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RESUMEN

La malaria ocasionada por Plasmodium vivax es una enfermedad parasitaria
humana que se encuentra ampliamente distribuida y es la principal causa de
malaria fuera de Africa Sub- Sahariana. En el Per, alrededor del 83% del to-
tal de casos reportados de malaria son ocasionados por P.vivax. Un reto im-
portante en el control de malaria vivax es la prevencion de la parasitemia re-
currente presente a causa de la activacion de los hipnozoitos. La prevencion
requiere tanto la eliminacion de los estadios eritrociticos como hepaticos
combinando cloroquina y primaquina. El monitoreo y medicion de la respuesta
al tratamiento contra P. vivax es esencial, pero la interpretacion de infecciones
recurrentes es complicada, ya que la recurrencia podria resultar a causa de

una recrudescencia, una nueva infeccion o una relapso.

En el presente trabajo se monitoreé 65 participantes durante un seguimiento
de 2 afios, utilizando 15 marcadores microsatélites para determinar y analizar
el perfil genético de los parasitos presentes en los episodios de malaria, tanto
en el primer episodio como en las recurrencias, y a su vez, se utilizo la técnica
de CSP-ELISA, cuyo objetivo es detectar anticuerpos humanos contra la pro-
teina de superficie del circunsporozoito, la cual esta siendo utilizada recien-

temente para detectar nuevas infecciones.

Un total de 38/65 (58.5%) participantes tuvieron infecciones recurrentes, en-
contrdndose 99 recurrencias. Los episodios recurrentes fueron en su mayoria
subpatentes y asintomaticos (55%). Ademas, casi en su totalidad (94%), el

perfil genético de las recurrencias por cada participante fueron diferentes con



el genotipo presente en la infeccion inicial (dia 0). Por otro lado fueron detec-
tadas 21/99 (26.2%) recurrencias positivas a CSP-ELISA (posibles nuevas

infecciones).

Es necesario seguir mejorando herramientas que puedan clasificar con preci-
sion las recurrencias entre recrudescencia, relapso o nueva infeccion, con la
finalidad de controlar efectivamente la malaria vivax en nuestro pais y el mun-

do.



ABSTRACT

Malaria caused by Plasmodium vivax is a human parasitic disease that is
widely distributed and is the main cause of malaria outside sub-Saharan Afri-
ca. In Peru, about 83% of all reported cases of malaria are caused by P. vivax.
A major challenge in the vivax malaria control is the prevention of recurrent
parasitemia presented because of hipnozoites. Prevention requires both the
elimination of erythrocytic and hepatic stages, combining chloroquine and pri-
maquine. Monitoring and measuring the response against P. vivax is essential,
but the interpretation of recurrent infections is complicated because recurrence

may be due to a recrudescence, a new infection or relapse.

In this study 65 participants were monitored over a 2 years follow up, using 15
microsatellite markers in order to determine and analyze the genetic profile of
parasites in malaria episodes, both in the first episode and recurrences, and in
turn, use the CSP-ELISA technique, which aim is detect human antibodies
against circumsporozoite surface protein, which is being used recently to de-

tect new infections.

A total of 38/65 (58.5%) participants had recurrent P. vivax infections, finding
99 recurrences. Recurrent episodes were mainly asymptomatic and subpatent
(55%). In addition, most (94%) genetic profiles of recurrences for each partici-
pant were different to the genotypes present in the initial infections (day 0). On
the other hand, 21/99 (26.2%) positive CSP-ELISA recurrences (possible new

infections) were detected.



It is necessary to improve tools that can accurately classify recurrent episodes
between recrudescence, relapse or reinfection, in order to control vivax malar-

ia effectively in our country and the world.



DEFINICIONES

Alelo. Una de varias formas alternativas de un gen en un locus determinado,

o la ubicacién en un cromosoma.

Cura. Eliminacion de sintomas y estadios sanguineos asexuales de malaria,

causantes del ataque clinico.

Cura radical. Eliminacién total de estadios sanguineos y hepaticos de mala-

ria.

Hipnozoitos. Etapas hepaticas persistentes de P. vivax y P. ovale que per-
manecen latentes en los hepatocitos del hospedero durante un intervalo de
tiempo (3 semanas a 45 semanas, incluso después de varios afos) antes de
madurar hasta esquizontes hepéticos. Estos luego se rompen, liberando me-
rozoitos que infectan los glébulos rojos. Los hipnozoitos son la fuente de los

relapsos.

Infeccion patente. Infeccion de malaria detectada por microscopia y/o PCR.

Infeccion sub-patente. Infeccion de malaria detectada sélo por PCR.

Intensidad de transmision. La intensidad de la transmision de la malaria se
mide por la frecuencia con que las personas que viven en un area son pica-
das por mosquitos anofelinos, los cuales inoculan esporozoitos. Esto a menu-

do se expresa como la tasa anual de la inoculacién entomolégica (TIE), que



es el numero de inoculaciones de parasitos de la malaria recibidas por una

persona en un afo.

Locus. Ubicacion especifica de un gen, secuencia de ADN o posicién en un

cromosoma.

Marcador. También conocido como marcador genético. Segmento de ADN
con ubicacioén fisica identificable en un cromosoma, cuya herencia puede ser
seguida. Un marcador puede ser un gen, o un segmento de ADN sin funcién

conocida.

Monoclonal. Una clona individual del parasito.

Policlonal. Dos 0 mas clonas de parasito.

Recurrencia. Presencia de estadios sanguineos después del tratamiento (sin-
tomatica o asintoméatica). Puede ser causada por recrudescencia, relapso (so-

lo en casos de infecciones con P. vivax y P. ovale) o una nueva infeccion.

Recrudescencia. Presencia de parasitos en estadios eritrociticos provenien-

tes de la infeccidon primaria después del tratamiento.

Relapso. Episodio recurrente de P. vivax o P. ovale causado por la activacién

de hipnozoitos.

Resistencia a drogas. Reducida susceptibilidad del agente causal a la droga.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define resistencia a los antimala-
ricos como la habilidad del parasito de sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de

la administracion y absorcién de la medicina dada en una dosis igual o mayor



de la usualmente recomendada, pero dentro de la tolerancia del paciente, con
la advertencia de que la forma del farmaco activo debe ser capaz de obtener
acceso al parasito o el glébulo rojo infectado para la duracion del tiempo ne-

cesario para su accion normal.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA DE LA MALARIA

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmo-
dium, presente en 109 paises (Figura 1 y 2) [1]. En el hombre es causada
por 5 especies: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi,
de las cuales, la malaria originada por Plasmodium falciparum es mortal y
predomina en el continente africano. Plasmodium vivax es menos agresiva,;
sin embargo es el agente causal de malaria de mayor distribucién en el
mundo, y las otras 3 especies restantes son menos frecuentes [1, 2]. Es
transmitida a los humanos por la picadura de mas de 30 especies de mos-
quitos hembras infectados del género Anopheles. Se estima que 3.3 billones
de personas estuvieron en riesgo de ser infectados con malaria en el 2010,
entre ellas, las poblaciones que viven en Africa sub-sahariana presentan el
mayor riesgo de adquirir la enfermedad, siendo severamente afectados los

nifios menores de 5 afios y mujeres embarazadas [3].

La malaria es una enfermedad enteramente prevenible y tratable, siguiendo
medidas de prevencién como: control del vector a través del uso de redes
tratadas con insecticidas, rociamiento de insecticidas en el interior de las
viviendas, y en algunos asentamientos especificos, el control de larvas; qui-
moprevencion para las poblaciones mas vulnerables, particularmente muje-
res embarazadas y nifios menores de 5 afos; confirmacion del diagnéstico

de malaria a través de microscopia y pruebas de diagndéstico rapido para



cada supuesto caso; y finalmente, tratamiento con la profilaxis respectiva

(conforme a la especie de parasito) [3].

Pacific
Ocean
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() Malaria Endemic
@D Not Malaria Endemic

Figura 1. Paises endémicos de malaria en el hemisferio oriental, 2012

(Fuente: CDC 2013) [4].
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Figura 2. Paises endémicos de malaria en el hemisferio occidental, 2012

(Fuente: CDC 2013) [4].

1.1 Malaria vivax en el mundo

La malaria causada por Plasmodium vivax, también llamada malaria vivax,
es el primer responsable del elevado nivel de morbilidad, y el segundo res-
ponsable de mortalidad, después de Plasmodium falciparum, y presenta la
mayor distribucién geografica de las 5 especies de Plasmodium que parasi-
tan al hombre [5]. Se ha reportado que existen mas de 2.5 millones de per-
sonas en riesgo de contraer malaria vivax, y un estimado de 80 a 300 millo-

nes de casos clinicos cada afio [6].



Los paises endémicos de malaria vivax incluyen desde la Peninsula de Co-
rea hasta Oceania (excluyendo a Australia y Nueva Zelanda) y en regiones
tropicales y temperadas desde Asia hasta el mar Mediterraneo, ademas de
algunas partes de Africa y el continente latinoamericano [6]. En el continente

americano, malaria vivax representa mas del 70% de casos [5].

1.2 Malaria en América

La transmision de malaria en el continente americano afecta a 21 de los 35
paises, con casi 30% de la poblacion viviendo en areas con riesgos de infec-
cion variables en el tiempo (Figura 3). En el 2008, P. vivax represento el 77%
de todos los casos reportados de malaria, siendo Haiti y Republica Domini-
cana los paises que no siguen esta tendencia, ya que casi todos los casos
de malaria fueron debido a P. falciparum. El nUmero de casos de malaria
reportados en la region al 2011 fue de 489,610, lo cual presenta una reduc-
cion de casos del 59% desde el 2000. Segun el World Malaria Report del
2012, en el afio 2010, el 80% de los casos de malaria fue causado por P.
vivax, de los cuales el 90% de los casos corresponde a Brasil, Haiti, Colom-
bia y Peru (Figura 4). Por otro lado, Belice, Guyana, Guatemala, Nicaragua y
Surinam han implementado extensivamente medidas de control a las pobla-

ciones en riesgo de contraer malaria [8].
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Figura 3. Situacion de la malaria en América, 2011 (Fuente: Pan American

Health Organization, 2012) [7].
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Figura 4. Poblacion en riesgo de malaria en América en el 2011 (Fuente:

World Malaria Report 2012) [8].

1.3 Malaria en el Peru

En el Perd, la malaria es considerada un grave problema de salud publica,
debido a su incidencia y extension geografica (aproximadamente 75% del
territorio), asi como su alto costo social y econémico [9]. La distribucién geo-
grafica de malaria en el Peru es heterogénea, encontrandose principalmente
en areas tropicales e irrigadas de la costa norte, selva montafiosa, selva

sudeste y central de la Cuenca Amazonica [10].

Después que el programa de erradicacion fue abandonado en los 80’s, los
casos de malaria se elevaron considerablemente, alcanzando un pico entre

1995 y 1998, con 121,268 casos reportados en 1997, mas de la mitad de los



casos debido a Plasmodium falciparum [11]. Esfuerzos adicionales del Pro-
grama Nacional de Control de Malaria, desde 1998 en adelante, lograron
una sustancial reduccién, aunque fue menos exitosa para Plasmodium vivax

[12].

En el Perl, segun la Direccion General de Epidemiologia, en el 2012 se re-
portaron 30,194 casos de malaria vivax (Figura 5). En el mismo afio, en Lo-
reto se reportaron 21,184 casos de malaria vivax, mientras que 3,965 fueron

malaria falciparum. Ninguna infeccién mixta fue reportada (Tabla 1) [13].

Curva de casos de malaria por P. Vivax
Peru 2010 — 2013*

2010 2011 2012 2 2013*

N* CASOS

1 8 152229384350 5 121928334047 2 9182330374451 6 132027344148
SE

Figura 5. Curva de casos de malaria por Plasmodium vivax, Pera 2010 -
2013. Fuente: Red Nacional de Epidemiologia (RENACE) —-DGE — MINSA

(Hasta semana 28) [13].



Tipo Dx 2,008 2009 2010 2011 2012
P. vivax 20,565 21,972 9,208 9,306 21,184
P. falciparum 4,489 3,878 2,238 2,473 3,965
M. mixta 109 77 58 14 0
Notificados 25,163 25,927 11,504 11,793 25,149

Tabla 1. Casos de malaria por especies y por afios en Loreto (2008 — 2012).
Fuente: Red Nacional de Epidemiologia (RENACE) —-DGE — MINSA (Hasta

semana 28) [13].

En afio 2003, en el distrito de San Juan, Iquitos, la incidencia de malaria fue
de un estimado de 0.39 infecciones/persona/malaria por temporada, pero
esta cifra probablemente se ha reducido desde el 2007, gracias a los esfuer-

zos en los controles de esta enfermedad [12].

En 2001, los problemas de adherencia a primaquina (PQ) (droga de primera
linea para el tratamiento de malaria vivax, junto con cloroquina (CQ)) obli-
gan al Programa Nacional de Control de la Malaria a reducir el tiempo del
tratamiento de 14 a 7 dias, e incrementar la dosis diaria de 0.25 a 0.5
mg/kg/dia [14]. No obstante, a pesar de la facilidad de protocolo terapéutico,
la incidencia de P. vivax en la amazonia peruana permanece alta con parasi-
temias recurrentes después del tratamiento en la mayor proporcién de los
casos (V.Soto, comunicacion personal). La adherencia, no obstante, perma-
nece como un factor clave para el control efectivo de la malaria, ya que se
encuentra directamente relacionado con la falla del tratamiento y las posibili-

dades de propagar la resistencia de cepas. Cuando el paciente no tiene el



acceso a un adecuado tratamiento, esto conlleva a la disminucién en la cali-
dad de la salud de las personas, disminuyendo la calidad de vida e incre-

mentando costos en medicinas y estrategias de control [14].

De acuerdo con la estrategia nacional de tratamiento para malaria vivax, 3
dias de CQ (dosis total de 25mg/Kg) y 7 dias de PQ (dosis total de
210mg/Kg) es relativamente baja ya que usualmente los sintomas desapare-
cen después de 3 dias, mientras la comun ocurrencia de los efectos secun-
darios de PQ reduce la motivacion por parte de los pacientes de terminar el

tratamiento [14].

1.4 Tratamiento de la malaria vivax en el mundo

La terapia de primera linea de cura radical en casos de malaria vivax es de
un régimen de 0.25 mg/Kg/dia por 14 dias, 6 0.5 mg/Kg/dia de primaquina
por 7 dias, combinada con 25mg/kg/dia por 3 dias de cloroquina. Este régi-
men ha sido utilizado desde 1947 [15]. PQ es activa contra estadios asexua-
les de Plasmodium vivax, no obstante, a pesar del uso combinado de PQ y
CQ, existe un numero creciente de reportes de resistencia a CQ en Indone-
sia, Oceania y América Latina, incluyendo Peru [15]. Sin embargo, la confir-
macion certera de la resistencia requiere estudios de concentracion de la
droga, y por ello no es completamente clara la propagacion de la resistencia
a CQ por P. vivax. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
malaria causada por P. vivax deberia ser tratada con cloroquina en &reas

donde esta droga es efectiva, o una apropiada droga derivada de artemisina



(ACT’s) en é&reas donde Plasmodium vivax es resistente a CQ. También se

sefala que el tratamiento para malaria vivax deberia ser combinado con un

régimen de 14 dias de primaquina para prevenir relapsos (episodio recurren-

te de malaria vivax causado por la activacion de hipnozoitos) [15].

En el Perq, el tratamiento para malaria vivax en adultos es una dosis total de

25 mgl/kg por 3 dias de CQ y 3.5 mg/kg por 7 dias de PQ. El suministro de

PQ empieza simultaneamente con CQ (Tabla 2) [16].

Tratamiento de Malaria por P. vivax en Adultos

Dias

Medicamento | N° Dias T T -
Cloroquina 4 1ab. 10 41ab. 10 21ab. 5
Tab. X 250 mg. 3 mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia

150 mg. base
Primaguina 2 tab. 0.50 2 tab. 0050 2 tab. 0.50
Tab. X 15 mg. O 7 mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia
Tab. X 7.5 mg. 4 tab. 4 tab. 4 1ab.

2ab. 0.50

mg'kg/dia 4
tab.

2tab. 0.50
mg/kg/dia
4 1ab.

2 tab. 0.50
mg/kg/dia
4 tab.

21ab. 0.50
mg'kg/dia
4 tab.

NOTA: No administrar primaquina a mujeres gestantes,

Fuente: R.M. N* 076-2007/MINSA,

Tabla 2. Tratamiento de malaria vivax en adultos en Peru. Ministerio de Sa-

lud (MINSA), 2010 [16].
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1.5 Resistencia a drogas

Los parasitos en estadio asexual en sangre que han demostrado sobrevivir
normalmente a un régimen de terapia estandarizado son considerados como
resistentes a dicha terapia. En malaria, la presencia de parasitemias recu-

rrentes después del tratamiento es considerado como recrudescencia [15].

Varios paises sudamericanos han sido obligados a cambiar sus politicas de
tratamiento de malaria, debido a que la resistencia a las drogas utilizadas en

estos tratamientos se ha propagado rapidamente por el continente [17].

Actualmente, la resistencia a CQ ha sido propagada desde Papua Nueva
Guinea hasta Indonesia, donde en algunas areas los casos de resistencia
sobrepasan el 50% [18]. Casos de resistencia a CQ fueron reportados en el
sur de Myanmar, India y Turquia. En Sudamérica, P.vivax es generalmente
susceptible a CQ con algunos casos de resistencia a esta droga, como los
encontrados en Brasil, Peri y Colombia. En general, la prevalencia de resis-
tencia a cloroquina es considerada ser menor del 5% [19]. En estos casos, la
droga es neutralizada por un mecanismo que drena la droga fuera de la va-

cuola digestiva [18].

Modificaciones del transportador transmembrana debido a mutaciones en el
gen PfCRT (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter) y
PfMDR1 (Plasmodium falciparum Multi-Drug Resistance 1) fueron correla-
cionados con la resistencia a CQ. Ademas, en P.vivax, a pesar de muchos
esfuerzos, no se hallé evidencia sobre la relacion entre las mutaciones en

los genes ortélogos PVCRT y PVvMDRL1 con la resistencia a CQ [20].
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Recientemente se reportd que existe correlacion entre el uso de mefloquina
y la cantidad de copias amplificadas del gen PvMDRL1 [21]. Por otro lado, en
pacientes con malaria severa y que presentan resistencia a cloroquina, se
observd un incremento en el nivel de expresion de los genes PVCRT y
PvVvMDR1 [21]. Actualmente, los mecanismos de resistencia a CQ y demas

drogas estan bajo investigacion [22].

Por otro lado, se ha reportado tolerancia a PQ, observado por primera vez
en Papua Nueva Guinea, en la cepa Chesson [15, 23]. La resistencia a PQ
en estadios hepaticos de Plasmodium es un gran problema de salud publica,
y la ausencia de dicha resistencia después de 50 afios llama mucho la aten-
cion [23]. Existen razones que explican este fenomeno, como la corta vida

media de la droga en el plasma o esterilizacion de los gametocitos [23].

Para evaluar la resistencia a PQ se necesita hacerle frente a importantes
factores confusores como la observacion directa en la administracion de la
terapia, a cargo de personas confiables [23]. Los ensayos clinicos disefiados
para detectar resistencia a PQ deberian utilizar un efectivo esquizonticida en
sangre con una corta vida media en plasma, como la quinina, la cual descar-
taria la posibilidad de una supresion por una posible recurrencia temprana
por la presencia de la droga en el participante (por ejemplo, falsos negativos)
y una posible recrudescencia debido a la resistencia a CQ (por ejemplo, fal-

Sos positivos) [15, 23].
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2. BIOLOGIA DE Plasmodium spp.

2.1 Clasificacion

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por parasitos pertenecien-
tes al phylum Apicomplexa, clase Aconoidasida, orden Haemosporida y gé-
nero Plasmodium. Actualmente existen 5 especies de Plasmodium que cau-
san malaria en el hombre: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y, la

quinta especie recientemente detectada, P. knowlesi [1, 2].

2.2 Caracteristicas Unicas de P. vivax

Plasmodium vivax posee caracteristicas Unicas que lo diferencian de las

demas especies de Plasmodium, entre las cuales tenemos:
2.2.1. Desarrollo del estadio hipnozoito

Una de las caracteristicas mas importantes que distingue a P.
vivax de P. falciparum, y que comparte con P. ovale, es el
desarrollo del estadio hipnozoito [6]. Después que los esporo-
zoitos migran al higado e infectan los hepatocitos, se pueden
diferenciar en estadio esquizontes (conteniendo merozoitos) o
en un estadio latente, denominado hipnozoito. La reactivacion
de los hipnozoitos produce la division de esquizontes hepati-

cos, liberacion de merozoitos y finalmente genera un episodio
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clinico (algunas veces episodio asintomatico), llamado relapso.
La reactivacion de hipnozoitos presentan diferentes patrones, y
las vias de activacion de estos estadios hepaticos siguen en in-

vestigacion [1, 6].

2.2.2. Presencia de bajas parasitemias

Normalmente, Plasmodium vivax no causa hiperparasitemias,
ya que sus merozoitos tienen preferencia por invadir los reticu-
locitos (estadios tempranos de los glébulo rojos), que represen-
tan aproximadamente el 0.5 — 1.5% del total de glébulos rojos
circulante en una persona adulta [6]. La afinidad por los reticu-
locitos representa un importante factor limitante para el desa-

rrollo de cultivos in vitro de P. vivax [6].

2.2.3. Gametocitos en forma circular

En una tincién en ldmina con colorante Giemsa, los gametoci-
tos de P. vivax presentan forma circular, en comparacion a los
gametocitos en forma de banana, presentado por P. falciparum.
Esta es una de las principales caracteristicas diagndsticas utili-

zadas en microscopia para diferenciar ambas especies [6].
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2.2.4. Desarrollo temprano de gametocitos

Los gametocitos de P. vivax pueden estar presentes antes o al
inicio de los sintomas clinicos, incrementando la probabilidad
de transmision del vector. Mueller et al. mencionan que este fe-
némeno es la posible explicacion de la tardia emergencia de
resistencia a drogas por P. vivax, ademas, los gametocitos
transmitidos al inicio de la infeccion no serian seleccionados
por el tratamiento, reduciendo la probabilidad de diseminacién

de cepas resistentes a drogas [6].

2.3 Ciclo biolégico de Plasmodium vivax

El ciclo biologico de P. vivax comprende 2 hospederos, el humano y el mos-

quito Anopheles hembra (Figura 6).

2.3.1 En el humano

Ingreso del parasito por la piel

Estando en la piel, el mosquito anofelino hembra inocula productos
anticoagulantes y esporozoitos (promedio de 100 esporozoitos por pi-
cadura) [25], el cual es el estadio infectante de Plasmodium en el hu-
mano [26]. La naturaleza exacta de migracion de esporozoitos desde
la piel hasta el torrente sanguineo y luego hacia el higado sigue en in-
vestigacion. Los esporozoitos son altamente flexibles y les toma po-

cos minutos recorrer varios micrometros de distancia [27]. Un dnico
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sistema actina-miosina permite a los esporozoitos realizar diversas
funciones como la migracion extracelular y transversal, e invasion ce-
lular. La interaccion entre esporozoitos y los tejidos del hospedero
humano es mediada por proteinas expresadas en la superficie celular
del parésito, asi como también por proteinas que son liberadas a par-
tir de un conjunto de organelas secretoras llamadas micronemas y ro-
ptrias [26]. El tiempo estimado en el cual el esporozoito atraviesa la
piel y entra al torrente sanguineo es de 1 a 3 horas [28]. Los esporo-
zoitos son transportados por la sangre hacia el higado donde entran
en contacto con la membrana celular sinusoidal compuesta por célu-
las endoteliales y células de Kupffer, siendo estas ultimas los macré-
fagos residentes en el higado [29]. Una pequefia porcion de esporo-
zoitos llega al sistema linfatico, posiblemente dentro de los leucocitos

[29, 30].

Entrada del esporozoito al higado

Una vez en la membrana celular sinusoidal, los esporozoitos a través
de sus mayores proteinas de superficie, la proteina de circunsporo-
zoito (CSP) y la proteina adhesiva relacionada a trombospondina
(TRAP), reconocen altamente a los proteoglucanos sulfato de hepari-
na (HSPGs) expresadas en la superficie de las células de Kupffer [28].
Después del reconocimiento, los esporozoitos invaden y atraviesan

las células de Kupffer dentro de la vacuola parasitéfora, la cual no es-

16



ta fusionada con el lisosoma [29]. Los esporozoitos de Plasmodium
bloquean la respuesta inmune de estos macréfagos a través de la li-
beracion de CSP sobre la superficie o el interior de las células de
Kupffer. CSP presenta una accion ribotoxica, bloqueando la traduc-
cion y de ésta manera previene el estallido respiratorio necesario por

las células de Kupffer para destruir a los esporozoitos [28].

Infeccion del hepatocito

Una vez que los esporozoitos han atravesado las células de Kupffer
sin hacerle dafio alguno, migran al espacio de Disse, donde rapida-
mente invaden los hepatocitos [27]. Durante ésta migracion, los espo-
rozoitos reconocen los proteoglucanos sulfato de heparina (HSPGs)
en los hepatocitos, los cuales cambian el “modo migratorio” de los es-
porozoitos hacia el “modo de invasion” [28]. La invasion final y forma-
cion de la vacuola parasitéfora incluye la participacion de varias pro-
teinas como TRAP, CSP, antigeno de membrana apical 1 (AMA-1),

Pb36p y Pb36 [28].

Maduraciéon de estadios hepaticos y salida de merozoitos

Inicialmente, después de la invasion con la formacion de la vacuola
parasitéfora (PV) y el establecimiento del parasito dentro de la mem-

brana de PV, los esporozoitos se diferencian en trofozoitos. Una dife-
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renciacibn mas compleja como lo es el estadio esquizonte necesita un
crecimiento intenso y nutriente de las células del hospedero. El parasi-
to manipula la maquinaria celular confiriendo resistencia a la apopto-
sis, la cual puede ser disparada en respuesta del estrés celular indu-

cido por el parasito mismo [26].

Dentro de los hepatocitos, P. vivax puede diferenciarse en esquizon-
tes tisulares, los cuales después de miles de replicaciones mitéticas
liberan merozoitos al torrente sanguineo, como también se pueden di-

ferenciar en hipnozoitos. [6].

Estadios eritrocitarios

Entre los estadios eritrociticos, el merozoito es el estadio predominan-
te, pero no el Unico, el cual invade reticulocitos, produciendo en estas
células un alargamiento y deformacion, caracteristico de Plasmodium
vivax [6]. La invasion de los reticulocitos es un proceso rapido y com-
plejo, guiado por numerosas interacciones moleculares entre el mero-
zoitos y la superficie del reticulocito [31]. EI mecanismo exacto de in-
vasion es aun desconocido, no obstante, se conoce que la adherencia
inicial a la superficie del reticulocito es mediada por las mayoria de
proteinas de superficie del merozoitos (MSP’s)[31]. Diez diferentes
MSP’s han sido sugeridas de participar en la adherencia de los reticu-
locitos [32], ademas, como el merozoito se une a la superficie, AMA-1
puede ser el responsable directo de la reorientacion apical y de dispa-

rar la secrecion de estas organelas apicales (roptrias, micronemas y
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granulas densas) [31], liberando moléculas importantes como la fami-
lia de proteinas de unién a reticulocitos (RBP1 y RBP2), y la proteina
de union a Duffy (DBP). Estas proteinas se unen con gran afinidad y
especificidad a receptores especificos [31]. Una vez en la célula
huésped, el merozoito continda su desarrollo, cambiando a estadio
trofozoito o estadio de anillo, el cual madurara hacia el estadio esqui-
zonte. Al final, después de llenar la elongada célula sanguinea, se
segmenta y produce de 16 a 24 merozoitos que son liberados al esta-
llar la célula huésped. El ciclo de maduracién completo dentro de la
célula hospedera es completado en 48 horas. La liberacion de los me-
rozoitos en el torrente sanguineo coincide con la presencia de fiebre y
malestar [6]. La mayoria de los merozoitos continlan con este ciclo
replicativo infectando nuevos reticulocitos, pero algunos se convierten

en gametocitos masculinos y femeninos [6].

2.3.2 En el mosquito

Una vez que los gametocitos son absorbidos por el mosquito, estos
gametocitos maduraran en el intestino medio del mosquito, formando
los microgametocitos (masculino) y macrogametocitos (femenino). Los
microgametocitos se exflagelan y se mueven rapidamente hacia los
macrogametocitos para formar el zigoto. Los factores que participan
en la iniciacion del ciclo celular sexual con probablemente el cambio

de pH, temperatura y el factor activador del gametocito, identificado
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como acido xanturénico [33]. Los zigotos, a su vez, se convierten en

ooquinetos moviles y alargados, que invaden la pared intestinal del

mosquito, donde se desarrollan en ooquistes. Los ooquistes crecen,

se rompen y liberan una nueva generacién de esporozoitos, que ha-

cen su camino a la glandulas salivares del mosquito. Es en esta fase

en la que el Plasmodium puede volver a infectar al hospedero [6,33].
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Figura 6. Ciclo de vida de Plasmodium spp. [4].
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2.4 Genoma de Plasmodium vivax.

El genoma completo de P. vivax (cepa Salvador I) consiste de 26.8 mega
pares de bases (Mb), distribuidos en 14 cromosomas lineares de 1.2 a 3.5
Mb de longitud, conteniendo alrededor de 5400 genes, presentando un con-
tenido de guaninas y citosinas (G + C) de 42.3% [32]. El genoma de P. vivax
posee similar tamafio y cantidad de genes que el genoma de P. falciparum
[32]. El apicoplasto de P. vivax contiene 35 kilo pares de bases (Kpb) que
codifican alrededor de 30 proteinas involucradas en la sintesis de &cidos

grasos y un ADN mitocondrial de 6 Kpb [32].

3. ESTUDIOS DE LA EFICACIA AL TRATAMIENTO ANTIMALARICO

USANDO MARCADORES MOLECULARES Y SEROLOGICOS

En el pasado, los programas de control de malaria han sido enfocados prin-
cipalmente en Plasmodium falciparum [34]. En regiones donde coexistian P.
falciparum y P. vivax, por ejemplo América latina y el sureste de Asia, los
casos de P. falciparum han disminuido considerablemente, mientras la dis-
minucién de P. vivax fue menos agresiva [34]. Un factor limitante muy impor-
tante para el control de malaria vivax es la presencia de hipnozoitos en com-
binacion con la gametogénesis temprana. Estas caracteristicas biolégicas en
combinacion con la ocurrencia de infecciones asintomaticas en areas ende-
micas hacen dificil el control de la malaria causada por Plasmodium vivax [6,
12]. Debido a esto, existe una urgente necesidad de nuevas herramientas de

investigacién para P. vivax como la elaboracion de cultivos in vitro, con la
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finalidad de estudiar los procesos biologicos del parasito, sensibilidad intrin-
seca a las drogas antimalaricas y los mecanismos de resistencia [6]. La eva-
luacion de la susceptibilidad a las drogas en sistemas ex vivo tiene la ventaja
de monitorear el crecimiento del parasito en la ausencia de fuertes factores
confusores potenciales, como la inmunidad innata del hospedero, adheren-
cia de la terapia por parte del paciente y la absorcién de la droga. De esta
forma, los sistemas ex vivo proporcionarian vital informacion sobre los me-
canismos de la actividad de la droga contra el parasito y permitirian investi-
gar las bases genéticas de los fenotipos resistentes a las drogas en evalua-

cion [6, 35].

El uso de herramientas moleculares para medir la eficacia del tratamiento
antimalarico es comunmente utilizado en P. falciparum. Las infecciones en
el dia cero (D0) antes del tratamiento y recurrencias son genotipificadas para
discriminar entre verdaderas recrudescencias (mismo genotipo entre el DO y
el dia de la recurrencia) e infecciones recientes o nuevas infecciones (geno-
tipos diferentes entre el DO y el dia de la recurrencia) [36]. En areas endémi-
cas, el riesgo de ser reinfectado depende de la intensidad de transmision y la
duracion del periodo de seguimiento. Este Ultimo es determinado por la vida
media de la droga y el tiempo que la droga necesita para estar por debajo de
la concentracion terapéutica minima. La cloroquina tiene una vida media de
50 horas y la concentracion de CQ como la de su metabolito desetilcloroqui-
na (DCQ) en sangre permanece sobre la concentracion minima terapéutica
hasta el dia 28, entonces la duracion minima requerida de seguimiento tiene

que ser 28 dias [18]. Sin embargo, los ensayos de eficacia de medicamento
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en Plasmodium vivax son complicadas debido a la posibilidad de observar
relapsos originadas por la activacion de hipnozoitos [6, 15, 18, 23]. La eva-
luacion de la respuesta al tratamiento requiere la capacidad de distinguir en-
tre nuevas infecciones, recrudescencia y relapsos. Actualmente no existe un
método confiable para la evaluacion del tratamiento de P. vivax, ya que re-
quiere periodos largos de seguimiento (>28 dias) para medir el efecto de la
primaquina (PQ) como hipnozoitocida [6, 23, 34], aunque el problema de
distinguir correctamente entre recrudescencia, relapso y nueva infeccion

permanece.

En comparacion con P. falciparum, las técnicas de genotipificacién han sido
aplicadas en un intento para detectar con mayor precision la falla del trata-
miento [37]. Sin embargo, la comparacion de genotipos antes y después del
tratamiento proporciona limitada informacién con respecto a los diferentes
tipos de infecciones recurrentes [38,39, 40]. No obstante, los marcadores
moleculares polimérficos pueden ser Gtiles en el mejor entendimiento de la

dinamica de Plasmodium vivax y su epidemiologia [39, 40].

La amplia distribucién de P. vivax y la existencia del comportamiento de los
relapsos enfatiza la importancia de considerar el fenomeno de los relapsos
particularmente después del tratamiento de cura radical [41]. Diversas hipo-
tesis se han trazado para explicar la biologia de las relapsos: estudios en
Plasmodium cynomolgi, que infecta primates y que presenta un mayor pa-
rentesco con P. vivax, demostraron que el nimero y la integridad de esporo-
zoitos inoculados determina el nimero de relapsos. Estos resultados sugie-

ren que factores provenientes del parasito determinan la latencia y frecuen-
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cia de relapsos [38, 39, 42]. Otros estudios mencionan que un alto niamero
de esporozoitos reduce sustancialmente el periodo de incubacion o latencia
de los hipnozoitos [42]. Sin embargo, existen investigaciones que sugieren
que factores como la enfermedad o las drogas presentes en el tratamiento
pueden ser los responsables de la activacion de los hipnozoitos en el higado

[38, 43].

Por otro lado, diversos estudios revelan que cepas de P. vivax provenientes
de diferentes zonas geogréaficas presentan distintos patrones de relapsos:
las cepas de zonas tropicales o subtropicales estan asociadas con infeccio-
nes primarias tempranas seguidas por relapsos frecuentes en cortos interva-
los (3-5 semanas), mientras que las cepas de zonas temperadas estan aso-
ciadas a infecciones primarias retardadas con bajas frecuencias de relapsos
en intervalos prolongados (5-10 meses), no obstante, en algunas areas se
han observado patrones mixtos (Figura 7) [38]. A la fecha, los factores que

determinan los patrones de relapsos son desconocidos [38, 42].
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Figura 7. Esquema de patrones de relapsos. En la parte superior patrones
de relapsos en zonas temperadas y en la parte inferior en zonas tropicales

[50].

La deteccion de multiples clonas (genotipos) de P.vivax es muy importante.
Si la infeccion primaria comprende multiples clonas, estas pueden haber sido
pasadas por alto o parcialmente caracterizadas o, peor aun, tienen sus ale-
los combinados los cuales crean haplotipos artificiales durante la caracteri-
zacion [41]. Asimismo, la clona del relapso puede ser no detectada o inco-
rrectamente caracterizada durante la infeccion primaria, lo cual conlleva a la
falsa conclusion que los diferentes genotipos estuvieron presentes durante la
infeccion primaria y el relapso. El consenso actual es que los relapsos pue-

den originarse por la reactivacion de la misma clona presente en la infeccion
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primaria (hipnozoitos homélogos) o por otra clona genéticamente diferente

(hipnozoitos heterodlogos) [41].

Recientemente, se pensd que los relapsos son causados por hipnozoitos
que son genéticamente idénticos a los parasitos en estadio sanguineo pre-
sentes en las infecciones primarias [38, 43, 44]. Esto sugiere que los méto-
dos moleculares podrian discriminar facilmente a los relapsos, los cuales
tendrian el mismo genotipo que la infeccion primaria, de las infecciones re-
cientes, las cuales tendrian genotipos diferentes. Este criterio ha sido desa-
fiado por los recientes descubrimientos de parasitos de genotipos diferentes

entre las infecciones primarias y relapsos.

Imwong et.al determiné que los relapsos usualmente son causados por la
activacion heterologa de los hipnozoitos, es decir, por activacion de hipnozoi-
tos provenientes de la infeccién primaria pero que son genéticamente dife-
rentes a los parasitos detectados en la infeccion previa [43]. Ademas, se ha
encontrado que los parasitos asociados con las relapsos son monoclonales,
a pesar de que en la infeccion primaria presentdé mas de una clona (policlo-
nal) [38]. Estos resultados sugieren que los episodios de relapsos son cau-
sados por hipnozoitos que presentan una activacion clonal y heterdloga
[38,39]. Van den Eede, et al. evidencio en 5 comunidades de la Amazonia
Peruana la presencia de genotipos diferentes entre la infeccién primaria y
recurrencias, sugiriendo una posible activacion heterdloga de los hipnozoitos

0 posibles nuevas infecciones [45].
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Por otro lado, Markus [46] propone la posibilidad de que la presencia de pa-
rasitos homologos (infeccion primaria y recurrencia) podria no deberse a los
relapsos. Se reportd casos de malaria en roedores, en los cuales existen
estadios encontrados en células dendriticas que pueden permanecer en es-
tado de latencia por periodos prolongados. Esos parasitos son capaces de
infectar eritrocitos y ser responsables de la sintomatologia. Los estadios de
Plasmodium como aquellos presentes en los roedores, se deben de buscar
ahora en células dendriticas del bazo en el humano. De acuerdo al autor,
aguellas formas u otros merozoitos podrian ser la causa de los episodios
recurrentes de P.vivax, los cuales convencionalmente se consideraban como
activacion homoéloga de hipnozoitos. También propone que si un ataque cli-
nico recurrente de P.vivax puede ser el resultado de una reproduccion ase-
xual renovada de los merozoitos, seguida de un periodo de latencia, enton-
ces esto explicaria porqué los parasitos aislados de sangre periférica en ma-
laria recurrente son genéticamente similares a los parasitos responsables de

las infecciones clinicas primarias [46].

3.1. Variacion fenotipica de P. vivax

Hasta estos dias, existe una tendencia de considerar todas las cepas de
Plasmodium vivax como unicas especies homogéneas, pero la terapia contra
la malaria en humanos y diversos estudios muestran que existen una varia-
cion sustancial de fenotipos entre cepas de P. vivax [44]. Estudios realizados

hace 50 afios indicaron que los periodos de incubacién, nimero de mero-
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zoitos por esquizonte en sangre, relacion antigénica, virulencia, e intervalos
de relapso presentan diferencias entre cepas. En un tiempo donde las infec-
ciones de P. vivax con un fenotipo similar a las cepas Madagascar y St. Eli-
zabeth, ampliamente estudiadas y aisladas de Estados Unidos y el sur de

Europa, fueron consideradas “tipicas” infecciones de P. vivax [44, 47, 48].

Algunos reportes mencionan que la latencia podria durar un afio, y en casos
aparentemente inusuales, podria ser mayor a 2 afos [44]. En Holanda, Ale-
mania del Norte, Escandinavia, Finlandia y Rusia central, los fenotipos en-
contrados en estos paises presentaron un largo periodo de incubacién (ce-
pas P. vivax hibernans), ya que la infeccién primaria ocurrio 8 a 10 meses
después de la inoculacion [44]. Parecia que la proporcion de infecciones
que tenian periodos de incubacién cortos (aproximadamente 2 semanas)
disminuia de manera constante con el incremento de la latitud (y temporadas
de reproduccion de mosquitos en veranos cortos) [44]. La latencia en estu-
dios en infecciones artificiales de P.vivax fue independiente de las estacio-
nes [44]. Hace 20 afios, las infecciones con relapsos intermedios caracteris-
ticos han sido reportadas en areas sub-tropicales, aunque existen otras ex-
plicaciones sobre los relapsos, los cuales emergen de 2 a 8 meses después

de la inoculacion de los esporozoitos [44,49].

Existe todavia una caracteristica muy importante y a la vez desconcertante
sobre las infecciones de P.vivax que presentan largos periodos de latencia,
los cuales siguen requiriendo explicacion acerca de cualquier teoria que in-

tenta explicar la periodicidad de los relapsos [44].
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Una vez que el relapso ha ocurrido (después de una latencia de 7 a 10 me-
ses), relapsos subsecuentes se producen por lo general con intervalos de
aproximadamente 3 a 4 semanas después del suministro de quinina, 0 6 a 8

semanas si la droga suministrada fue CQ. [44, 46, 47,49].

De esta manera, después de un largo periodo de latencia, los intervalos sub-
secuentes fueron similares a los periodos de incubacion de infecciones en
zonas temperadas con relapsos tempranos, y los intervalos inter-relapsos en
zonas tropicales presentan el fenotipo de la cepa Chesson, la cual es una
“cepa tipica” tropical aislada por primera vez en soldados infectados en Nue-
va Guinea, los cuales presentaron su primer relapso dentro de los 30 dias de
iniciado el tratamiento con quinina [44]. En contraste, infecciones en algunas
partes de Rusia presentaban un periodo de latencia secundario 0 segunda

latencia después del primer relapso (Figura 8) [44].
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Figura 8. Diagrama de los diferentes fenotipos o cepas de P.vivax y sus pa-

trones usuales de infeccion primaria y relapso [51].
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3.2. Factores que determinan el intervalo de relapsos

Efecto de lainoculacion de esporozoitos

Infecciones observadas con la cepa St. Elizabeth presentaron un claro pa-
tron bimodal en el cual un largo periodo de latencia (aproximadamente 300
dias) solamente ocurre en presencia de un pequefio nimero de esporozoitos
inoculados. Cuando el inéculo es pequefio (10-100 esporozoitos), la parasi-
temia inicial o infeccién primaria no ocurre en menos de 9 o 10 meses, 0
mas. Si la inoculacién supera los 1000 esporozoitos, la incubacion sigue un

proceso “normal’, apareciendo la enfermedad en 2 semanas [44].

Efectos de lainmunidad

El segundo factor que influye en la duracion de los intervalos de relapsos en
infecciones artificiales es la adquisicion de inmunidad de estadios sangui-

neos contra un determinado genotipo [44].

Estudios con la cepa St. Elizabeth encontraron una clara evidencia de que
los relapsos fueron atenuados en presencia de una infeccion temprana, pero
esto no afecto el intervalo de latencia, donde se evidencio que el incremento
del nimero de esporozoitos producia un acortamiento en el intervalo de re-
lapsos. Estas observaciones sugieren que el tamafio de inoculacién de espo-
rozoitos es mas relevante que la inmunidad, con respecto a determinar la
duracion de la latencia o el intervalo inter-relapso, al menos para el primer

relapso con parasitos genéticamente homaologos [44].
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Efectos de ladroga

Desde la introduccion de la mepacrina en 1932, droga que tiene una vida
media de mas de un mes, se observé que relapsos tempranos fueron retra-
sados aproximadamente en 30 dias en comparacion con el tratamiento con
quinina. Luego, la cloroquina, la cual también presenta una vida media de
mas de un mes, pero un distinto mecanismo de eliminacion que la mepacri-
na, fue encontrado que atrasa los relapsos tempranos por 2 a 6 semanas
[44]. Largas dosis de antimalaricos provoca largos intervalos de relapsos,

pero no disminuye el nimero total de relapsos [44].

3.3. Biologia de los relapsos

White et al. mencionan las explicaciones biolégicas mas importantes sobre

los relapsos [44]:

1. Presentan patrones de intervalos marcados.

2. En zonas tropicales, los relapsos tempranos aparecen alrededor de 3
semanas despueés de iniciar el tratamiento, o que sugiere que emer-

gen del higado al menos una semana antes

3. No todas las infecciones primarias de P.vivax son seguidas por relap-

sos. Por ejemplo, en Tailandia aproximadamente 50% de infecciones
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son seguidas de relapsos dentro de los 28 dias si la droga antimalari-
ca (artesunato en este caso) que se ha suministrado para la infeccidon
primaria ha sido rapidamente eliminada, y ademas, primaquina no ha
sido dada. Por otra parte, la probabilidad de relapso generalmente va-
ria entre el 20% y 80%. Existen experimentos en animales y otros es-
tudios sugieren que esta proporcion es en funcion del nimero esporo-

zoitos inoculados.

Los relapsos multiples son comunes, especialmente en nifios peque-
Aos (< 5 afnos). En areas tropicales, es comun que los nifios presen-

ten de 4 a 6 relapsos en intervalos de 4 a 6 semanas.

En fenotipos que presentan largos periodos de latencia, existe co-
munmente un periodo de 8 a 9 meses antes o entre la primera infec-

cion sintomatica y el primer relapso.

Los relapsos en estudios clinicos realizados en areas endémicas pre-
sentan comunmente un genotipo diferente al genotipo de la infeccion

primaria.
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3.4. Marcadores moleculares

Debido a la intensificacion de investigaciones en Plasmodium vivax, existe
un incremento en la demanda de herramientas de genotipificacion, dinami-
cas de infecciébn y monitoreo molecular en estudios de eficacia de drogas
[52]. Anteriormente, la genotipificacion de P.vivax fue usualmente realizada
utilizando el andlisis de la reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo
de la longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) o secuenciando ge-
nes polimorficos [53]. Los genes comunmente utilizados fueron los genes
codificantes de proteinas de superficie de merozoito (msp), el gen codifican-
te de la proteina de circunsporozoito (csp), el gen codificante del antigeno
del gametocito (gam-1), el gen codificante de la proteina de unién a Duffy

(dbp) y ademas, marcadores microsatélites (MS) [ 52, 53, 54].

3.4.1. Marcadores Microsatélites

Las secuencias microsatélites son secuencias repetitivas de ADN,
normalmente unidades repetitivas en tandem de muy cortos patrones
de nucledtidos (1-6 pares de bases), y estan intercalados en todo el
genoma. Son extremadamente Utiles para el estudio de genética de

poblaciones de Plasmodium vivax [38, 41, 43, 53, 55, 56].

Los microsatélites son altamente variables debido a las mutaciones
causadas por el deslizamiento del ADN polimerasa y/o de un entre-
cruzamiento desigual [57]. Estos marcadores permiten la diferencia-

cion alélica a través del polimorfismo de pequefo tamafio [57]. La de-
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teccion del polimorfismo en poblaciones puede ser hecha con relativa
facilidad, combinando la amplificacion por PCR y electroforesis capilar
[40, 52, 57]. Por otro lado, el grado de informacion polimérfica de cada
marcador microsatélite varia de region en region, incluso entre comu-
nidades aisladas dentro de una misma region [52, 57]. Por ello, utilizar
un namero elevado de microsatélites en una determinada regién geo-
grafica aumenta la probabilidad de encontrar parasitos con genotipos
diferentes, y de esta forma poder diferenciar con mayor precisién en-
tre genotipos relacionados o diferentes, asi como los estudios realiza-
dos en la Amazonia Peruana [45, 55, 56]. Por este motivo en el pre-
sente estudio se utilizé los 15 marcadores microsatélites previamente
estandarizados y utilizados por el grupo de investigacion del Laborato-
rio de Malaria y el Instituto de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica

[45, 55, 56].

3.5 Herramientas serologicas

Determinar la intensidad de transmisién de malaria en un area endémica es

un importante indicador de la prevalencia de la enfermedad. La técnica es-

tandar para determinar la tasa de inoculacion entomoldgica (EIR) es laborio-

sa, consume mucho tiempo y es poco precisa en areas de baja transmision

[58]. Una técnica alternativa es la serologia: la deteccion de anticuerpos con-

tra antigenos de malaria o antigenos presentes en la saliva del mosquito,

sirven como herramientas importantes en la determinacién de la transmisién
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de la malaria en ciertas areas y, por lo tanto, son cruciales para establecer
estrategias que ayuden a la eliminacién de la malaria [59]. El uso de las ta-
sas de sero-conversion de anticuerpos contra estadios sanguineos de
P.falciparum ha demostrado ser un método confiable que se correlaciona
con EIR [59]. Sin embargo, puede ser desventajoso, ya que los anticuerpos
pueden estar presentes por varios meses, lo cual hace que los parametros
serologicos no sean Utiles para la medicién de la exposicion individual de
malaria [59]. En Plasmodium vivax, no es posible el uso de antigenos de es-
tadios sanguineos, ya que las relapsos incrementan la exposicion a antige-

nos, llevando a una sobreestimacion de la transmision de la malaria [59].

El reemplazo de los antigenos de estadios sanguineos por proteinas expre-
sadas en la superficie del esporozoito, como es el caso de la proteina del
circunsporozoito (CSP), proporciona una herramienta confiable para medir la
transmision de la malaria [59, 60]. Como se mencioné anteriormente, el CSP
es expresado solamente durante el estadio esporozoito hasta el estadio de
esquizonte temprano en el higado. Ademas, Brown et al. [61] demostrd que
los anticuerpos contra CSP no son alterados por las relapsos y son especifi-
camente inducidos por la inoculacién de los esporozoitos. No obstante, los
anticuerpos contra CSP de P.vivax presentan una corta vida media de apro-
ximadamente 1 mes, estando ausente después de 3-4 meses. Esta corta

vida media hace ideal la medicion de exposiciones recientes [59, 60, 61].

Algunos estudios sobre la seroprevalencia anti-CSP de P.vivax en paises
endémicos muestran que varian dependiendo de la region y edad [60, 61].

En contraste a P. falciparum, los anticuerpos contra CSP de P. vivax son
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también dirigidos contra las regiones N y C terminal, y no solamente contra

la region central repetitiva, haciéndolo un importante blanco para el desarro-

llo de vacunas (Figura 9) [62].
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Figura 9. Esquema de la proteina de superficie de circunsporozoito (CSP)

de P.vivax [60].
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4. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

El monitoreo de la eficacia al tratamiento de cura radical representa uno de
los mayores retos para un control efectivo de la malaria vivax. Debido al
complejo ciclo de vida de P. vivax es necesario probar diferentes metodolo-
gias que permitan determinar las causas de los episodios recurrentes. El
presente estudio explora la dinadmica de las infecciones recurrentes contribu-
yendo con la generacion de informacion que permita establecer una metodo-
logia confiable para el monitoreo de la eficacia de las drogas utilizadas en el

tratamiento contra malaria vivax.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Caracterizar los episodios recurrentes de Plasmodium vivax en una cohorte

de participantes monitoreados durante 2 afos en la Comunidad de San

Juan, Distrito de San Juan, Iquitos, utilizando marcadores Microsatélites y

CSP-ELISA.

2. Objetivos Especificos

e Determinar todas las muestras positivas a monoinfecciéon con P. vivax

por PCR.

e Realizar la caracterizacién molecular de las muestras positivas a P.

vivax, utilizando 15 marcadores microsatélites.

e Analizar y comparar los genotipos asociados a la infeccion primaria

(DO) con los genotipos de las infecciones recurrentes.

e Determinar la presencia de infecciones recientes con P. vivax durante

el seguimiento, utilizando la CSP-ELISA.
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

1. SITIO DE ESTUDIO

El &rea alrededor de Iquitos presenta diferentes formaciones de agua como
rios, pantanos, piscigranjas, etc.; ofreciendo un lugar ideal para la reproduc-
cion del mayor vector de malaria: Anopheles. El clima es tropical, caliente y
hamedo. La transmision de Malaria se da con un pico durante la estacion de
lluvia entre noviembre y mayo, siendo Plasmodium vivax el responsable de

84% de casos de malaria en el 2012 [13].

2. DISENO DE ESTUDIO
2.1 Coleccién de muestras

El presente estudio es un estudio secundario del proyecto original denomi-
nado “Morbilidad de Plasmodium vivax después de un régimen de cura radi-
cal en la Amazonia Peruana”, a cargo de Veronica Soto, perteneciente al
Grupo de Estudio de Leishmaniasis y Malaria (GELM) del Instituto de Medi-
cina Tropical Alexander von Humboldt (IMTAvVH-UPCH), el cual incluyé 300
participantes de 22 comunidades periurbanas de la ciudad de Iquitos y reci-
bi6 aprobacion por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (Codigo SIDISI 053256),

Para este estudio se consideraron 1534 muestras de 65 participantes, pro-
venientes solamente del distrito de San Juan, Provincia de Maynas, Depar-

tamento de Loreto-Peru.
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La coleccién de las muestras se inicié en abril del 2008 y culminé en febrero
del 2011. Los participantes infectados con P.vivax fueron reclutados dentro
de la cohorte a través de deteccion activa y pasiva. Los individuos seleccio-
nados (rango de edad entre 5 y 60 afios, con mono-infeccion de Plasmodium
vivax) fueron considerados para participar en el estudio, luego de haber fir-
mado el respectivo consentimiento informado (en el caso de menores de
edad, firmaba el padre o apoderado). Todos los participantes fueron tratados
de acuerdo a la norma del Programa Nacional de Malaria del Ministerio de
Salud para malaria vivax en la region, la cual consiste en 25mg/kg por 3 dias
de CQ méas 7 dias de PQ (0.50 mg/kg/dia), suministradas simultaneamente
[16]. El personal médico del proyecto visitdé a los participantes diariamente
en sus casas Y superviso el tratamiento personalmente. Los participantes
fueron monitoreados semanalmente durante el primer mes en que se sumi-
nistré el tratamiento y mensualmente por los siguientes 23 meses. En cada
visita, se les pregunto a los participantes sobre algun signo clinico o sintoma,
o cualquier evento adverso. Muestras de sangre fueron colectadas para mi-
croscopia (gota gruesa y frotis), y sangre seca en papel filtro para el analisis
molecular e inmunoldgico (diagnéstico por PCR, caracterizacion molecular
por microsatélites y CSP-ELISA). También se tomaron muestras por 3 dias
consecutivos si el participante presentaba sintomas de malaria en un dia que
no era programado para la coleccion. En total se colectaron 1534 muestras
de papel filtro, ya que no todos los pacientes concluyeron el seguimiento de
2 afnos. Infecciones intermitentes de malaria durante el seguimiento fueron

tratadas de acuerdo al tratamiento nacional preestablecido para malaria vi-
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vax en la region [16].

2.2. Criterios de inclusion

1.

Edad: mayor o igual a seis meses de edad.

Participantes con mono-infeccion a P. vivax identificados durante el

barrido o en consulta en el Puesto de Salud.

Consentimiento informado provisto por el participante o padre/tutor del

participante menor de edad.

2.3. Criterios de exclusién

Embarazo.

Deficiencia de Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa(G6PD) conocida o
cualquier antecedente de alergia o efectos secundarios a estudios de
drogas.

Enfermedades crénicas (poliartritis rematoidea, lupus, diabetes, TB,
etc).

Otras infecciones comprometidas que requieran tratamientos con
antibiéticos.

Malnutricion severa.

Participantes con antecedentes de desdrdenes neurosiquiatricos (epi-

lepsia, demencia, etc.)
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Las muestras de sangre fueron recolectadas a través de una puncion con
una lanceta estéril en el dedo de la mano y colocando una gota de sangre en
papel filtro que luego fue secado y guardado individualmente en condiciones
de baja humedad. Las muestras fueron colectadas partir del DO (antes de
recibir el tratamiento), luego semanalmente dentro del primer mes y luego
mensualmente durante un periodo de 2 afios. La extraccion del ADN se
realizé utilizando Qiagen Micro Kit®. El diagndstico se realizd utilizando mi-
croscopia (deteccion de Plasmodium spp. en sangre) (Gold Standard) y la
PCR especie-especifico (ssPCR), cuyo blanco es el gen multicopia de la
subunidad ribosomal 18S [63]. Las muestras positivas para P. vivax por mi-
croscopia y/o PCR se seleccionaron para su genotipificacion, usando 15 mi-
crosatélites reportados en la literatura [64]. El tamafio de los productos de
PCR se determind por electroforesis capilar utilizando el analizador de se-
cuencias ABI 3100 (Applied Biosystems®). Luego de la caracterizacion mo-
lecular con los microsatélites, se realizd la deteccion de anticuerpos IgG e
IgM anti-CSP por el método de ELISA, con la finalidad de determinar infec-

ciones recientes de P. vivax [60] (Figura 10).
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DO + SM (2 afios) = 1534 muestras de
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Diferenciacion entre recrudescencia, relapso o nueva infeccion

Figura 10. Disefio de estudio.

PV+: Participantes positivos a Plasmodium vivax.

SM: Seguimiento mensual.

MS: Microsatélites.



2.4. Extraccion de ADN a partir de sangre seca en papel filtro

El ADN del parasito fue extraido a partir de sangre seca en papel filtro, des-
de el DO ylas muestras del seguimiento mensual, utilizando Qiagen Micro
Kit®, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante [65]. Las muestras
fueron almacenadas a -20°C en el caso de no ser utilizadas inmediatamente,

0 a 4°C para ser usadas al instante en las reacciones de PCR.

2.5. Diagndstico molecular de especie de malaria por PCR

La PCR especie-especifica es basada en caracteristicas del gen de la
subunidad menor ribosomal 18S (ssrDNA), el cual es un gen multicopia que
posee dominios altamente conservados y dominios caracteristicos para cada
uno de 4 de los parasitos de la malaria que infectan a humanos (no incluye
P. knowlesi). La primera reaccién de la PCR especie-especifico, un PCR
multiplex semi-anidado, incluye un primer reverso universal y 2 primer for-
ward que son especificos para Plasmodium y mamiferos, respectivamente
[63]. La segunda reaccién (reaccién anidada) incluye un primer forward es-
pecifico del género Plasmodium, y 4 primers especificos para P. vivax, P.

ovale, P. falciparum y P. malariae [63].

Brevemente, la reaccion primaria o primera reaccién de la PCR fue hecha en
un volumen final de 50pl, con 5ul de ADN gendmico purificado. Esta reac-
cion contiene 1x buffer 1.5 mM MgCl, (Qiagen®), 50 uM de cada dNTP (Eu-
rogente®c, Liege, Belgium), 0.5 uM de cada primer (Apéndice 1), y una uni-

dad de ADN polimerasa HotStartTaq Plus (Qiagen®).
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De la primera reaccion se obtienen dos productos: el primero es una banda
de 231 pb de la amplificacion de UNR-HUF que detecta la presencia de
ssrDNA del humano y el segundo es una banda de 783 a 821 (dependiendo
de la especie de Plasmodium) debido a la amplificacion de UNR-PLF que
detecta la presencia de cualquiera especie de malaria por el ssrDNA de
Plasmodium spp.

El segundo producto fue diluido en 1/500, a partir de esta dilucion, 2ul fueron
usados para la reaccion anidada o segunda reaccion, la cual tuvo un volu-
men final de 25ul. La reaccién anidada contiene 1x buffer 1.5 mM MgCl,
(Qiagen®), 50 uM de dNTP (Eurogentec®, Liege, Belgium), 1 uM de primer
PLF, 0.1 uM de VAR, 0.6 UM de FAR, 0.12 uM de MAR y 0.25 pM de OVR
(Apéndice 1), y una unidad de ADN polimerasa HotStartTaq Plus (Qiagen®)
[63].

Los PCRs fueron realizados en el termociclador Applied Biosystems 2720®,
iniciando con una temperatura de activacion de 95°C por 5 minutos; segui-
dos por 40 ciclos (reaccion primaria) 6 35 segundos (reaccion anidada) de
denaturacion a 94°C por 30 segundos, temperatura de hibridacion de 60°C
por 60 segundos (reaccién primaria) 6 62°C por 30 segundos (reaccion
anidada); y extensién a 72°C por 90 segundos. La extension final fue reali-
zada a 72°C por 10 minutos. La electroforesis de 5 pl de producto de PCR
se realizd en un gel de agarosa normal al 2% a 100V por 90 minutos usan-
do un marcador de 100 pares de bases (Fermentas ®). El gel fue tefiido con
bromuro de etidio y las bandas fueron visualizadas a través del transilumina-

dor-UV (BIORAD®), utilizando el programa Quantiy One.
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2.6. Caracterizacion molecular utilizando 15 marcadores microsatélites (MS)

Todas las muestras presentaron mono-infecciones por Plasmodium vivax
(sin otras especies de Plasmodium coinfectando a la vez), las cuales fueron
positivas por PCR fueron escogidas para la caracterizacion molecular o ge-
notipificacion, usando 15 microsatélites. Las secuencias (Apéndice 2) y el

protocolo de estos microsatélites estan descritos en la literatura [44]

Los PCRs fueron llevados a volumenes finales de 50 pl con 5 pl de ADN,
cuyo procedimiento se repitid para todos los microsatélites. La reaccion final
contiene 1x buffer 1.5 mM MgCl, (Qiagen®), 50 uM de dNTP (Eurogentec®,
Liege, Bélgica), 0.1 ug/ul de suero bovino acetilado (BSA) (Promega®, Ma-
dison, WI), 0.2 yM de cada primer (Apéndice 2), y una unidad de ADN Poli-
merasa HotstarTaq Plus (Qiagen®). Los PCRs fueron llevados a cabo en el
termociclador Applied Biosystems 2720®, con una temperatura de activacion
de 95°C por 5 minutos; seguido por 40 ciclos de denaturacién a 94°C por 30
segundos, temperatura de hibridacion de 62°C (Pv6635), 58°C para MS3,
MS8 y MS10, y 60°C para el resto de loci, y una temperatura de extension
de 72°C por 40 segundos. La extensién final fue de 72°C por 10 minutos. El
tamafio del producto de PCR fue analizado a través de electroforesis capilar
utilizando el analizador de secuencias ABI 3100 (Applied Biosystems®, Fos-
ter City). El tamafio de los fragmentos se determind con el programa Ge-
nemapper (Applied Biosystems®, Foster City, California, USA), utilizando la
configuracion predeterminada para microsatélites, mediante el cual las ban-
das por debajo de 100 unidades relativas de fluorescencia (RFU) fueron

consideradas como sefial de ruido (background).
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2.7. CSP-ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) se realiz6 utilizando un pép-
tido sintético de la regiébn amino-terminal (N-CSP) de la proteina del circuns-
porozoito. El protocolo fue estandarizado en el Instituto de Medicina Tropical
de Amberes, Bélgica, en un marco de cooperacion con el Instituto de Medi-
cina Tropical “Alexander von Humboldt”. El andlisis se realiz6 en todas las
muestras del seguimiento por cada participante. La mitad de las placas de
ELISA (Costar EIA/RIA Plate, Corning, New York, USA) fueron cubiertas con
1pg/ml del péptido e incubado overnight a 4°C. Las placas completas fueron
bloqueadas con 5% de leche desnatada en PBS a pH 7.4 por 2 horas a tem-
peratura ambiente. Después del lavado, 100 ul de muestras de sangre, las
cuales se encontraban impregnadas en papel filtro (incubadas un dia antes
“overnight” a 4°C con saponina y PBS), fue agregado por duplicado en cada
mitad de la placa (4 pocillos por muestra) e incubadas por 1 hora a tempera-
tura ambiente. Las inmunoglobulinas humanas IgM e IgG unidas a los pépti-
dos fueron detectadas usando inmunoglobulinas anti-humano polivalentes
fosfatasa-conjugada (Sigma Aldrich®, St Louis MO, USA), a una dilucion de
1/1000. La actividad enzimatica fue evaluada después de la incubacion por
45 minutos a temperatura ambiente con sustrato p-nitrofenil fosfato (Sigma
Aldrich® Co., St Louis MO, USA). Se detuvo la reaccion anterior con una
solucion de NaOH al 12%. La absorbancia fue medida a 405 nm en el lector
de placas Hidex CHAMELEON™V Multitechnology Plate Reader. El péptido
sintético amino-terminal (N-CSP) y controles positivos fueron donados por

Socrates Herrera (Malaria Vaccine and Drug Development Center (MVDC),
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Cali, Colombia).

La densidad 6ptica (OD) corregida para cada muestra fue calculada sustra-
yendo el OD del background correspondiente a la mitad de la placa que no
fue cubierta por el péptido, del OD de la mitad de la placa que si fue cubierta
por el péptido. Para generar el punto de corte del OD, con lo cual las mues-
tras son consideradas positivas 0 negativas, se utilizé el mixture model el
cual ha sido disefiado y proveido a través de una hoja de Excel automatiza-
da por Azra Ghani (MRC Centre for Outbreak Analysis and Modelling, De-
partment of Infectious Disease Epidemiology, Imperial College London, Uni-
ted Kingdom)[66]. EI mixture model usa la probabilidad maxima (maximum
likelihood) determinando la distribucion de los valores de OD como la suma
de dos distribuciones Gaussianas: una distribucion negativa y una positiva.
La media del OD gaussiano que corresponde a la poblacién seronegativa
mas tres desviaciones estandar fue usado como punto de corte para la sero-
positividad. Los resultados de OD se convirtieron en porcentaje de positivi-
dad (PP), utilizando el OD del control positivo en cada placa, esto se hace

para evitar tener falsos positivos y aumentar la sensibilidad del sistema.

49



2.8. Variables principales y analisis de datos

Los datos generados se registraron vy filtraron en Excel (Microsoft coopera-
tion, USA). Se realizé un andlisis descriptivo del seguimiento de 2 afios
comparando los resultados de microscopia, PCR y CSP-ELISA. Una infec-
cion recurrente fue definida como una infeccion de P. vivax con estadio san-
guineo, pudiendo ser sintomatica o asintomética, identificada por microsco-
pia y/o ssPCR después de haber sido suministrado el tratamiento radical.
Las infecciones recurrentes ademas se clasificaron como patentes o subpa-
tentes dependiendo de si la infeccion fue identificada tanto por microscopia

como por ssPCR o solo por ssPCR (Figura 11).

Infecciones Patentes:
PV(+) por Microscopia y/o PCR

Infecciones Subpatentes:
PV(+) solo por PCR

Figura 11. Clasificacion de infecciones recurrentes de Plasmodium vivax.
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2.8.1 Caracterizacion molecular

Los datos fueron analizados en Excel (Microsoft cooperation, USA).
Una infeccion fue definida como policlonal si presenté mas de un alelo en al
menos un locus. Para cada infeccion de malaria, el locus con el mayor nu-
mero de alelos fue considerado como el estandar de la multiplicidad de in-
feccién (MOI), representando el minimo nimero de haplotipos de parasitos
en la muestra [51]. En la evaluacion de las poblaciones, solamente se consi-

deraron muestras infectadas con Plasmodium vivax.

2.8.2 Analisis de episodios recurrentes de malaria

Para cada participante, el perfil genético de cada episodio recurrente
fue comparado con el DO, tomando en cuenta la caracterizacion molecular
a través de los marcadores microsatélites, siendo clasificado en
las siguientes categorias: i) Infecciones relacionadas: los alelos presentes
en la infeccidén recurrente son los mismos en todos los loci de la infeccion
primaria (DO); ii) Infecciones diferentes: cuando existe alelos diferentes en
al menos 1 loci en comparacion a la infeccion del dia 0 (ver ejemplo en la

Tabla 3).
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M55
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Tabla 3. Ejemplo de analisis de infecciones recurrentes vs DO por participan-

te.

La prevalencia y niveles de anticuerpos contra CSP de P. vivax se
utilizaron para determinar el riesgo a una infeccién reciente. La recien-
te exposicion a los esporozoitos de P. vivax se definié por serocon-
version (de negativo a positivo) o también se considerd positivo los
valores de OD incrementados en mas del 50% en relacion a un punto
de monitoreo anterior. Un CSP-ELISA positivo sera considerado rela-
cionado con cualquier infeccion de P. vivax que ocurriese en el mes

previo.
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2.9. Aspectos éticos y aprobaciones requeridas

Las muestras del presente estudio pertenecen al proyecto de doctorado de
Verodnica Soto Calle, denominado “Morbilidad de Plasmodium vivax después
de un régimen de cura radical en la Amazonia Peruana”, el cual recibio
aprobacion por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano He-
redia (Codigo SIDISI 053256). Las muestras fueron obtenidas después de

que el participante firmé un Consentimiento Informado.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PARTICIPANTES RECLU-

TADOS EN LA COHORTE

Sesenta y cinco (65) participantes infectados con Plasmodium vivax, prove-
nientes de comunidades del distrito de San Juan, fueron reclutados entre
abril del 2008 y febrero del 2011 a quienes se les hizo un seguimiento men-
sual por 2 afios. Hombres (n=34, 52%) y mujeres (n=31, 48%) fueron igual-
mente representados; el 9% de los participantes fueron nifios entre 3y 9
afios de edad. De los 65 participantes, 19 no completaron el seguimiento de

2 afios: dos de ellos dejaron el seguimiento luego del DO y uno en el D28.

2. DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS MUESTRAS DEL DIA 0 (DO)

Del total de participantes (n=65), 62 (95%) fueron positivos por ssPCR a in-
fecciones por P.vivax en el DO y a 3 (3.5%) no se les hizo el ssPCR pero
fueron positivas por microscopia. El diagnostico a través de microscopia fue

realizado y confirmado en Iquitos por un microscopista experto.

3. RECURRENCIAS DE Plasmodium vivax DURANTE EL SEGUIMIENTO

Todos los participantes resultaron negativos por microscopia y ssPCR du-
rante los primeros 28 dias del seguimiento. Veintiséis participantes (41.5%)

no presentaron recurrencias después de que el tratamiento fuera administra-
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do. Un total de 38/65 (58.5%) participantes tuvieron infecciones recurrentes
de P.vivax, de los cuales 27 presentaron entre 1 y 3 episodios recurrentes, 3
participantes presentaron 4, 5 participantes presentaron 5 y sélo 3 presenta-

ron 6 episodios recurrentes (Figura 12).

En los 38 participantes hubo un total de 99 episodios recurrentes de P.vivax

durante los 2 afos de seguimiento mensual (Tabla 4).

Nro. De participantes Nro. Total de | Recurrencias |Recurrencias . .
) . ) ) ) ) Recurrencias | Recurrencias
que presentaron episodios (infecciones) [(infecciones)| . L. . L.
. sintomaticas |asintomaticas
episodios recurrentes recurrentes patentes |Sub-Patentes
38(58.7%) * 99 (100%) 45(45.5%) | 55(55.5%) | 32(32.32%) | 67(67.68%)

* Numero total de participantes en el seguimiento: n=65 (100%)

Tabla 4. Resumen total de episodios recurrentes, infecciones patentes y

sub-patentes, sintomaticos y asintomaticos en el seguimiento.
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Porcentaje de participantes

Figura 12. Porcentaje del nimero de recurrencias presentes en el segui-

miento (de 1 hasta 6 recurrencias). n=99.

De los 38 participantes que presentaron episodios recurrentes, 12 de ellos
(31.6%) provienen de la comunidad Nueva Alianza (Ex Relleno), presentan-
do participantes con 1 hasta 6 recurrencias, mientras que de las demas co-
munidades (Bello Horizonte, Cardozo, entre otros), solo 1 participante pre-
sentd episodios recurrentes de Plasmodium vivax (Figura 13). Estos resulta-
dos se obtuvieron principalmente a causa del elevado niumero de participan-
tes que habitan en Nueva Alianza, mientras que en otras comunidades se
obtuvo un numero menor de participantes (entre 1 a 5). Todas las comuni-
dades se encuentran en la zona urbana, salvo Quistococha, ubicada en el

kilbmetro 15 de la carretera Iquitos-Nauta.
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Figura 13. Porcentaje de participantes por comunidad que presentaron al

menos 1 recurrencia después del tratamiento. n total=38

3.1 Relacién entre episodios recurrentes y la infeccion primaria (DO)

Se comparo el perfil genético de la infeccion primaria (DO) con el perfil de las
recurrencias, de manera individualizada para cada participante. Se determi-
noé si los parésitos del DO y las recurrencias fueron relacionados o diferentes

segun el criterio descrito en la metodologia.

De los 38 participantes que presentaron episodios recurrentes, se encontré
que en 36 participantes (94.7%) el perfil genético de todas las recurrencias
fue diferente (en al menos 1 locus) en comparacion con el perfil genético de

la infeccion primaria, es decir, presentaron infecciones diferentes al DO.
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Por otro lado, se encontré que en 2 participantes (5.3%) hubo 2 recurren-
cias (una por cada participante) relacionadas a la infeccion inicial o primaria

(DO).

Entonces, de los 99 episodios recurrentes (100%) que se encontraron en el
seguimiento, 93 recurrencias (94%) presentaron infecciones diferentes al DO,
mientras que solamente 2 recurrencias (2%) presentaron infecciones rela-

cionadas al DO (Figura 14).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Nuamero de Infecciones recurrentes

, _—|
Infecciones diferentes infecciones relacionadas

Figura 14. Relacion del perfil genético de infecciones recurrentes vs infec-

cion primaria (DO)
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3.2 Dinamica de episodios recurrentes

Se evalué la dinamica de los episodios recurrentes (detectados por micros-
copia y/o PCR) respecto a la infeccion inicial o primaria (DO) con la finalidad

de evaluar el patron de recurrencias que presentan las comunidades.

En total, se encontrd que 9 participantes (23.6%) tuvieron su primer episodio
recurrente en el segundo mes (M2), de los cuales 2 fueron positivos a CSP-
ELISA, mientras que los 29 participantes restantes (76.4%) presentaron su
primera recurrencia a partir del tercer mes (M3). S6lo 1 participante presento

su primera recurrencia en el mes 11 (Figura 15).

En promedio, se observo que los 38 participantes tuvieron su primera recu-
rrencia (R1) entre el segundo y cuarto mes del seguimiento (tiempo medio
de 5 semanas). También se puede apreciar que en los participantes que
presentaron mas de 3 recurrencias, el intervalo entre episodios recurrentes
fue de 1 a 3 meses (rango de 2 meses). No obstante, no se observa ningun

claro patrén de recurrencias en cada comunidad (Figura 16).
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Figura 15. Distribucion del nimero de episodios recurrentes segun el tiempo

transcurrido después de administrarse el tratamiento en el DO.

M2 (2 meses después del D0O), M3 (3 meses después del DO)...

R1 (1era recurrencia), R2 (2da recurrencia),...
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NRO. DE 2008 2009 2010

PACIENTE | COMUNIDAD EPISODIOS
RECURRENTES Abr |May | Jun | Jul [Ago |Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr | May [Jun | Jul | Ago [Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb

0001 BELLALUZ 6 A
0002 BELLALUZ 2
0003 BELLO i
HORIZONTE X
0004 CAMELIAS 3
PUCAYACU
0005 CARDOZO 3 X X X
0006 FICUS 1
0007 JUAN CARLOS 2
DEL AGUILA
0008 LAS ROSAS 1
0009 LAS ROSAS 1
o010 | NUEVAALIANZA o
EX RELLENO X X
0011 | NUEVAALIANZA s
EX RELLENO X
EVA ALIANZ
0012 | NUEVAALIANZA s
EX RELLENO X X X
0013 | NUEVAALIANZA 2
EX RELLENO X |[x X X
0014 | NUEVAALIANZA N
EX RELLENO
0015 | NUEVAALIANZA N
EX RELLENO X
0016 | NUEVAALIANZA 4
EX RELLENO
0017 |NUEVAALIANZA >
EX RELLENO X X
0018 | NUEVAALIANZA s
EX RELLENO X [x
0019 | NUEVAALIANZA .
EX RELLENO X
0020 | NUEVAALIANZA 5
EX RELLENO X
0021 | NUEVAALIANZA 3
EX RELLENO X
0022 PROGRESO ° X X
0023 3
QUISTOCOCHA X X [x
0024 SAN JULIAN 4 X
0025 SAN JULIAN 1
0026 SAN JULIAN 3
0027 SAN JULIAN 4 X
0028 SAN JULIAN 1 X
0029 | SANPABLODE .
LALUZ X |x
0030 | SANPABLODE .
LALUZ
0031 | SANPABLODE 1
LALUZ X
0032 | SANPABLODE i
LALUZ
0033 | SIMON BOLIVAR 1 X
0034 TERMINAL 2 X X
0035 |VILLADISNARDA 1 X
0036 |vILLADISNARDA 4 X
0037 VILLA SELVA 2 X
0038 VILLA SELVA 2 X X
TOTAL
RECURRENCIAS 99
LEYENDA

Inicio del seguimiento (D0). Positivo a PV por Microscopia y/o PCR

X Inicio del seguimiento (DO0). Positivo a PV por Microscopia y/o PCR y CSP-ELISA

Episodio recurrente de PV detectado por Microscopia

X Episodio recurrente de PV detectado por Microscopia y/o PCR y CSP-ELISA

X Episodio recurrente Positivo sélo a CSP-ELISA

Figura 16. Dinamica de infecciones recurrentes por participante
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3.3 Identificacién de infecciones recientes a través de CSP-ELISA

Se evalud la presencia de anticuerpos anti-CSP entre los participantes que
presentaron episodios recurrentes. En el DO se detectaron anticuerpos anti-
CSP en 16 participantes (42.10%). Del total de recurrencias encontradas,
detectadas por microscopia y/o PCR (n=99), existieron 21 episodios recu-

rrentes (21.2%) positivos a PV y CSP-ELISA.

Entre los participantes que presentaron recurrencias (n=38) se detectaron 5
muestras solamente positivas a CSP (negativo para PCR y microscopia, no

se considera como recurrencia) .

En total, 21/99 (26.2%) recurrencias positivas a CSP-ELISA fueron detecta-
das en el seguimiento, lo que sugeriria que los episodios recurrentes en es-

tos casos fueron a causa de una nueva infeccion (o infeccidn reciente).
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CAPITULO V. DISCUSION

Las caracteristicas biolégicas Unicas que posee Plasmodium vivax hacen
dificil su estudio, especialmente en zonas rurales remotas. Debido a que casi
el 80% de la poblacion peruana se encuentra en riesgo de ser infectado por
este parasito [3], la formulacién de eficientes politicas de control es requerida
con suma urgencia. Por esta razon, es necesario realizar estudios multidisci-
plinarios con la finalidad de obtener una vision mas clara de la epidemiologia

de P. vivax [6].

En el presente estudio, se monitoreé una cohorte de participantes, del distri-
to de San Juan, a los que se dio el tratamiento de cura radical durante 2
afos. Mensualmente, y ademas cada vez que algun participante presentaran
algun sintoma de malaria, se tomaron muestras de sangre para detectar la

presencia de Plasmodium vivax (microscopia, SSPCR y CSP-ELISA).

1. INFECCIONES RECURRENTES SUBPATENTES/ASINTOMATICAS

DESPUES DEL TRATAMIENTO

En el presente estudio se evaluo la dindmica de los episodios recurrentes de
Plasmodium vivax, tomando muestras mensualmente durante el seguimiento
independientemente de la sintomatologia, permitiendo de esta manera la
deteccion de infecciones asintomaticas y subpatentes, a diferencia de otros
estudios en donde solamente se evaluaron las infecciones sintomaticas [40,

43].
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Del total de recurrencias (n=99), 45 (45.5%) fueron patentes y 50 (50.5%)
fueron sub-patentes. Ademas, mas de la mitad de recurrencias fueron asin-
tomaticas (63.6%), en comparacion de las recurrencias sintomaticas (32%).
La alta prevalencia de infecciones asintomaticas encontradas en este estu-
dio coincide con resultados de otros estudios realizados en la Regiéon Ama-
z6nica [11, 12, 14, 17]. Ademas, estos datos concuerdan también con los
resultados encontrados en la Amazonia Peruana por el equipo de investiga-
cion del Laboratorio de Malaria — UPCH vy el Instituto de Médicina Tropical de
Amberes, donde observaron una alta prevalencia de episodios recurrentes
subpatentes y asintomaticos después de recibir el tratamiento de cura radical

[45, 55, 56].

Las infecciones asintoméaticas/subpatentes podrian presentar implicancias
mayores en el mantenimiento de la transmision de la malaria durante el afio,

debido a que los pacientes podrian actuar como reservorios del parasito [45].

Ademas, estos resultados refuerzan la hipotesis propuesta por Roshanravan
et al. [67]: la baja trasmision en la Amazonia peruana podria ser suficiente
para el desarrollo de una inmunidad clinica a la enfermedad, reflejada en la

comun aparicion de infecciones asintomaticas [67, 68].
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2. DINAMICA DE INFECCIONES RECURRENTES DURANTE EL SEGUI-

MIENTO Y EFICACIA DEL TRATAMIENTO

Del total de participantes (n=65), 38 (58.7%) presentaron al menos 1 episo-
dio recurrente. No se encontraron infecciones recurrentes dentro de los pri-
meros 28 dias de haber sido administrado el tratamiento, indicando una ade-
cuada eficacia de la cloroquina (CQ). Contrariamente, después de 28 dias
de haber sido administrado el tratamiento, el 58.7% de participantes presen-
taron entre 1 a 6 recurrencias. Esto se podria dar por multiples razones: (1)
nueva infeccién con esporozoitos por una nueva picadura con un mosquito
infectado; (2) reactivacion de hipnozoitos provenientes de la infeccion prima-
ria (DO) y/o de una infeccidn previa y/o (3) persistencia de estadios sangui-
neos que no fueron detectados en el primer mes de seguimiento. EIl primer
escenario se podria determinar mediante el CSP-ELISA, sin embargo la
sensibilidad-especificidad de este método aun esta bajo discusion. De de-
berse a una reactivacion de hipnozoitos (escenarios 2 y 3), se podria espe-
cular sobre cepas resistentes a la primaquina (droga encargada de eliminar
a los estadios alojados en el higado) pero también de una deficiente absor-

cion de la droga o activacion de la misma por parte de los participantes.

Recientemente, Bennett et al. [69] propuso que factores del hospedero po-
drian contribuir con la ocurrencia comun de infecciones recurrentes después
del tratamiento con PQ. Su estudio reporté que después de infecciones con-
troladas de P.vivax en voluntarios, y después del tratamiento con CQ+PQ,

se presentaron relapsos solamente en personas que tienen poca o nula acti-
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vidad del citocromo P-450 2D6 (CYP2D6). CYP2D6 ha sido extensamente
estudiado en relacion con su habilidad de metabolizar diferentes drogas y
convertirlos en metabolitos activos. Este seria el caso de PQ, ya que perso-
nas con nula funcionalidad de CYP2D6 presentaron fallo en el tratamiento.
Por ello es necesario estudios poblacionales de mayor envergadura para
aclarar la relacion entre la actividad de CYP2D6, la dosis recomendadas por
zonas geograficas y el fallo clinico de la PQ para erradicar los hipnozoitos de
Plasmodium vivax. A la fecha no se ha reportado ningun estudio similar

acerca de la actividad de CYP2D6 en Sudamérica [69].

En estudios de eficacia de drogas en Plasmodium falciparum se compara el
genotipo del DO con el genotipo de la recurrencia. Sin son iguales sugiere
falla del tratamiento, y si son diferentes sugiere que el participante se ha in-
fectado con una nueva clona. Malaria vivax no presenta este patron necesa-

riamente [43].

Por cada participante que presentd recurrencias (sintomaticas y asintomati-
cas), se comparé el perfil genético del DO con cada recurrencia (R1, R2, etc.)
con la finalidad de ver si son relacionados o diferentes. Se observé que mas
del 90% fueron diferentes, ademas, del total de recurrencias encontradas,
detectadas por microscopia y/o PCR, existieron 21/99 episodios recurrentes
(21.8%) positivos a CSP-ELISA, lo que sugiere que las recurrencias positi-
vas a CSP-ELISA fueron a causa de infecciones recientes que presentan
clonas distintas a la infeccion primaria. Por otro lado, la presencia de clonas
0 genotipos diferentes en las recurrencias en comparacién al DO por cada

participante podria deberse a relapsos. Estos resultados coinciden con los
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encontrados por Imwong et al. [43], quien encontré que existe una reactiva-
cion heterdloga de los hipnozoitos, es decir, que el genotipo de la infeccion
recurrente es diferente al genotipo del DO o infeccion primaria, como se

aprecia en la Figura 17 [44].

Nuevainfeccién  Relapsos Fenotipo tropical, relapsos frecuentes
Qf\.(\’mﬂ 4
@ et T e
‘ _____________ -
Ny N Fenotipo de relapso de larga latencia
Nueva infeccion Relapsos
VAR f\lﬂ
@ el '
®
._¢
1 1 1 || | || 1 | 1 1
ﬁ O 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hipnozoitos
previamente Meses
adquiridos

Figura 17. Potencial similitud de patrones de relapso con el prolongado
tiempo de latencia y la frecuencia de relapsos de fenotipos de P.vivax White,

2011, [44].
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Por otro lado, se esperaria que en las infecciones asintomaticas los genoti-
pos sean relacionados en cada participante, a causa de una posible inmuni-
dad clinica, sin embargo son diferentes. Esto podria ser a causa de una
reactivacion heterdloga o inoculacion de un nuevo genotipo debido a una

reciente infeccion.

En el seguimiento se observo que la recurrencia primera (R1) se daba entre
el segundo y quinto mes (promedio de 5 semanas). Ademas, diversos estu-
dios revelan que cepas de P. vivax provenientes de diferentes zonas geogra-
ficas presentan distintos patrones de relapsos: las cepas de zonas tropicales
0 subtropicales estan asociadas con infecciones primarias tempranas segui-
das por relapsos frecuentes en cortos intervalos (3-5 semanas), mientras
que las cepas de zonas temperadas estan asociadas a infecciones primarias
retardadas con bajas frecuencias de relapsos en prolongados intervalos (5-
10 meses), no obstante, en algunas areas se han observado patrones mix-
tos, como los encontrados en el presente estudio [27]. El 80% de recurren-
cias presentan el patron de relapso de la cepa Cheeson (primer relapso en-
tre el primer y quinto mes después de la infeccion primaria), comun en zo-

nas tropicales de Sudamérica [50].
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3. ANALISIS DE CSP-ELISA

A pesar del uso de muestras de sangre seca en papel filtro, la deteccion de
anticuerpos contra CSP fue posible. Sin embargo, un nimero bajo de mues-
tras positivas fueron encontradas (21/99, 26,2%) en el seguimiento. Proba-
blemente esto se deba a un bajo nimero de infecciones recientes, una tem-
prana/tardia deteccion de los anticuerpos anti CSP o degradacion de los

Mmismaos.

Delgado-Ratto C. [70] encontré que participantes con malaria vivax en la
Amazonia Peruana (lquitos) presentaron anticuerpos en mayor frecuencia
contra el péptido N-CSP, comparado con los péptidos R-y C-CSP. Por este

motivo en el presente estudio se utilizé el péptido N-CSP.

Sin embargo, el CSP-ELISA no es 6ptimo, ya que presenta una baja sensibi-
lidad (60-77%) (debido principalmente a la degradaciéon de los anticuerpos
anti CSP en el tiempo), y la exposicidn a nuevas infecciones no se puede
descartar categdricamente mediante esta herramienta, por ello también es
cuestionable su uso para estudios de ensayos de eficacia a drogas [61].
Ademas, factores como el nimero de picaduras del mosquito infectado y el
namero de esporozoitos inoculados por picadura puede jugar un rol sobre la

respuesta de los anticuerpos contra los esporozoitos [71].
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El diagnostico de la malaria vivax utilizando herramientas moleculares es
muy importante, debido a su alto nivel de sensibilidad y especificidad. La
mayoria de las infecciones asintomaticas fueron detectadas por PCR (sub-

patentes).

A pesar de la baja tasa de transmision en la Amazonia Peruana, las infec-
ciones asintomaticas son muy comunes, lo que sugiere la presencia de una
inmunidad clinica en el sitio de estudio, y un potencial reservorio para el

mantenimiento de la transmision de la malaria vivax.

El control de episodios recurrentes debido a relapsos causados por hipnozoi-
tos representa uno de los retos mas importantes para el control de la malaria
vivax. Mas de la mitad de participantes del estudio presentaron al menos 1
recurrencia a partir del segundo mes del seguimiento, posiblemente origina-
dos por los relapsos, indicando la presencia de resistencia a Primaquina en
la Amazonia o que la dosis recomendada no es la suficiente. Estos resulta-
dos son respaldados por la presencia de infecciones recurrentes después

del tratamiento de cura radical (CQ + PQ) en diferentes areas endémicas.

Por otro lado, el conocimiento de la dinamica de los anticuerpos anti CSP
puede contribuir en el desarrollo de una herramienta confiable, afiadido a los
actuales enfoques, en el estudio de eficacia de antimalaricos en zonas en-

démicas.

70



Es necesario seguir mejorando herramientas que puedan elucidar las causas
de las infecciones recurrentes, diferenciandolas entre recrudescencia, relap-
S0 0 nueva infeccidn. Teniendo esta clasificacion con una alta exactitud, po-
dremos controlar de una forma mas eficaz la malaria vivax, la cual sigue

siendo el tipo de malaria mas propagada en el mundo y en nuestro pais.
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Apéndice 1. Secuencia de primers usados en la PCR especie-especifica

(18s ADN) [63].

Locus Primers (5'—3")

PFL AGT GTG TAT CAATCG AGT TTC
UNR GAC GGT ATC TGA TCG TCT TC
HUF GAG CCG CCT GGA TAC CGC

VIR AGG ACT TCC AAG CCG AAGC
FAL AGT TCC CCT AGA ATA GTT ACA
MAR GCC CTC CAATTG CCT TCTG
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Apéndice 2. Secuencias de primers usados para la PCR de microsatélites

[55, 64].
L Contig | Primers (5" > 37)[5'fluorescent dye] | SScuencia | Proteina
ocus 9 S uoresc \ Repetida hipotética
F:[6FAM]-TCA ACT GTT GGA AGG GCA AT GAA in
Ms1 35 |R:CTGTCT TTT GCT GCGTTT TTGTTT
complete
CTG
F:[VIC]-GAG CTA GCC AAA GGT TCA ACA | (TAAA)2TATA(
Ms2 59 |R: CTG TCT TTG GGG AGA GAC TCC CTT |TAAA)6TATA(T
TTC AAA)19
F: [NED]-GAA GAT CCT GTG GAG GAG CA
MsS3 64 [R: CTGTCT TCT CCT TCG TCG CTC CTT GAA Pv 002815
TCCTTT
F: [PET]- CGA TTT ACT GTT GAC GCT GAA
MS4 | 423 |p. TG TCT TCA AAG GAA CAT GCT CGA AGT Pv 110815
TGA
F: [NED]- CGT CCT CTA TCG CGT ACA CA T IN
MS5 [ 423 |R: CTGTCT TAA AGG GAG AGG AGC GAA coMpLeTE | Pv 110955
AAC
F: [VIC]- GGT TCT TCG GTG ATC TCT GC | (TCC)2(TCT)3(
MS6 426 | CCT)2(TCC)2G| pPv 113500
$.TCTG TCT TGG AGG ACA TCA ACG GGA CTTCT(TCO)10
F: [6FAM]- TTG CAG AAA ATG CAG AGA
GC
MS7 | 428 |n CTGTCT TAG GGT CTT CAG CGT GTT GAA PV 116655
GTT
F: [PET]- AGA GGA GGC AGA AAT GCA GA
Ms8 428 |R: CTG TCT TAG CCC CTT TGC GTT CTT CAA Pv 118000
TAT
F: [6FAM]- AGA TGC CTA CAC GTT GAC
GA
MS9 429 . CTGTCT TGA AGC TGC CCA TGT GGT GGA Pv 119540
AAT
F: [PET]- TTA TCC CTG CTG GAT GTG AA GGA in
MS10 394 |R: CTGTCT TTC CTT CAG GTG GGA CTT Pv 084410
complete
GTT
F: [VIC]- AAT GCG CAT CCT ATG TCT CC
MS12 397 |R: CTGTCT TCT GCT GTT GTT GTT GCT TTC Pv 088840
GCT
F: [NED]- TGT TTG CAA AGG AAT CCA CA
MS15 397 |R: CTG TCT TCG GCC AGA TGA AAA GGA TCT Pv 090090
TAA
F: [PET]- TGT TGT GGT TGT TGA TGG TGA ACA in
MS16 | 398 (p. TG TCT TGT CGG GGA GAA CAA CAA complete | PV 092625
CAT
F: [VIC]- GCA CAA CAA ATG CAA GAT CC GAA in
Ms20 | 403 Pv 097575
R: GTG GCA GTG GCT CAT CTT CT complete
F: [NED]-CGT TGA CGA GGC TCT CCA GG | (GGA)4TGG(GG
PV6635
R: CGT GTT GTG TGT GTC CCT TCA GC A)18
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