hha | y Alu I revelé 21
genotipos distintos entre 22 aislamientos, reflejando mayor poder de resolucién de msp-

3o en estudios de campo.

El alto polimorfismo del gen msp-3a en 71 muestras de P. vivax evaluadas en
poblaciones endémicas del estado Sucre, usando la combinacion de haplotipos de las
enzimas de restriccion Alu I y Hha I, permitio identificar 24 haplotipos diferentes, de los
cuales, 12 fueron de La Esmeralda en un total de 52 muestras, 7 haplotipos diferentes se
identificaron en Yaguaraparo de un total de 11 muestras y 5 haplotipos fueron de la
poblacién EI Paujil de un total de 8 muestras diagnosticadas con P. vivax. Esta
variabilidad de las proteinas MSP-3a se explica, porque en primer lugar el genoma de P.
vivax exhibe mayor diversidad en comparacion con P. falciparum y muestra altos
niveles de polimorfismos antigénicos, que indican la presencia de sofisticados
mecanismos para evadir el sistema inmunolégico humano. La proteina MSP-3a esta

sometida a una fuerte seleccion inmune, por lo que exhibe una amplia diversidad
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genética, y en infecciones que surgen de recrudescencia, reinfecciones o recaidas de P.
vivax este hecho dificulta la erradicacion de esta enfermedad (Gupta et al., 2013;Verma
etal., 2016).

El patron de variacion y distribucion de polimorfismos de la proteina MSP-3a en
diferentes bloques de MSP-3a. en varias regiones endémicas de malaria han generado
numerosos alelos y variantes de estos, ocasionados por la evolucion de P. vivax en
respuesta a los antimaléricos y a su adaptacion a las diferencias regionales en el
hospedero humano y el mosquito vector (Cui et al., 2003a; Cui et al., 2003b; Moon et
al., 2009; Nam et al., 2010; Gupta et al., 2015). Los analisis de msp-3a en cepas de P.
vivax en areas endémicas como India, Myanmar y Venezuela (Leclerc et al., 2005;
Moon et al., 2009; Verma et al., 2016) sugieren que los métodos PCR-RFLP son
aplicables para la subtipificacion de cepas de P. vivax, y que las diversidades genéticas
msp-3a de esta especie que circulan en areas endémicas tropicales y subtropicales son

mucho mas altas que las de aislados coreanos (Kang et al., 2017).

Con respecto a la combinacion de haplotipos identificados con Alu I-Hha I, Golam et al.
(2015) al evaluar el gen msp-3a en 102 cepas de Bangladesh, demuestran un
polimorfismo de tamafio distinto con tres formas alélicas, y el anélisis de PCR-RFLP
con las enzimas de restriccién Alu | 'y Hha | mostré una mayor distincion de genotipos
entre los aislamientos, Alu | reveld 19 patrones diferentes para el gen msp-3a , mientras
que la digestion con Hha | revel6 16 patrones en el area de estudio. En Colombia, el
estudio de Cristiano et al. (2009) para evaluar el polimorfismo de P. vivax mediante
PCR-RFLP de en 55 msp-3a muestras de pacientes, reportan tres tamafos diferentes del
gen, exhibiendo alto polimorfismo. Reportando 7 patrones de restriccion al usar Alu I, y
9 con Hha I; y 12 alelos diferentes cuando se combinaron estos patrones, sugiriendo que
este gen podria ser utilizado en Colombia como un marcador epidemioldgico molecular

para el genotipado de P. vivax.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27663527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kibria%20MG%5Bauth%5D
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El anélisis de los aislados de P.vivax en las 3 areas endémicas del estado Sucre indico
que la diversidad no fue exclusiva de una Unica region geogréfica, y en todas las tres
areas endémicas evaluadas demuestran diferencias en los haplotipos identificados con
Alu 1 y Hha I, encontrando en La Esmeralda los patrones Al, EH, FH y FI, en mayor
frecuencia, en Yaguaraparo el EC fue el mas comun, mientras que en El Paujil fue el
AA el més frecuente, y no se asocio ningun haplotipo a una sintomatologia caracteristica
de los pacientes. Contrario a nuestros resultados de variabilidad, en Venezuela Laserson
et al. (1999) al evaluar los alelos de msp-1 y msp-2 en muestras de 2 poblaciones
aisladas de amerindios Yanomami durante una epidemia de P. falciparum, encontraron
que fueron idénticos, y los patrones de RFLP no variables, lo que sugirié que el brote
secuencial comprendia solo un Gnico genotipo de P. falciparum, concluyendo que el uso
de métodos epidemiologicos moleculares estandar para medir la diversidad genética en
la malaria, revelé la aparicion de una poblacion genéticamente monomorfica de P.

falciparum dentro de una comunidad humana.

En el 2005, el estudio de Leclerc et al, secuenciaron el bloque variable 5 del gen msp-1
en 39 aislamientos de mineros (estado Bolivar), 18 de los cuales fueron coinfectados con
P. falciparum. Se observd una variabilidad limitada con 34 aislamientos pertenecientes
al tipo Salvador I, ninguno tipo Belém y solo cinco recombinantes. No se pudo
evidenciar el genotipo msp-1 especifico asociado con coinfecciones, ni la distribucién
peculiar de genotipos msp-1 dentro de las areas investigadas. Sefialando que la menor
diversidad genética encontrada en los mineros, podria explicarse principalmente por la
falta de tipo de Belém, porque las repeticiones variables involucradas en el polimorfismo
del tipo de Belém y de los aislados recombinantes son responsables de gran parte de la
variabilidad observada en el bloque 5 de msp-1.

Las variaciones genéticas extremas en las poblaciones de P. vivax ya se han publicado
en varias zonas endémicas (Arnott et al., 2012; Carlton et al., 2013). Coincidiendo esto
con los resultados en las 3 poblaciones del estado Sucre, sin embargo, es importante

resaltar que en la poblacion de La Esmeralda un nimero importante de infecciones de P.
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vivax fueron ocasionadas por el mismo aislado como los haplotipos Al que se
identificaron en 23 individuos, seguido de EH en 8 individuos y los haplotipos FH y FI
en 6 individuos, respectivamente. Estas infecciones monoclonales por P. vivax han sido
reportadas con frecuencia en la Amazonia peruana en areas con cierto grado de
aislamiento, mientras que zonas cercanas a carreteras presentaban infecciones
policlonales con 2 o 3 clones y una proporcion similar de infecciones monoclonales y
policlonales. Estas diferencias fueron explicadas por una mayor tasa de movilidad de las
personas, que conduce a una mayor probabilidad de infectarse con distintos parasitos,
mientras que en areas con flujo genético limitado, el apareamiento frecuente entre
parésitos genéticamente idénticos o muy relacionados puede aumentar las probabilidades
de que una persona se reinfecte con el mismo “clon” (Sutton et al., 2009; Van et al.,
2010; Delgado et al., 2014; Christopher et al., 2016).

De igual manera, el método molecular de nested PCR y digestion enzimatica efectuados
en Mazan permitieron identificar hasta 10 haplotipos con la enzima Hha Iy 7 con Alu I,
algunos de estos haplotipos, seis con Hha | y tres con Alu I, ya han sido publicados en
Tailandia, Papia Nueva Guinea, India e Iran, igual que en Perl, donde identificaron
ocho y nueve patrones, respectivamente. Lo que sugiere que algunas de estas variantes
alélicas tienen una distribucion geografica global. También, en Mazan se identifico tres
haplotipos policlonales 0 mixtos con la enzima Hha | y 1 con la enzima Alu I,
representando el 9,4% de todas las infecciones. Estos valores fueron menores a los
encontrados en paises como Tailandia con 19,3%, Papua Nueva Guinea con 23,0% y en
Brasil donde encontraron 14,0% de infecciones mixtas analizadas solo con la enzima
Hha 1. Incluso en otras localidades de la Amazonia peruana se registrd 26,3% de
infecciones mixtas por P. vivax (Valencia et al., 2012).

Los estudios de diversidad genética y la estructura de la poblacion de los parésitos
malaricos son pasos cruciales en la lucha contra la malaria, y el uso de marcadores
genéticos polimdrficos como el gen msp-3a son esenciales. El andlisis de PCR-RFLP

provee un medio costo-eficiente para determinar la variacién en la secuencia de esta
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proteina, es una metodologia relativamente sencilla de realizar, y es posible examinar la
variacion en un gran nimero de organismos y en un gran numero de loci. En el presente
estudio se demuestra que los aislados de P. vivax, procedentes de 3 areas con variada
endemicidad del estado Sucre, muestran una alta diversidad genética utilizando el gen
que codifica la proteina MSP-30, y este marcador demuestra ser util para estudios
epidemioldgicos y recaidas, donde la identificacion de cada aislado de P. vivax es

esencial para el tratamiento y control de la infeccién malarica.



CONCLUSIONES

La nested PCR mostré ser un método de diagnostico eficiente para la deteccion e

identificacion de P. vivax en las diferentes poblaciones evaluadas en el estado Sucre.

La deteccion por nested PCR de msp-3a demostrd ser una técnica util para ser usada
como marcador molecular para estudios de genotipificacion de aislados clinicos de P.

vivax.

El andlisis de PCR-RFLP de msp-3a mostré un alto polimorfismo en los aislados
clinicos de P. vivax, indicando diversidad genética en las areas endémicas evaluadas en

el estado Sucre.

Las digestiones con la enzima Hha |, evidencié mayor nimero de polimorfismos en
msp-3o. en comparacion con Alu I, pero la combinacion de ambas enzimas permitio la

correcta tipificacion de los aislados clinicos de P. vivax en el estado Sucre.
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ANEXOS

ANEXO 1
CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION (CPI).

La malaria o paludismo es una enfermedad producida por cualquiera de las cuatro
especies de parasitos de género Plasmodium capaces de infectar al ser humano,
produciendo alteraciones que pueden ser leves o transitorias o conducir a
complicaciones graves. Debido a que el estado sucre es un area endémica de malaria por
presentar transmision activa nos planteamos como objetivo: Caracterizar aislados
clinicos de Plasmodium vivax por la proteina de superficie del merozoito-3a (MSP-3 a)
en individuos infectados provenientes de diferentes areas endémicas del estado Sucre.
Para ello se seleccionaran aleatoriamente a individuos habitantes de las poblaciones de
Yaguaraparo, El Paujil, La Esmeralda y San Juan de las Galdonas; se les hara
diagnostico microscopico y molecular (PCR) y caracterizacion molecular de cada
aislado de P.vivax . La presente investigacion se lleva a cabo bajo la responsabilidad de
investigadores del Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Investigaciones en
Biomedicina y Ciencias Aplicadas de la Universidad de Oriente. Las muestras y datos
aqui obtenidos son de uso exclusivo para investigacion. Los datos de los participantes
seran mantenidos en andénimo y la informacion recogida no podra ser utilizada en
perjuicio de los participantes. A los individuos participantes se les dara un resultado de
un analisis hematol6gico como retribucidn a su colaboracién prestada.

Yo portador de la C.1 doy fe de conocer
sobre el estudio y autorizo a los responsables del presente estudio a utilizar mis datos y
muestras de sangre.
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Resumen (abstract):

La malaria es una enfermedad producida por paréasitos el género Plasmodium, siendo P.
vivax la especie con mayor distribucién mundial, y que bajo ciertas circunstancias puede
causar complicaciones clinicas severas. En Venezuela, a pesar de que la malaria es un
problema de salud publica, existen pocos estudios sobre diversidad genética de las
especies circulantes. Por ello, se planted caracterizar aislados clinicos de P. vivax
mediante la proteina de superficie del merozoito-3 o (MSP-3a) en individuos infectados,
provenientes de diferentes areas endémicas del estado Sucre. Se evaluaron 400 muestras
sanguineas de individuos sintométicos y asintomaticos, de ambos sexos y diferentes
grupos etarios, provenientes de areas endémicas del estado Sucre (100 de La Esmeralda,
municipio Andrés Eloy Blanco, 100 de Yaguaraparo y 100 de El Paujil, municipio
Cajigal y 100 de San Juan de las Galdonas, municipio Arismendi). Se realizé extraccion
de ADN genomico de todas las muestras evaluadas. Se realiz6 Nested PCR para la
deteccion e identificacion molecular de P. vivax. Las muestras positivas a esta técnica,
se les realizd nested PCR para detectar MSP-3a. y, finalmente, se determinaron
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de MSP-3a en P.
vivax. Se identificaron 71 individuos positivos para P. vivax, lo que representd una
frecuencia del 17,8%. La deteccion por Nested PCR de MSP-3a en estas mismas
muestras, evidenci6 55 positivos en primera ronda y 71 en segunda ronda. La Esmeralda
mostré el mayor numero de muestras positivas (52), seguido de Yaguaraparo con 11, y
El Paujil con 8. La PCR-RFLP con Alu I permiti6 identificar 6 patrones diferentes de
MSP-3a, de los cuales 4 se identificaron en La Esmeralda, 3 en Yaguaraparo y 4 en El
Paujil. Solo el patron A estuvo presente en todas las poblaciones. Sin embargo, el RFLP
con Hha 1 identific6 12 patrones distintos; de los cuales, 8 fueron identificados en La
Esmeralda, 5 en Yaguaraparo y 4 en El Paujil. El patron C fué el tnico presente en las
tres poblaciones. La combinacién de los patrones RFLP de Alu 1y Hha 1 permitid
demostrar mayor variabilidad genética de los aislados, en La Esmeralda se identificaron
12 haplotipos diferentes, siendo EH, Al, FH y FI, los mas frecuentes. En Yaguaraparo,
se observaron 7 haplotipos, siendo el mas comun el EC, mientras que, en El Paujil se
detectaron 5 haplotipos, de los cuales el AA fue el mas frecuente. En conclusion, la
técnica de PCR-RFLP constituye una herramienta de gran utilidad para la tipificacion
molecular de P. vivax, evidenciando la variabilidad genética de los aislados clinicos
evaluados en areas endémicas del estado Sucre por su polimorfismo en la MSP-3a.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°09S
Cumand, 04 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUON
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 deﬁcha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

CUNIVERSOORUAERRYE

SISTEMA DE B\BUZATECA
RECIBIDO POR

4

539
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C.C:  Rectora, V‘modom Administrativa, Damnos de los Nicleos, Oowdxmdor General de

Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
& Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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