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GLOSARIO

ALELO: Formas alternativas de un gen, debidas a variaciones en la secuencia del ADN

del gen en cuestion.

GEN: En términos clasicos se define coma la unidad elemental de la herencia, la region
fisica y funcional que controla una caracteristica hereditaria concreta. Molecularmente se
refiere a la region del genoma que contiene la informacion necesaria para sintetizar una

molécula de polipéptido.

GENOTIPO: Constitucion genética con respecto a la combinacion de alelos para un gen.
El término mas general, es el conjunto de alelos que posee un individuo en todos sus

cromosomas.

HETEROCIGOTO: Genotipo para un gen en el que ambos alelos son diferentes.

HOMOCIGOTO: Genotipo para un gen en el que ambos alelos son iguales.

LOCUS: Posicién definida ocupada por un gen en ambos cromosomas homélogos (plural:

loci)

POLIMORFISMO: Existencia simultdnea en una poblacion, de genomas con distintos
alelos para un locus determinado. Por convenio, se dice que un locus es polimorfico

cuando la variabilidad afecta a mas del 1% de la poblacion

RECAIDA: todo caso de malaria que se presenta dentro del lapso de los 30 dias
siguientes a la conclusion del tratamiento antimalarico de cura radical de la infeccion
confirmada parasitolégicamente. Este episodio es debido a la reactivacion de los
hipnozoitos hepaticos de P.vivax y P. ovale. Hay que acotar que en las zonas de alta

transmisién malarica es dificil diferenciar una recaida de un caso nuevo.



ABREVIACIONES

Ac: anticuerpos

ADCC: citoxicidad dependiente de anticuerpo
ADCI: inhibicién celular dependiente de anticuerpos
ADN: &cido desoxirribonucleico

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

CD16: receptor FcyRIII

CD32: receptor FcyRITIA

CD64: receptor FcyRl

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfatos

DO: densidad Optica

EDTA: &cido etilendiamino tetra-acetico

EE: solucidn tampon Epps-EDTA.

FCGR: gen que codifica el receptor Fc gamma
FcyRs: receptores para el fragmento Fc de 19G
g.l: grados de libertad

Hb: hemoglobina

HDP: alta densidad de parasitemia

H-W: Hardy-Weinberg

IgG: inmunoglobulina G

IL-1: interleuquina 1

IL-6: interleuquina 6

IL-10: interleuquina 10

IL-11: interleuquina 11

INFy: interferon gamma

IPA: incidencia parasitaria anual

LPA: lesion pulmonar aguda

M: Molar

MA: anemia por malaria

mg: miligramos



RESUMEN

La malaria es una enfermedad causada por la infeccién por diversas especies de
protozoarios pertenecientes al género Plasmodium. La adquisicion de inmunidad a
parasitos de malaria sanguineos, después de varios afios de exposicion continua y
transmision intensa, depende de mecanismos mediados por células y anticuerpos. Los
receptores Fc son glicoproteinas expresadas en la superficie de las células del sistema
inmunitario. La interaccion entre anticuerpos de una clase dada y el correspondiente FCR
eevoca una variedad de respuestas celulares, citotoxicidad celular mediada por anticuerpos,
generacion de radicales superoxido y liberaciéon de citoquinas proinflamatorias. Se han
descrito variantes polimdrficas que incrementan la expresion o afinidad de esos receptores
de IgG (FcyR), o incrementan la habilidad para unir isotipos IgG especificos, que pudiesen
jugar un papel importante en determinar: inflamacién y susceptibilidad a infecciones
especificas. En este estudio, nosotros investigamos la asociacién entre los polimorfismos y
susceptibilidad a malaria causada por Plasmodium vivax. Las muestras de sangre periférica
fueron colectadas del47 individuos venezolanos mestizos, clasificados en pacientes con
malaria (n= 93) e individuos sanos (n= 54). La técnica de PCR con iniciadores de
secuencia especifica (SSP) fue utilizada para establecer los polimorfismos. Las
frecuencias fueron determinadas por contaje directo y la prueba exacta de Fisher fue
utilizada para determinar las diferencias de frecuencias entre grupos. No se observaron
diferencias en la distribucion de las frecuencias de las variantes H/R131 y NA1/NA2 entre
los pacientes e individuos sanos. Los resultados preliminaries sugieren que el
polimorfismo FCGR no esta asociado con el desarrollo de malaria y son necesarios otros

estudios para determinar el papel de los factores genéticos en esta enfermedad.

Palabras claves: polimorfismo, Plasmodium vivax, malaria, receptores Fc, CD32,
CD16



INTRODUCCION

El paludismo o malaria es la parasitosis humana de mayor importancia desde el
punto de vista médico, por su alta morbimortalidad, y desde el punto de vista socio-
econdémico, por su impacto sobre los paises en desarrollo, limitando el progreso y
contribuyendo al subdesarrollo y la pobreza. Actualmente, se estima que el 40% de la
poblacion mundial vive en &reas de riesgo para malaria y mas de 300 millones de personas
la presentan en forma clinica cada afio (1)

La malaria provoca entre 350 y 500 millones de casos clinicos y mas de un millon
de defunciones anualmente (2), y cerca de 3,2 billones de personas habitan en territorios
donde se arriesgan a contraer paludismo (1). Esta enfermedad infecciosa es causada por
parasitos del género Plasmodium, trasmitidos por la picadura de mosquitos hembras del
género Anopheles. Cinco especies del género Plasmodium infectan al hombre: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.knowlesi que producen fiebres tercianas
maligna, terciana benigna y cuartana, respectivamente (3).

No obstante, P. vivax ejerce un impacto considerable sobre la longevidad y
prosperidad de grandes contingentes de la humanidad, predominando en el sur de Asia,
Pacifico Occidental, America del Sur, América Central y en el Mediterraneo oriental.
Actualmente, se le relaciona con 80 millones de casos anuales de paludismo, que es un

poco mas de la mitad de la casuistica global de paludismo registrada fuera de Africa (4).

Justificacion

Tomando en cuenta que existen trabajos que asocian malaria grave o complicada por P.
falciparum con diferentes alotipos FCcRs, pero no asi con P. vivax, y que los macréfagos y
sus precursores sanguineos, los monocitos, los cuales expresan receptores para la porcion
Fc de las inmunoglobulinas G (FcyRs), juegan un papel central en la respuesta inmunitaria,
tanto innata como adquirida, y que los alotipos FCRs son determinados genéticamente, es
importante estudiar la variabilidad de los genes FCRG y su posible papel en la
susceptibilidad y/o resistencia a la malaria por P. vivax. En el humano existen 3 clases de
receptores para la porcion Fc de la IgG (FcyR): CD64 (FcyRI), CD32 (FcyRII) y CD16
(FeyRIID), los cuales difieren en su estructura, afinidad de unién por la IgG y propiedades
de sefializacion en la célula. Estos receptores, una vez que interaccionan con los complejos
inmunitarios, son capaces de disparar funciones efectoras, tales como, fagocitosis en

monocitos/macréfagos, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo en células



citotoxicas naturales (NK: natural killer), activacion de neutréfilos e inhibicion de la
activacion de células B mediada por complejos inmunitarios (5)

Planteamiento del problema

Considerando que la variabilidad de los genes CD32 y CD16 afecta las funciones
efectoras que éstos disparan al interaccionar con sus ligandos (Inmunoglobulinas G),
estimulando una gran variedad de respuestas importantes en los mecanismos de defensa
contra la malaria, nos planteamos el siguiente problema: ¢existira una posible asociacion
entre las varientes de los genes CD32 (FcyRIl) y CD16 (FcyRIII) con susceptibilidad y/o
resistencia a la infeccion por P. vivax? Para dar respuesta a nuestro planteamiento

realizamos un estudio observacional de corte transversal.

Marco tedrico

Las distintas especies de plasmodios en América no sélo tienen un origen distinto,
sino que han encontrado un gran espectro de especies de anofelinos susceptibles, desde los
Estados Unidos de Norteamérica hasta el norte de Argentina, conjuntamente con el hecho
de afectar al continente Americano, el mas heterogéneo desde el punto de vista genético, al
estar conformado por etnias amerindias (indo-asiaticas), caucasicas-mediterraneas y negro-
africana. En contraste, en el continente africano la larga co-evolucion de los parasitos
malaricos con una poblacion étnicamente mas homogénea, ha permitido la induccion y
expresion de fenotipos condicionantes de resistencia a la infeccion por estos hemoparasitos
(hemoglobinopatias, tales como la presencia de hemoglobina S, enzimopatias como la
deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, ausencia del grupo Duffy, mutaciones
como la de la banda 3 que ocasiona ovaloalosis). En otras palabras, los parasitos malaricos
han actuado como una fuerza selectiva, la cual si bien favorecio la aparicion de genes
perjudiciales, éstos, le han dado ventaja selectiva a las poblaciones de origen africano. (6).
La ausencia del grupo Duffy, receptor eritrocitico de los merozoitos de P. vivax ha limitado
la dispersion de esta especie en Africa, al contrario de lo ocurrido en el continente
americano (6). La malaria existe en la mayor parte de las regiones tropicales del mundo.

Plasmodium falciparum predomina en Africa, Nueva Guinea y Haiti, mientras que P. vivax

es mas frecuente en América Central y el Subcontinente Indio. La prevalencia de estas dos



especies es aproximadamente similar en America del Sur, Asia Oriental y Oceania. P.
malariae se encuentra en la mayor parte de las &reas endémicas, especialmente en toda el
Africa subsahariana, aunque su frecuencia es mucho menor que la de las otras especies
mencionadas. P. ovale es relativamente infrecuente fuera de Africa y donde se observa,
representa menos del 1% de los casos (7).

La malaria causa unos 400-900 millones de casos de fiebre y aproximadamente 1-3
millones de muertes anualmente (8), lo que representa una muerte cada 30 segundos. La
vasta mayoria de casos ocurren en nifios menores de 5 afos (9). A pesar de los esfuerzos de
reducir la transmision e incrementar el tratamiento, ha habido muy poco cambio en areas
que se encuentran en riesgo de la enfermedad desde 1992 (1). De hecho, si la prevalencia
de la malaria continta en su curso de permanente aumento, la tasa de mortalidad puede
duplicarse en los siguientes veinte afios (8). Las estadisticas precisas son desconocidas,
porque muchos casos ocurren en &reas rurales donde las personas no tienen acceso a
hospitales 0 a recursos para garantizar cuidados de salud. Como consecuencia, la mayoria

de los casos permanecen indocumentados (8).

La disminucion del paludismo registrada en Zambia fue particularmente marcada
cuando 3,6 millones de mosquiteros e insecticidas de larga duracién se distribuyeron entre
los afios 2006 y 2008. Durante este periodo, la mortalidad por paludismo descendio un
47% vy las encuestas nacionales indicaban que la prevalencia del parasito disminuyé en
53%, de 21,8% a 10,2%, y el porcentaje de nifios con anemia grave, causada por la
malaria, se redujo en 68%, del 13,3% al 4,3% (10).

En el afio 2009 se ha presentado el mapa mas completo y exhaustivo sobre la
presencia del paludismo en el mundo, los cientificos y las organizaciones tienen al alcance
una herramienta muy 0til para saber donde y como llevar a cabo los proyectos para
controlar la enfermedad. Segun este atlas, (figura 1) el area global de riesgo estable de P.
falciparum fue de 29,73 millones de kilometros cuadrados, distribuidos entre América (el
20,30% de la extension), la zona denominada Africa plus (+), que incluye Africa, Yemen 'y
Arabia Saudi (con el 61,10% del area), y Asia Central y el Sudeste Asiatico (18,60%) (11)


http://www.elmundo.es/elmundosalud/2009/03/23/biociencia/1237835839.html

Figura 1: Proyecto atlas de malaria (MAP). (Hay SI, et al., 2009.) (11)
La malaria en Venezuela

En los afios treinta, la malaria en Venezuela llego a afectar un tercio de la poblacion.
Sin embargo, en 1936 al crearse la Direccion Nacional de Malariologia y Saneamiento
Ambiental, el Dr. Arnoldo Gabaldén y su equipo logrdé con diferentes acciones erradicar
la Malaria en 460.397 Km? del territorio nacional (12). Desde 1985, las zonas con mayor
incidencia malarica del pais han sido los Estados Bolivar y Sucre, seguidos de Amazonas,

Delta Amacuro y Apure, con algunas excepciones. Esto representa en la actualidad un 20%

del territorio venezolano con una poblacion cercana al millon de habitantes o en otras
palabras, 5% de la poblacién que vive en areas ecoldgicamente aptas para la transmision

(13, 14). Actualmente, la transmision malérica en Venezuela se localiza en tres focos: el



foco oriental representado por los estados Monagas, Sucre, Anzoategui y la parte
occidental de Delta Amacuro, el foco occidental que incluye los estados Barinas, Mérida,
Portuguesa, la parte occidental de Apure, Yaracuy, Zulia, Trujillo y Téachira y el foco
meridional conformado por los estados Bolivar, Amazonas y parte oriental de Apure y
Delta Amacuro, este Ultimo presenta el indice parasitario anual més elevado. En Venezuela
se han sefialado 36 especies de mosquitos del género Anopheles. Las especies A. meigen
(15). A. (Nyssorhynchus) darlingi, A. (Nys.) aquasalis, A. (Nys.) nufieztovari y A. (Nys.)
marajoara han sido involucradas como vectores principales, mientras que otras especies
pudiesen actuar como vectores potenciales (16). Ademas, en Centro y Sur Ameérica el
Anopheles albimanus se considera un vector primario de malaria (17). Todas estas especies
se encuentran adaptadas a uno o mas de los diversos ambientes presentes en el pais que
abarcan llanos, montafias, bosques htimedos tropicales y zonas costeras (16).

En la historia malérica nacional, se observa que los grandes incrementos de los
casos se han debido fundamentalmente a movimientos poblaciones en zonas de dificil
acceso. Estas epidemias se han debido a incrementos en la morbilidad, principalmente en
el estado Bolivar, zona habitada por criollos e indigenas, con diferentes accesos a servicios
de salud. La principal actividad econémica es la minera (legal y/o ilegal) y en menor escala
actividades agricolas limitadas, contribuyendo con la migracién durante la recoleccion de
las cosechas. Este grupo de variables en conjunto con las condiciones eco-sistémicas crean

un escenario epidemiologico complejo para el control de la malaria (13)

Situacion actual de la malaria en Venezuela

En el afo 1990 se notificaron 46.910 casos con un IPA de 237,7 por 100.000
habitantes, lograndose en el afio 1993 disminuir a 12.603 casos con una tasa de 59,7 por
100.000 habitantes. En los afios siguientes se presentaron variaciones y en el 2004 un
aumento considerable de 46.244 casos, con un IPA de 177,0 por 100.000 habitantes, casi
alcanzando el numero de casos presentados en 1990 (18). En el 2008 disminuyeron los
casos a 32.037, con un IPA de 180 por 100.000 habitantes. Pero, en el afio 2009 se

reportaron 35.725 casos de malaria de los cuales 99,38% (35.505 casos) fueron

diagnosticados en los estados Amazonas, Bolivar, Delta Amacuro, Sucre y Anzoategui
(Reporte epidemiolégico semanal, semana 52, 2009), siendo la férmula parasitaria de

75,4% para P. vivax, 21,6% para P. falciparum y 2,9% para infecciones mixtas P. vivax +



P. falciparum. Sin embargo, al final del primer trimestre del afio 2010 se registraron en el
pais 12.717 casos de malaria, muy por encima de los 4.917 del primer trimestre de 2009,
segun se desprende del boletin epidemioldgico semanal (19). Incrementandose un 138 por
ciento los casos de malaria en el estado Bolivar, en comparacion con el mismo periodo del
afio anterior (20). Asimismo, el Boletin Epidemioldgico Semanal del Ministerio de Poder
Popular para la Salud notifica que hasta la semana N° 14 del 2010, existe un acumulativo
de 14.075 casos, lo que representa un aumento de 78,4% con respecto al mismo periodo
del afio anterior (n=7.891) (19). Durante esa semana se diagnosticaron 1.380 casos de
Malaria en el pais, 1.358 autdctonos (98,4%) y 22 casos (1,6%) importados del exterior
(Guyana n= 10, Colombia n=8 y Haiti n=4), reportados desde los estados Zulia, Tachira,
Amazonas, Bolivar, Carabobo y Distrito Capital. Siendo, la formula parasitaria de 70,4%
para Plasmodium vivax, 25,8% para Plasmodium falciparum, 0,1% para Plasmodium
malariae y 3,6% infecciones mixtas (P. vivax + P. falciparum). El 65,2% de los casos
ocurren en el sexo masculino (n=885), siendo la poblacion méas afectada aquella con
edades comprendidas entre 10-39 afios (62,03%). Los estados Bolivar, Amazonas y Delta
Amacuro, reportaron 99% de la casuistica nacional (n=1.061, n=269 y n=15

respectivamente) (19).

La situacion es bastante preocupante en el estado Bolivar, porque entre el 1 de enero
y el 3 de abril de 2010, ha concentrado 92% de los casos de paludismo que se registraron
en todo el pais. Siendo, los municipios mas afectados Sifontes Cedefio, Gran Sabana y
Angostura y la férmula parasitaria la siguiente: Plasmodium vivax: 67.4%, Plasmodiun
falciparum: 25 % y mixta: 4.7% (19)

Para la semana N° 15 del 2010, segun el Boletin regional de Salud ambiental del
Estado Bolivar se registraron 936 casos, con un acumulado hasta esa semana de 13.039, en
comparacion con el acumulado a la semana homologa del afio 2009, que fue de 5.391, lo
cual representa un aumento de 141.8% (21). Durante la semana epidemioldgica N° 15 del
2012, los 24 estados, realizaron la respectiva notificacion semanal obligatoria de casos, con
el registro de 5.644 muestras tomadas y el diagnostico de 716 casos en el pais, 697
autoctonos (97,3%) y 19 casos (2,7%) importados del exterior (Guyana n=13 y Colombia
n=6), reportados desde los estados Amazonas, Bolivar y Dtto. Capital (63,16% son
infecciones a P.vivax y 36,84% P.falciparum). La férmula parasitaria es 79,6% a

Plasmodium vivax, 15,8% a Plasmodium falciparum, 0% a Plasmodium malariae y 4,6%



Infecciones Mixtas (P. vivax + P. falciparum). El 66,7% de los casos se presentaron en el
sexo masculino (n=465) y la poblacion entre 10-39 afios es la més afectada (64,13%) (22)

Ademas, los municipios con mayor Incidencia Parasitaria Anual (IPA) son:
Sifontes (Bol) (667,7), Gran Sabana (Bol) (73,6), Sucre (Bol) (46,8), Atures (Ama) (36),
Pedernales (Del) (28,1), Piar (Bol) (23,2) y Raul Leoni (Bol) (20,8). Del total de casos
reportados, 83,4% (n=704) son atribuibles a 7 parroquias del pais: San Isidro (Bol)
(m=327), Dalla Costa (Bol) (n=137), Tumeremo (Bol) (n=78), Ikabarti (Bol) (n=51), Pedro
Cova (Bol) (n=50), Platanillal (Ama) (n=41), Parhuefia (Ama) (n=20).

Hasta la fecha existe un acumulativo de 13.372 casos, lo que representa aumento de
9,9% con respecto al periodo homoélogo del ano anterior (n=12.172). La Incidencia
Parasitaria Anual (IPA) del pais es de 8,1 por cada 1.000 habitantes. El porcentaje de
laminas tomadas durante el afio con respecto a la poblacién bajo vigilancia (IAES) es de
6,8%. El Indice de L&minas Positivas acumulativo (ILP) es de 12,21% (22)

Causas del incremento de la malaria en Venezuela

Las causas del incremento de la malaria son multifactoriales, las siguientes causas
han sido reconocidas en documentos técnicos oficiales de nuestro pais, como el Plan
Nacional sobre el control de los vectores de dengue, malaria y Chagas (Diciembre de
2009)

1. Insuficiente personal profesional, técnico y operativo con formacion en el area maléarica.

2. Periodicidad anual de la transmisién malarica asociada con la entrada y salida de las
lluvias, asociada a los fenOmenos ambientales naturales (vaguadas, vientos huracanados y
tormentas tropicales), que condicionan un incremento de la densidad poblacional de los
vectores, cambios en el habitat de los anofelinos, incrementando la transmision de la

enfermedad.

3. Elevado desplazamiento de la poblacién hacia areas de exploracion y explotacion

minera de dificil acceso.

4. Actividades de vigilancia epidemioldgica incompletas y evaluaciones inconsistentes,

con incumplimiento de los planes de trabajo en el &mbito regional.



5. Deterioro generalizado del parque de vehiculos a motor (terrestre y fluvial), que

conforman las cuadrillas para la vigilancia, prevencién y control de la malaria.

6. Ausencia de la ejecucion del Programa de Promocion y Educacion para la Salud
Ambiental en las &reas de transmision, asi como la falta de incorporacion de los habitantes
en el marco de las lineas de corresponsabilidad implementadas en el Plan Nacional de

Desarrollo Economico y Social de la Nacion “Proyecto Nacional Simén Bolivar”, afo

2007-2013.

7. Falta de supervisiones técnicas a todos los niveles por la insuficiencia del personal

profesional, técnico y operativo.

8. Fallas en el cumplimiento de la pauta nacional de administracion y dosificacion de los

tratamientos antimaldricos.

9. Alta trashumancia en el area fronteriza, el documento no presenta informacion adicional

a que se refiere

Como podemos observar las causas que explican el incremento de los casos de
malaria en nuestro pais son diversas, si bien es cierto que las asociadas a cambios
climaticos, presencia de zonas inaccesible en algunos estados y movilidad poblacional son
dificiles de controlar (causas 1, 2 y 9) , el resto traduce fallas institucionales y
organizacionales del sistema publico de salud: la ineficiencia de un plan articulado de
vigilancia epidemioldgica para el control de la enfermedad, insuficiente personal
profesional, técnico y operativo con formacion en el area malarica, incumplimiento de la
pauta nacional de administracién y dosificacion de los tratamientos antimalaricos y la falta

de asignacién de recursos para ejecutar el plan, entre otras.

Malaria en Sucre

Las enfermedades metaxénicas (trasmitidas por vectores), como la malaria, son
sistemas complejos, en donde las variables ambientales operan sinérgicamente afectando
su dindmica. Dentro de estas variables, el clima con sus componentes: precipitacion,
temperatura y humedad, constituyen elementos importantes en la caracterizacion y
modelado de este problema de salud publica. Los cambios en los niveles de precipitacion,

temperatura y humedad afectan el ciclo de vida del vector, acortando su desarrollo e



incrementando la poblacion de adultos. En el estado Sucre (Figura 2), localizado a los
10°02°38”N — 10°45°30”N, 61°50°48”W — 61°31°47”W, en la region nororiental de
Venezuela (23, 24), se viene estudiando la caracterizacion de la dinamica de la malaria,
encontrandose importantes evidencias de relaciones entre los fenémenos vinculados a la
variabilidad climatica y la epidemiologia, con base a los casos de malaria, las variables
climatologicas (precipitacion y temperatura) y los indicadores de variabilidad climética (el
fenomeno El Nifio-Oscilacion del Sur (ENSO). Otras variables ambientales (altitud,
pendiente, topografia, etc.) tienen un efecto modificador, contribuyendo con la
heterogeneidad climéatica del estado. Esto se traduce en una respuesta epidemioldgica
espacialmente diferenciada, la cual se debe considerar para evaluar tanto el impacto de la
variabilidad climatica sobre la enfermedad como para el disefio de planes de prevencién y
control (25)

Sucre

25 50

kilometros

Figura 2: Ubicacion Geografica del Estado Sucre (Delgado et al., 2007) (25)

La infeccidn por P. vivax sigue siendo una forma de malaria poco estudiada, sin
embargo, el estudio titulado: “Malaria por Plasmodium vivax en adultos hospitalizados en
Carlpano estado Sucre 2000-2002”, refleja parte de lo que actualmente sucede con ésta
entidad. En Sucre la malaria sigue siendo la infeccion parasitaria mas importante y de las
primeras entidades en la lista de morbilidad. Por lo tanto, todos los esfuerzos podran

contribuir a su control, alcanzado en el Gltimo afio y que debe consolidarse en los proximos



afios, por lo cual el clinico debe conocer los principales aspectos de su diagndstico,
tratamiento y prevencion (26).

Desde el punto de vista eco-epidemioldgico, el estado Sucre es una entidad de gran
importancia porque ha ocupado, en varias oportunidades, el primer lugar en cuanto a
intensidad malérica y por poseer una alta heterogeneidad espacial, que hace que la
expresion de la enfermedad sea diferenciada (23, 24,27).

Ciclo de vida

Los parasitos causantes de la malaria son protozoarios pertenecientes a la Familia
Plasmodiidae, Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoea (28). Esta familia comprende varios
parasitos intracelulares que se encuentran en la sangre de reptiles, aves y mamiferos
(29,30). Dentro de esta familia, el género Plasmodium se encuentra dividido en 10
subgéneros que agrupan a varias decenas de especies (29), de las cuales sélo cinco afectan
al hombre (29).

Existen dos estapas del ciclo, uno que se desarrolla en el mosquito, Ilamado ciclo
esporogonico, en el cual hay reproduccion sexual y otro que se desarrolla en el vertebrado,
con reproduccion asexual, Ilamado ciclo esquizogénico (31).

El ciclo de vida de este parasito atraviesa varias etapas de desarrollo en el
hospedador vertebrado (etapas asexuales exo-eritociticas e intraeritrociticas y gametocitos)
y otras mas en el invertebrado (gametos, zigoto, oocisto, oocineto y esporozoitos) (32).

El ciclo de vida del Plasmodium vivax se describe en la Figura 3. El ciclo
comienza cuando una hembra de mosquito Anopheles pica a una persona con malaria al
ingerir sangre que tenga los paréasitos sexualmente diferenciados en machos y hembras,
Ilamados microgametocitos y macrogametocitos, respectivamente (a). En el tracto
digestivo del mosquito, los gametos se diferencian. EI microgametocito, al escapar de la
célula hospedera y en presencia de los elementos macromoleculares precursores
adecuados, sufre rapidos cambios nucleares y citoplasmaticos que dan origen a ocho
anoxemas que promueven en el microgametocito el proceso de exflagelacion (33). Este
proceso ocurre durante los 8 a 10 minutos siguientes a la ruptura del eritrocito y esta
acompariado de tres divisiones endomitdticas sucesivas, precedida de una muy rapida
replicacion del genoma. De esta manera se originan ocho microgametos en forma de
flagelo, cada uno con una carga gendmica haploide completa, los cuales se desprenden del
cuerpo celular y desplazan activamente en busca de un microgameto dentro del contenido

estomacal del mosquito. Cada macrogametocito al salir del eritrocito hospedero, sufre un



proceso de maduracion que puede durar varias horas, que conlleva a una serie de cambios
moleculares, la mayoria de ellos indetectables, lo cual da origen a un macrogameto. No
obstante, el macrogameto puede ser fecundado a los pocos minutos de su formacion (33)
(b). Inmediatamente después de la gametogénesis ocurre la fecundacién que tiene lugar
cuando un microgameto encuentra un macrogameto y lo fecunda. La fertilizacion
comienza con la fusion de los ndcleos de ambos gametocitos y usualmente es completada
dentro de la primera hora de desarrollo dentro del estomago del mosquito. Como resultado
de la fecundacion se forma un huevo o cigoto diploide movil y vermiforme llamado
oocineto. Durante este periodo, en un lapso de 5 a 9 horas, ocurre la primera y segunda
division meidtica del genoma diploide (33). El oocineto se traslada activamente hasta el
epitelio estomacal del mosquito y lo traspasa para enquistarse en la cara externa del
estomago por debajo de la ldmina basal, protegido del contacto directo con el hemocele,
dando inicio a la fase de ooquiste. El proceso desde el momento de la fecundacion hasta el
momento en que el oocineto se enquista en el hemocele del mosquito, ocupa un lapso de
tiempo variable, que puede durar aproximadamente de 12 a 36 horas dependiendo de la
especie del mosquito y plasmodio involucradas, ya que este es un proceso altamente
especie-especifico. (34) (c). Los macrogametocitos maduran y se transforman en
macrogametos, en cada uno de éstos se forman 1-2 cuerpos polares que se mueven a la
superficie del parasito para recibir un microgameto que lo fecunda. Ocurre asi la fusién de
sus cromatinas, para conformar el huevo o cigoto. Este se transforma en una célula
alargada y movil, de aproximadamente 20 micras de longitud, llamada ooquineto, la cual
penetra la pared del estbmago del mosquito y se coloca entre las capas epitelial y muscular.
Alli crece y se forma el ooquiste que es redondeado, el cual al llegar a su madurez alcanza
un tamafio aproximado de 50 micras. En su interior ocurre la divisién del ndcleo y el
citoplasma para constituir gran cantidad de elementos filamentosos Ilamados esporozoitos
y se disemina por todo el cuerpo del mosquito, pero se localizan preferentemente en las
glandulas salivares, donde permanecen hasta ser inoculados durante una nueva picadura
(31) (d). A partir de los cigotos se desarrollan estructuras multinucleadas llamadas oocistos
(e) que, en unos pocos dias, se dividen en miles de células fusiformes muy pequefias, los
esporozoitos (f). Estos luego migran a las glandulas salivales del mosquito. Cuando la
hembra pica a otra persona la infecta con los esporozoitos (g). Estos primero entran a las
células hepaticas (h), donde sufren divisiones multiples (i). Los productos de estas
divisiones (merozoitos) entran a los globulos rojos (j), donde nuevamente se dividen en

forma repetida (k), rompen los glébulos rojos (1) a intervalos regulares de



aproximadamente 48 horas; asi, provocan episodios febriles recurrentes que son
caracteristicos de esta enfermedad. Después de un periodo de reproduccion asexual, parte
de los merozoitos se transforman en gametos indiferenciados (m) y, si son ingeridos por un

mosquito en este estadio, el ciclo comienza nuevamente (35).

Las caracteristicas de P. vivax en cuanto a las recaidas y periodos de incubacion
influyen notablemente en la morbilidad del paludismo por este Plasmodium, pues su
tratamiento exige farmacos con accidn curativa radical, es decir con efecto sobre las
formas tisulares persistentes (hipnozoitos) y preventivos de las recaidas que aquellas
originan (29). La recaida se define como aquella infeccion confirmada parasitolégicamente
en el periodo de 120 dias después de la ultima infeccion reportada como caso nuevo de
P.vivax. El paludismo por P. vivax cursa con un periodo primario de incubacion de 12 a 17
dias, aunque hay reportes (29) de infecciones que ocurrian en el norte de Rusia con
periodos primarios de incubacién de nueve meses 0 mas. Superado el primer episodio por
efectos de un tratamiento adecuado o por la inmunidad del individuo, es comdn que la
actividad clinica reaparezca al término de 8-10 semanas después del ataque primario,
provocando las llamadas recaidas a corto plazo, o a las 30-40 semanas siguientes al ataque
primario, dando lugar a las recaidas a largo plazo (36). Las recaidas a corto plazo,
predominan en los tropicos y las de largo plazo son propias de las infecciones adquiridas
en los climas templados (37,38, 39). Estas recidivas se originan a partir de esporozoitos
que no acometen la esquizogonia hepética inmediatamente después de la invasion del
hepatocito, sino que por razones todavia desconocidas frenan su desarrollo y adoptan una
fase adormecida o hipnozoito (40,41), que persiste en el higado durante varias semanas,
meses 0 afios. Tampoco se conoce el estimulo por el cual el parasito despierta de este
letargo y reasume la esquizogonia tisular, con su secuela de nuevos episodios moérbidos
(40,41).
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium vivax. (Curtis et al., 2001.) (35)

Manifestaciones clinicas
La gravedad de las manifestaciones clinicas depende de la especie de Plasmodium, de la
densidad parasitaria y el grado de inmunidad del hospedero, pudiendo ir desde un cuadro

asintomatico, una simple fiebre hasta una falla de maltiples érganos.

Paludismo primario

Aparece en pacientes sin exposicién previa, el periodo de incubacion va desde 7 dias hasta
meses segun la especie de Plasmodium. El periodo de invasién estd marcado por fiebre
progresiva con picos de 39 a 40°C, mialgias cefaleas, nauseas, vomitos y dolor abdominal,

en ocasiones diarrea, lo que puede confundirse con gastroenteritis 0 con cuadro viral.

Crisis paludica.

Aparece algunos dias después de terminada la forma primaria, se manifiesta por escalofrio,
fiebre elevada, taquicardia, vomitos, esplenomegalia, hipotension arterial. Todo ello
seguido de una fase de calor en la que la temperatura llega a 40°C incluso 41°C vy la piel se

seca, dominando la eritrodermia. Posteriormente presenta sudoracion profusa y la tension



se recupera. El ritmo de los accesos se repite segun la literatura clasica cada 2 dias (P.
vivax. P. Ovale P. falcipaum: fiebre terciana) o cada 3 dias (P. malariae: fiebre cuartana)

Manifestaciones clinicas en la infeccién por P. vivax

En las infecciones por Plasmodium vivax se producen periédicamente, cada 48 horas, el
paroxismo malarico que se caracteriza por: fiebre elevada, escalofrios y sudoracion. Esta
presentacion constituye la triada caracteristica de la malaria aguda (42). El paroxismo
malarico es precedido por la ruptura sincronica de globulos rojos infectados por
esquizontes. Esta ruptura expone material del parasito al sistema inmune y otros sistemas
fisiologicos del hospedero. La fiebre es una caracteristica que esta casi siempre presente
durante un paroxismo. En el paroxismo tipico en malaria por P. vivax de individuos no-
inmunes, el primer sintoma son los escalofrios, que duran hasta una hora. La aparicion de
escalofrios es seguida por el inicio de la rigurosidad, con violentos temblores y castafietear
de los dientes, que también podrian continuar durante aproximadamente una hora. Durante
este periodo, la temperatura corporal aumenta, alcanzando los valores maximos de hasta ~
41°C, dentro de la primera o segunda hora después de la aparicion de los escalofrios. En el
préximo periodo, el individuo experimenta malestar. Dentro de una hora, sin embargo, la
temperatura comienza a disminuir y se acompafia de abundante sudoracién. En
comparacion con el rapido aumento de la temperatura, al inicio de un paroxismo de P.
vivax, su declive tiene lugar lentamente a lo largo de varias horas, la temperatura normal
empieza a restaurarse generalmente entre cinco y siete horas después de la aparicion de los
escalofrios. Estos sintomas de un paroxismo pueden ir acompafiados de otros, incluyendo
dolor de cabeza, nauseas, vomitos y dolores musculares, articulares y de espalda, de
moderados a graves. (43)

Al examen clinico, los pacientes presentan, esplenomegalia moderada y
hepatomegalia dolorosa. Ya establecida la enfermedad, la esplenomegalia se presenta en
un 80% de los pacientes y por subita distension de la capsula puede producir ruptura
espontanea, especialmente en paludismo por P. vivax. (42). La esplenomegalia es muy
frecuente en personas que viven en zonas de paludismo endémico y es el reflejo de
infecciones repetidas, sin embargo, en las personas con paludismo el bazo tarda varios
dias en hacerse palpable (7). El agrandamiento del bazo es parte de la reaccion general del
cuerpo a las infecciones repetidas. Si estas infecciones son muy espaciadas una de otras, el
bazo puede regresar a su tamafio normal o por lo menos quedar demasiado pequefio para

ser palpable en estos intervalos. (44)



Con respecto a los hallazgos hematoldgicos, la anemia es la mas frecuente. No
obstante, en la génesis de este problema estan involucrados varios mecanismos (Tabla 1).
Ademas de la anemia, la trombocitopenia es la anormalidad hematoldgica mas frecuente,
reportada en pacientes con malaria por P. vivax. Oh MD et al., reportaron que la
trombocitopenia era la anormalidad de laboratorio méas frecuente en pacientes Coreanos
con malaria por P. vivax, observandose en 85.1% de los pacientes. Ademas, reportaron la
presencia de trombocitopenia severa (60,000 plaquetas/L) en 29,6% de los pacientes. A
pesar de la trombocitopenia severa, los perfiles de coagulacion eran generalmente
normales en los pacientes y el sangrado clinico no se observé (39). Los mecanismos de
trombocitopenia en malaria por P. vivax son pobremente entendidos, pero recientes
estudios han sugerido que niveles elevados de inmunoglobulina G asociada a plaquetas
(PAIgG) y el factor estimulante de colonia de macrofagos estdn asociados con
trombocitopenia (39). Los complejos inmunes que estan presentes en la circulacion de
pacientes con malaria pueden jugar un papel en la destruccion periférica de plaquetas, asi
como de glébulos rojos. Kelton et al., reportaron que la trombocitopenia estaba presente
en 17 de 28 pacientes con malaria, y los niveles de PAIgG estaban incrementados en 16
casos, ademas, demostraron que los niveles de PAIgG y el conteo de plaqueta retornaba a
valores normales cuando los paréasitos eran eliminados de circulacion. (45). Yamaguchi et
al., reportaron, que en malaria por P. vivax, la trombocitopenia y un incremento de
PAIgG estaban estrechamente asociados, y se presentan antes de la deteccién de
anticuerpos antimalaricos (46). Finalmente, los posibles mecanismos que guian a
trombocitopenia en malaria han sido discutidos, los cuales incluyen mecanismos inmunes,
estrés oxidativo, alteraciones en las funciones esplénicas y una interaccion directa entre

los parasitos Plasmodium y plaquetas (47)



Tabla |

MECANISMOS DE ANEMIA

1. Hemolisis: Ruptura de esquizontes

2. Eritropoyesis Inefectiva

3. Eritrofagocitosis Incrementada

4. Hemolisis Inmune: De hematies normales

y parasitados

Perrin et al.,1982 (48)

Aunque la enfermedad de malaria por P. vivax ha sido calificada como "benigna”,
los sintomas son a menudo graves y debilitantes (49). Recientemente, se ha demostrado
que el P. vivax causa sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) / edema pulmonar
no-cardiogénico, enfermedad que se pensaba se producia solo en la malaria causada por P.
falciparum (50). La lesion pulmonar aguda (LPA)/Sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA) en malaria es poco comdn, sin embargo, produce una alta mortalidad
(51). En la malaria por P.vivax, el compromiso pulmonar y su severidad dependen de la
interrelacion del parasito con la inmunidad del hospedero, ya que la respuesta inmunitaria
celular del hospedador se dirige contra antigenos del paréasito, pero en lugar de controlar el

dafio local causa mayores lesiones orgéanicas (52).

Inmunidad en malaria

La respuesta innata a la malaria ha recibido relativamente poca atencion. Sin
embargo, se esta considerando, cada vez mas la funcion protectora de los mecanismos de
inmunidad innata y su papel en la induccion de la inmunidad adaptativa, justificando asi
los estudios de la inmunidad innata en la malaria (53)

La induccion rapida de monocinas y linfocinas (como la IL-12, IFN-y y el TNF-a)
puede permitir que el hospedero infectado controle de manera efectiva la replicacion
exponencial de los parasitos en el estadio de sangre hasta que la respuesta inmune
adaptativa pueda tener lugar. Esto podria ser de mayor beneficio durante la infeccion

primaria, pero, dado el grado de polimorfismo antigénico de los parasitos de malaria, la



respuesta innata también puede ser necesaria para controlar las re-infecciones de variantes
genotipicas hasta que nuevas respuestas adaptativas sean generadas (53).

No obstante, considerando que muchos de los antigenos de superficie de los
parasitos de malaria y las proteinas de los parasitos insertadas en la membrana plasmatica
de los glébulos rojos infectados son polimorficos o exhiben variacion antigénica clonal, se
ha propuesto la necesidad de desarrollar un repertorio diverso de anticuerpos capaces de
bloquear la invasion parasitaria y la adhesion tisular, a fin de lograr una inmunidad
antiparasitaria eficaz. La infeccidn con una variante parasitaria que no es reconocida por el
repertorio de anticuerpos existentes, puede conducir a una replicacion parasitaria no
controlada y, por lo tanto, a la patologia. La adquisicién gradual de inmunidad clinica
(después de repetidas infecciones) y el desarrollo de un repertorio de anticuerpos diversos
pueden ser causalmente unidas. Estos anticuerpos malaria especificos median un nimero
de funciones antiparasitarias efectoras, incluyendo inhibicién de citoadherencia, inhibicion
de invasion eritrocitica, citotoxicidad dependiente de anticuerpo e inhibicion celular.

Estudios en ratones y seres humanos han demostrado, repetidamente, que las
citocinas proinflamatorias, especialmente IL-12, IFN-gamma, y el TNF-alfa, son
mediadores esenciales en la inmunidad protectora a malaria eritrocitica (53). Estas
citocinas pueden derivar tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa y debido a
que desempefian un papel tanto en la inmunidad vy la patologia de la malaria, se ha dado
importancia a cuantificar la contribucion relativa de estos dos componentes de la
respuesta inmune a la respuesta proinflamatoria. EI TNF-alfa y el IFN-gamma actlan de
forma sinérgica para optimizar la produccion de 6xido nitrico (NO), que esta implicado en
la muerte del parésito. Del mismo modo, en humanos, la produccion de TNF-alfa en
plasma y los niveles de Oxido nitrico estan asociados con la resolucién de la fiebre y la
eliminacién del parasito, mientras que el TNF-alfa e IFN-gamma plasmaticos median la
pérdida de infectividad de los gametocitos circulantes (53).

Artavanis-Tsakonas K. et al., sugieren que las células citotoxicas naturales (NK)
son una fuente importante de IFN-y en las primeras horas de una infeccion por malaria vy,
por lo tanto, puede ser un componente importante en la defensa innata contra la
parasitemia paludica. Sorprendentemente, esta respuesta innata no es universal entre los
individuos, planteando interrogantes interesantes acerca de la importancia funcional de la
respuesta innata en la infeccion por malaria (53). Dos hipotesis opuestas se han propuesto:
la rapida produccion de IFN-y puede estar asociada con la induccion eficiente de IFN-y

mediada por mecanismos efectores, incrementando la capacidad para controlar las



infecciones de malaria. Alternativamente, la produccion rapida e innata de IFN-y puede
predisponer a la sobreproduccion de citoquinas inflamatorias y aumentar el riesgo a
desarrollar malaria severa. Sin embargo, estas hipotesis deben ser esclarecidas por estudios
en areas endémicas de malaria (53).

Los mecanismos inmunes efectores mediados por células, incluyen la activacion de
macrofagos por células NK o interferon y (IFN-y) derivado de células T yd o Thi,
aumentando la fagocitosis y muerte de los eritrocitos parasitados y la inhibicion de
crecimiento y desarrollo del parasito dentro de los hepatocitos, por células T citotoxicas
CD8+ y productoras de IFN-y. Ademas, el 6xido nitrico (NO) producido por los
macrofagos en respuesta a los parasitos y la produccion de IFN-y por células T puede tener
efectos antiparasitarios. (54)

Previamente se han realizado investigaciones sobre los acontecimientos
relacionados con paroxismos en infecciones por P. vivax, incluyendo la inactivacion de
estados sexuales de los parasitos (gametocitos) en plasma tomado en el momento de un
paroxismo. Esos estudios han demostrado la participacion de las citoquinas humanas TNF-
a, GM-CSF e IL-2 junto con productos del parésito. Previos estudios, ademds, han
demostrado el prominente aumento y caida de los niveles de TNFa, los cuales
corresponden muy de cerca con el aumento Yy caida de la fiebre durante los paroxismos y
la aparicion transitoria de numeros elevados de células T gamma / delta en circulacion
periférica, en el momento de esos eventos (54)

Los factores plasmaticos activos, los cuales median agregacion celular incluyen,
principalmente, citoquinas derivadas de monocitos TNFa, GM-CSF e IL-6 y una citoquina
derivada de células T, IL-10. Sin embargo, la actividad de esas citoquinas para mediar la
agregacion leucocitaria depende de la presencia simultdnea de material derivado del
parasito en el momento del paroxismo por P. vivax. La evidencia de la existencia de
pirdgenos asociados a paroxismo maldrico o “toxinas maldricas”, como se conocian, fue
proporcionada al demostrar que plasma de una persona en un paroxismo de malaria por P.
vivax puede inducir rapidamente sintomas equivalentes cuando el plasma es inyectado en
la circulacion de un voluntario sano (54). Esto demuestra que los mediadores de un
paroxismo malarico, el cual incluye productos del parasito o “toxinas” del mismo, estan
involucrados en interacciones con y entre celulas blancas sanguineas circulantes.

Ademas, de las citoquinas, las células blancas sanguineas liberan radicales libres y
otros intermediarios moleculares activos. Esos mediadores con efectos inflamatorios y

patogénicos, posee, ademas, efectos antiparasitarios (55)



Mecanismos celulares dependientes de anticuerpos (fagocitosis clasica y ADCI)

La adquisicion de inmunidad a parésitos de malaria de estadios eritrociticos de
plasmodium, después de varios afios de continua exposicion a intensa transmision, depende
de mecanismos mediados por ceélulas y anticuerpos (56). ElI cambio gradual hacia
inmunoglobulinas (lgs) de subclases IgG1 e 1gG3, las cuales unen eficientemente todas las
clases e isoformas de receptores Fc gamma (FcyR) presentes en la superficie de células
efectoras, tales como monocitos, macrdéfagos y neutréfilos, se cree juega un papel clave en
es0s procesos (56).

La unidn de anticuerpos citofilicos a células efectoras dispara respuestas efectoras,
tales como opsonizacion y fagocitosis de parasitos extracelulares o células rojas
parasitadas (pRBC), y mecanismos igual a citoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC),
conocidos como inhibicion celular dependiente de anticuerpos (ADCI) de parasitos
intracelulares, que causan la muerte de los parasitos (Figura 4). Dado que ADCI vy el efecto
de opsonizacion por anticuerpos citofilicos son competitivamente inhibidos, in vitro, por
anticuerpos 1gG2 e 1gG4 no-citofilicos, con las mismas especificidades, sugiere que el
balance de subclase puede ser un factor decisivo en la inmunidad naturalmente adquirida a
malaria: sujetos protegidos o no protegidos pueden ser diferenciados por los niveles
relativos de anticuerpos citofilicos que reconocen antigenos del parasito. Sujetos no
inmune o parcialmente inmune, por ejemplo, tienden a producir predominantemente
anticuerpos IgG de la subclase 1gG2 durante las infecciones por malaria aguda y esta

subclase ha sido asociada con una pobre inmunidad clinica (56).
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Figura 4. Mecanismos celulares dependientes de anticuerpos. (A) Fagocitosis clasica de
células rojas parasitadas (pRBC). (B) Inhibicion celular dependiente de anticuerpos.
Mecanismo similar a ADCC, el cual inhibe el desarrollo de estados sanguineos asexuales
dentro de los eritrocitos a través de la liberacion de factores (tales como, el factor de
necrosis tumoral (TNF-o) e interferon gamma (IFN-y) por monocitos (MN). (Martins
Braga et al, 2005.) (56)

Receptores de la fraccion cristalizable (FCR)

Los leucocitos sanguineos y los macrofagos de los tejidos se encargan de proteger al
organismo de agentes extrafios, a traves del reconocimiento y eliminacion de complejos
antigeno-anticuerpo. La eliminacion de tales complejos es mediada a través de la fijacion
de la fraccion cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas a sus receptores (57). Existen
diferentes tipos de receptores que tienen la capacidad de interactuar con la fraccion Fc de
las inmunoglobulinas; entre ellos se encuentran los transportadores de inmunoglobulinas
como el receptor para IgA e IgM (57), asi como receptores que unen IgE (58). Sin

embargo, el grupo mas grande es el de los receptores especificos para la fraccion Fc de las



inmunoglobulinas G, también llamados receptores Fc gamma (FcyR), los cuales permiten
el reconocimiento y destruccioén de células o particulas cubiertas con IgG (59). Los FcyRs
son glicoproteinas de superficie celular, que comprenden una familia conformada por
multiples miembros con cierta homologia estructural. Dichos receptores son expresados en
una amplia diversidad de células. Las funciones de estos receptores no se limitan sélo a la
inmuno-fagocitosis, como se ha propuesto tradicionalmente (60), sino que pueden tener
diferentes funciones dependiendo del tipo celular en el que se expresen. Diversos estudios
de los genes y proteinas codificadas por esta familia de receptores, han demostrado que los
diferentes tipos de FcyR poseen altamente conservados los dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina, pero difieren ampliamente en sus dominios transmembranales e
intracelulares. La divergencia de estas regiones sugiere que aunque muchas de ellas son
responsables de la transduccion de sefiales, tal vez no todas estan involucradas en esta
actividad (61).

Por andlisis molecular se ha identificado, en humano y en ratén, la presencia de
diferentes genes que codifican para los receptores FcyR. Los productos de esos genes, se
han dividido en tres grupos principales: FcyRI, FcyRII y FcyRIII (62). La distribucion
selectiva de los FcyR y su diversidad les permite mediar una amplia variedad de
respuestas. La capacidad de estos receptores para unir diferentes ligandos representa una
caracteristica interesante, ya que la respuesta de una célula en particular al
entrecruzamiento de sus receptores FCyR por complejos inmunitarios esta determinada, no
por la especificidad del ligando sino por los dominios transmembranales y citoplasmicos
de los FcyR que se expresan en dicha célula. De esta manera los dominios de unién del
ligando son conservados en todos los FcyR y éstos se encuentran acoplados a diferentes
dominios intracelulares transductores de sefiales, que pueden responder de diferentes
formas a un mismo estimulo (62).

Tradicionalmente, estos receptores se han vinculado con la capacidad inmuno-
fagocitica de células efectoras como macrofagos y neutrofilos (60,63). Sin embargo,
también se ha observado su participacion en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) (59), la produccion del anion superoxido (64), el transporte de
inmunoglobulina materna al feto a través de la barrera placentaria (65), la liberacion de
granulos especificos en neutréfilos (59) y el control de la produccion de citocinas y de
inmunoglobulinas (66,67). Recientemente se describié el papel de los receptores Fc-
gamma en la induccion de la apoptosis en algunos tipos celulares, tales como, linfocitos B,

donde es inducida por el receptor tipo Il al unirse con su ligando (68,69). Otro ejemplo lo



constituyen las células citotoxicas naturales (NK: Natural Killer), donde se presenta un
efecto similar por la union del FcyRIII a complejos inmunitarios o a anticuerpos
monoclonales. Los leucocitos de sangre periférica expresan una serie de receptores de
superficie que les permiten interaccionar con complejos inmunitarios formados por virus-
anticuerpos o bacterias-anticuerpos. La fagocitosis de microorganismos opsonizados por
anticuerpos, mediada por leucocitos, estd regulada por receptores para la region constante
(Fc) de la inmunoglobulina G (IgG). En el humano existen 3 clases de receptores para el
Fc de la IgG (FcgR): CD64 (FcgRI), CD32 (FcgRIl), CD16 (FcgRIIl) cada uno de ellos
con propiedades funcionales y estructurales distintas (70). (Figura 5) Estos receptores una
vez que interaccionan con los complejos inmunitarios, son capaces de disparar funciones
efectoras, tales como fagocitosis en monocitos/macréfagos, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo en células NK, activacion de neutréfilos e inhibicion de la
activacion de células B mediada por complejos inmunitarios (71) .

Se ha descrito una vision general de los mecanismos bioquimicos por los cuales las
isoformas activadoras de los FcyRs median la activacion celular (72), pero no se ha
estudiado con detalle la influencia de diferentes factores sobre la respuesta celular efectora,
como es el estado de diferenciacion de las células. Las células del sistema fagocitico
mononuclear llevan a cabo un proceso de maduracion complejo, que depende de diversos

estimulos externos, dando lugar a diferentes fenotipos de macrofagos (73).
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Figura 5: Estructura de los receptores Fcy. (Pleass RJ, Wood JM., 2001) (74)




Polimorfismos de los genes FCGR [FCGRIIA (CD32); FCGRIIIB (CD16)]

Los receptores para el fragmento Fc de IgG (FcyRs) representan un eslabon crucial
entre la respuesta inmunitaria celular y humoral. Estos receptores tienen como funcion
principal activar células accesorias contra patogénesis, por tal motivo son esenciales en la
defensa contra infecciones (75). Los receptores FcyRs humanos son codificados por una
familia de genes localizados en el brazo largo del cromosoma 1 (g21-24) (76) (figura 6)

Cada familia de FcyR posee multiples genes y distintas variantes de empalme (77).
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Figura 6: Organizacion genomica de los genes que codifican los receptores Fcy. Dicha

region esta ubicada en el brazo largo del cromosoma 1. (Gémez LM et al., 2006) (78).

Receptor FCYRIIA (CD32)

El receptor CD32 expresado en la superficie de los linfocitos y monocitos/macréfagos,
es un receptor de baja afinidad para 1gG capaz de unir las porciones Fc de los subtipos de
inmunoglobulina 1gG (79, 80) y es capaz de unir la proteina C reactiva, con alta afinidad.
Sin embargo, tanto el reconocimiento de IgG y de la proteina C reactiva por CD32 se ven
influidas por el polimorfismo en el gen. EI gen FCGRIIA despliega un polimorfismo de un
solo nucleotido funcionalmente relevante G—A en la region codificante del dominio de
unién del ligando, el cual causa la sustitucion de una arginina (R) por una histidina (H) en
la posicion 131 de su dominio extracelular. Ambos alotipos unen avidamente complejos
IgG3 e 1gG1 humanos, pero el alotipo CD32-H"*! despliega una mayor afinidad por 1gG2



e 19gG3 humana que el alotipo CD32-R'*!, sin embargo, ninguno de ellos une lgG4
eficientemente. Dado que CD32-H™! es el tnico FcyR que interactia eficientemente con
IgG2 humana, este alotipo es esencial para la limpieza de complejos inmunes que poseen
IgG2 (81) y fagocitosis de microorganismos opsonizados con IgG2 (82). Como una
consecuencia, el polimorfismo CD32-R/H*' estd asociado con predisposicion a
enfermedades autoinmunes e infecciones causadas por bacterias encapsuladas (83, 84, 85).

Ademas, de las diferencias en la afinidad de la inmunoglobulina, la expresion de los
alelos H*! y R131, difieren en su capacidad de unir la proteina C reactiva. El alelo R**" al
parecer es un receptor de alta afinidad por la proteina C reactiva, con el sitio de unién
situado cerca de la IgG (86), mientras que la presencia del genotipo CD32-R™! aumenta
la susceptibilidad a enfermedades de meningococo y neumococo (87,88). La proteina C
reactiva y la inmunoglobulina parecen desempefiar un papel en la inmunidad de la malaria
(89). Se ha demostrado, in vitro, que la proteina C reactiva se une a especies de
Plasmodium y podrian tener un papel de proteccion en las primeras etapas de la infeccion
(89), mientras que las inmunoglobulinas estan involucradas en el control de la parasitemia
a través de la inmunidad mediada por anticuerpos (90).

Estudios de las respuestas protectoras de anticuerpos han demostrado
que la proteccion contra la enfermedad se correlaciona con IgG antigeno-especificas, en
particular subtipos de inmunoglobulina 1gG3 (91), que reconocen antigenos especificos
causantes de la malaria, incluyendo la proteina-1, proteinas en la superficie del merozoito-
1 [MSP-1] y -2 [MSP-2] (92, 93). Ademas, los titulos antigeno-especificos de 1gG2
especificos para MSP-2 y proteina rica en glutamato se han correlacionado positivamente
con la proteccion de infeccion por malaria (94, 95). No obstante, sigue habiendo cierta
incertidumbre en cuanto a cual de estas subclases de IgG podria ser mas importante en la
inmunidad contra la malaria, y probablemente la actividad funcional de estos subtipos de

inmunoglobulina depende, al menos en parte, del genotipo del receptor FCGRIIA (96).

Receptor FCYRIIIB (CD16)

El receptor FcyRIIIB (CD16) es un receptor de membrana de baja afinidad,
expresado exclusivamente en neutrofilos y pertenece a la familia de genes de las
inmunoglobulinas. El receptor CD16 no tiene una region transmembranal ni una cola
citoplasmatica, se encuentra pegado a la membrana por una molécula de Glicosil-fosfatidil-

inositol (GPI). Al no poseer una region citoplasmatica se ha propuesto que el receptor



CD16 utiliza a otras moléculas, como integrinas o el receptor CD32, para mandar sefiales
al interior de la célula. Aungue también se ha propuesto que el receptor CD16 es capaz de
mandar sefiales por si mismo. Entre las respuestas que se han visto tras el entrecruzamiento
del receptor CD16 se encuentran la liberacion de calcio intracelular y la activacion de
quinasas. (97). El gen FCGRIIIB que codifica el receptor CD16, existe en dos formas
alélicas, conocidas como FCGR3B1 (CD16-NA1l) y FCGR3B2 (CD16-NA2), que difieren
en cinco nucledtidos (nucleotidos 141, 147, 227, 277 y 349), una de los cuales es una
mutacion silente. Las isoformas del antigeno de neutrofilo humano (HNA) del CD16
difieren en su peso molecular relativo, el cual es de 50 a 65 kDa para HNA-1 (NA1) y 65 a
80 kDa para HNA-2 (NA2). El polimorfismo CD16-NA1/NA2 ejerce una fuerte influencia
en la capacidad fagocitica de los neutrofilos. (98). Los neutréfilos con el genotipo CD16-
NA2/NA2, tienen una capacidad mas baja para fagocitar, que neutréfilos con el genotipo
CD16-NA1/NAL. Ademés, CD32 y CD16 pueden estar simultaneamente relacionados en
la iniciacion de la funcion celular integrada, de manera tal, se ha demostrado que
polimorfismos del gen CD16 influyen en la funcién de CD32 de una forma alelo-
especifica (98). Una isoforma adicional del CD16 es el antigeno HNA-1c (SH) que ha sido
asociado con el alelo FCGR3B3 (CD16-SH). Los alelos NA2 y SH difieren por una
mutacion en un solo nucledtido (nucledtido 266, C—A) que produce un cambio de

aminoacido en la posicion 60 (alanina— &cido aspartico) (99).

Susceptibilidad y/o resistencia a malaria

La resistencia del hospedero a la malaria es compleja, involucrando no solamente
genes, tales como hemoglobinas anormales, deficiencia de la glucosa-6-fosafato
deshidrogenasa (G6PD) y DARC (antigeno Duffy), los cuales controlan la resistencia
innata, sino ademas, otros genes, como los del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), CD40 ligando, CD32, entre otros, los cuales regulan la respuesta inmune
adaptativa. La primera puede afectar la sobrevivida en los primeros afios de la infancia,
mientras las respuestas inmunitarias adaptativas predominan en nifios mayores Yy adultos

que viven en donde la malaria es hiperendémica (100).

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
Tanto el nimero absoluto de nacimientos como la proporcion de ellos con defectos
congénitos, son mucho mayores en los paises de medianos y bajos ingresos a causa de las

marcadas diferencias en salud materna y otros factores significativos de riesgo, como la



pobreza, el alto porcentaje de madres mayores, la mayor frecuencia de uniones
consanguineas y las alteraciones genéticas que confieren proteccion contra la malaria para
los portadores, como la anemia de celulas falciformes, la talasemia y la deficiencia de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) (101)

La glucosa 6-fosfato deshidrogenada (G6PD) es una enzima hallada en todos los
organismos vivientes, donde cataliza el primer paso en la via de la pentosa fosfato (102).
Es una enzima de distribucion ubicua, fundamental para la homeostasis corporal e intra-
citoplasmatica, y su gen esta localizado en la region distal del brazo largo del cromosoma
X (Xq28) (103). El gen que la codifica tiene un tamafio de 18 Kb (104) y 13 exones (105).
La proteina presenta un peso molecular de 59 kDa y la enzima activa est4 constituida por
515 residuos de aminoacidos (106).

Varios factores contribuyen a las disparidades en la distribucion global de los
defectos del nacimiento y uno de ellos es la malaria (107), cuya distribucion geogréfica es
similar a la de la deficiencia de G6PD (103), encontrandose con mayor frecuencia en las
regiones tropicales y subtropicales (105). La d-G6PD es una alteracion metabdlica
(eritroenzimopatia) heredada y ligada al sexo, causada por un defecto en el gen que
codifica la enzima G6PD (108), siendo la enzimopatia mas comin en el ser humano y el
quinto defecto congénito mas comin a nivel mundial.  Se calcula que hay,
aproximadamente, 400 millones de individuos afectados en el mundo. Ademas, se uno de
los trastornos con mayor heterogeneidad genética (109), ya que se han descrito mas de 400
mutaciones, en su mayoria esporadicas (103). De todas estas variantes, 87 alcanzan
frecuencias polimdrficas (110) y mas de 70 han sido caracterizadas molecularmente (109).

La d-G6PD tiene una distribucion global, pero asimétrica debido a la ventaja
selectiva que ofrece en las zonas con prevalencias altas de paludismo (101). Muchas
mutaciones que reducen la actividad de la G6PD se han asociado con proteccion contra la
infeccion de la malaria. Estas mutaciones pueden ser beneficiosas al reducir la tasa de
crecimiento del parasito en los eritrocitos o al causar una fagocitosis mas eficiente de los

gldbulos rojos infectados en una primera etapa de la maduracion de los parasitos (111).

Antigeno Duffy (DARC)

Los antigenos del grupo sanguineo Duffy, son glicoproteinas expresadas en las
membranas de las eritrocitos, con un peso molecular aparente entre 35 y 46 kDa (112). El
gen Fy, localizado en el cromosoma 1, codifica dos alelos (FYA y FYB) que se expresan

en forma codominante (113, 114). El polimorfismo del grupos sanguineo Duffy es



importantes en las areas donde el Plasmodium vivax predomina, ya que esta molécula actta
como un receptor de este protozoario (115). El polimorfismo Fy*/Fy" depende de una
mutacion del nucledtido 131 del gen FY, resultado en un cambio de aminoacido en la
posicién 44 (glicina ** por Aspartato*) en el dominio amino terminal (112). La
combinacidn de estos polimorfismos conduce a los fenotipos Duffy Fy(a+b+), Fy(a+ b-),
Fy(a-b+), Fy(a-b-) (116). Los gldébulos rojos de personas que presenten fenotipos Duffy
Fy (atb+), Fy (a+b-) y Fy (a-b+) son igualmente susceptibles a la infeccion por P. vivax,
mientras que aquellos con el fenotipo Fy (ab-) son totalmente refractarios a este parasito
(117). La ausencia de Fy de los hematies de los individuos de muchos grupos étnicos
africanos y sus descendientes no causa ningun efecto nocivo evidente, y confiere
resistencia natural contra la infeccion por P. vivax (116).

Receptores Fc

Diferentes estudios han establecido asociaciones de diferentes alelos de los genes
FCGRs y malaria grave por P. falciparum. En un estudio caso-control, en nifios de una
poblacién de Kenia, observaron que en zonas de alta densidad los nifios que poseian el
genotipo CD32-R/R™ eran significativamente menos propensos a la infeccién por P.
falciparum en comparacion con los lactantes con el genotipo CD32-H/R™! (OR= 0,278;
95% (IC) = 0,123-0,627; p = 0,021) (118).

Adicionalmente, otro estudio examiné una posible asociacion de los polimorfismos
CD32-H/R™ y CD16-NA1/NA2 con la gravedad de la malaria en Tailandia. Para ello, se
estudio individuos sanos y pacientes con malaria cerebral, con malaria no cerebral grave y
leve. Los resultados mostraron que el alelo CD16-NA2 y el genotipo CD32-H/H™" estaba
asociado con susceptibilidad a padecer malaria cerebral (OR =1,85; 95%(IC)= 1,14-3,01;
p= 0,012) (98). A pesar que estos polimorfismos no estan involucrados individualmente
con la severidad de la enfermedad, los resultados sugieren que los polimorfismos CD32-
R™! y CD16-NA1/NA2 tienen un efecto sinérgico de defensa contra la infeccién por
malaria (98).

En otro estudio, se investigd el papel del polimorfismo CD32- H/R™! con
enfermedades leves y graves de malaria en Gambia (Africa). El genotipo CD32-H/H"! se
asocio significativamente con la susceptibilidad al desarrollo de malaria severa (OR=1,40;
95%(1C)=1,02—-1,91; p =0,03). Este hallazgo constituye la primera evidencia de una
asociacion entre el polimorfismo de CD32 y malaria grave; constituyendo un ejemplo de
un balance selectivo de las presiones de diferentes enfermedades infecciosas que operan en

el mismo locus genético (96).



La inmunidad protectora contra el Plasmodium falciparum es parcialmente
mediado a través de la union de anticuerpos 1gG malaria-especificos a los receptores FcyR.
Ademas, la variabilidad polimérfica CD32-H/R™! se ha asociado con la unién diferencial
de subclases de IgG y el desenlace de la enfermedad por malaria. EI polimorfismo CD32-
H/R™! fue estudiado en nifios de Kenya que acudieron al hospital por malaria aguda. La
variabilidad CD32-H/R™" no se asocié con anemia grave por malaria (SMA: siglas en
inglés) [hemoglobina [Hb] < 6.0 g/dL] anemia por malaria (MA: siglas en inglés) [Hb <
8.0 g/dL]. Por otra parte, al comparar con el genotipo heterocigoto, el genotipo homocigoto
R/R™! protege contra la alta densidad de parasitemia (HDP: siglas en inglés) (parasitos
10000/uL; OR =0,58, 95%(IC)= 0,37-0,92, p= 0,02), mientras que el genotipo homocigoto
H/H*! confiere una leve proteccion (OR =0,71; 95%(IC)= 0,45-1,13, p= 0,14) (118). Sin
embargo, el papel de la variabilidad de CD32-H/R** en condicionar la susceptibilidad a
anemia severa por malaria, principal manifestacion de malaria severa en zonas
holoendémicas de transmision para P. falciparum, no fue establecida por este trabajo
(119).

Finalmente, en un estudio realizado en pacientes procedentes de Ghana, Africa
Occidental (120) se observé que el genotipo R/R™!
malaria severa (OR: 1.20, IC 95%: 1,05-1,38, p = 0,007, pc =0,021) y con anemia severa
(OR: 1.33, IC 95%: 1,13-1,57, p= 0,001, pc = 0,009), pero no con malaria cerebral (OR:
1.04, 1C 95%: 0,82-1,33, p= 0,733) u otras complicaciones de malaria (OR: 1.03, IC 95%:
0,78-1,37, p = 0,827) (Tabla II). No obstante, cabe destacar que se han establecido

estaba asociado positivamente con

asociaciones del polimorfismo de genes que codifican para otros receptores Fc (FcyRIIb) y
el desarrollo de malaria, tal como el estudio de Willcocks et al., (121), donde mostraron
que un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) del gen FCGRIIB, el cual guia a una
sustitucion isoleucina por treonina en la posicion 232 del dominio trans-membrana del

receptor FcyRIIb, estaba asociado con malaria severa (Tabla I1).



Caracteristicas y

Tabla 1.

principales conclusiones de los estudios de asociacion entre el
polimorfismo del gen CD32 y la morbilidad de malaria por Plasmodium falciparum.

Pais Comparacioén de grupos Principales conclusiones Referencias
Nifios de 1 afio
Kenia Alto riesgo (n=97) @ Exceso significativo homo-cigotos | Shi et al. 2001
Bajo riesgo (n=85) " (R/R ™% en el grupo de bajo riesgo, (118)
cuando compararon con hetero-cigotos
(H/R™Y. Proporciones similares de
homocigotos ~ (H/H™) en ambos
grupos.
Tailandia Pacientes mayores de 13 Exceso significativo ~ homo-cigotos Omi et
afios, con media de 25 afios (H/H™Y) tienen el alotipo CD16-NA2 | al.,2002 (98)
Paludismo cerebral (n=107) entre los pacientes con malaria
Paludismo no cerebral cerebral, cuando compararon con los
malaria grave (n=157) controles de malaria leve
malaria leve (n= 202)
Nifios con edades entre Exceso significativo homocigotos (H/H
Gambia 0-10 afios 31) entre los pacientes con malaria | Cooke etal.,
Malaria grave (n=524) grave, cuando compararon con los no 2003 (96)
Malaria leve (n=333) infectados (grupo control).
No infectados (controles)
(n=558)
Kenia La variacion de CD32-H/R™ no se | Oumaetal.,
asocio signifi-cativamente con (SMA). 2006 (119)
El genotipo heterocigoto (H/R™) no
protege contra anemia por malaria al
compararlo con los  genotipos
homocigotos. El genotipo homocigoto
Nifios menores de 4 R/R™! protege contra
afios de edad con (HDP) cuando se compara con el
malaria grave . genotipo heterocigoto H/R**!
Sujetos Fulani viven en un area
Sudan endémica de malaria por P. | El genotipo H/H131 tiene mayor Nasr et al.,
falciparum frecuencia en el grupo étnico Fulani. 2009 (152)
Sujetos no-Fulani que viven en
la misma area.
Nifios con malaria grave
(n=2.504) y controles (n=2.027) Schuldt et al.,
Ghana (Africa controles sanos. 1.591 casos | El genotipo CD32-R/R™' se asoci6 2010
Occidental) con anemia severa, 562 casos | positivamente con malaria severa y (120)

de malaria cerebral, y 497 casos
con complicaciones de malaria

anemia severa, pero no con malaria
cerebral. No se encontré asociacion
con los niveles de parasitemia.

Fuente: Martins, y col., 2005; Collins, y col., 2006.

@ Entre los lactantes de alto riesgo habian 30% con frotis de sangre positivo para

Plasmodium falciparum (parasito cuenta> 5000 parésitos por microlitro) durante su primer afio de vida. ° Los lactantes de bajo riesgo
habian 8% con frotis de sangre positivo para Plasmodium falciparum (parasito cuenta> 5000 parasitos por microlitro) durante su primer
afio de vida. H/H 131: Histidina-Histidina, R/R 131: Arginina-Arginina, H/R 131: Histidina-Arginina, SMA: Anemia grave por malaria,
MA: Anemia por malaria, HDP: Alta densidad de parasitemia.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuldt%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuldt%20K%22%5BAuthor%5D

Variables

Gota gruesa y Extendido.

Para determinar la presencia de parasitos Plasmodium, a los individuos
participantes (pacientes y controles) se les realiz6 la gota gruesa y el extendido en una
misma lamina (36, 122, 123)

Deteccion de antimalaricos en orina

La deteccion de antimalaricos se realizé por el método de cromatografia en capa
fina descrito por Betschart et al., 1986. Este método permite detectar cloroquina (CQ) y su
principal metabolito, la desetilcloroquina (DCQ), asi como quinina (QUIN) y amodiaquina
(AMO) en orina.

Determinacion de 1gG especificas a Plasmodium vivax

Se utilizé la prueba de inmuno-fluorescencia indirecta para detectar anticuerpos
especificos anti-Plasmodium vivax, siguiendo el protocolo descrito previamente (124,
125).

Determinacion de los niveles de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en sangre
La determinacién de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se realizé por fluorescencia.
Genotipaje del grupo sanguineo Duffy
El genotipaje del grupo sanguineo Duffy se realizé a través del protocolo reportado
por Olsson et al. Para ello se utilizaron los iniciadores GATAFY?2 (que flanquean la
secuencia promotora GATA-1 mutada) y FYAREV (112)
Determinacién de la presencia del parasito Plasmodium sp.

La secuencia del ADN mitocondrial del parasito Plasmodium sp se amplifico
usando un simple, pero sensible método de PCR como herramienta, para detectar
Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax (126). Los iniciadores especificos utilizados
hibridan con los genes citocromo c oxidasa de P. falciparum (cox II1) y P. vivax (cox I).
Polimorfismos de los genes FCGR [FCGRIIA (CD32) y FCGRIIIB (CD16)]

Para el analisis de polimorfismo genético se utilizd las técnicas PCR-SSP
(iniciadores de secuencias especificas), que permite identificar el polimorfismo

directamente durante el proceso de PCR utilizando iniciadores especificos.

Genotipos
PCR- SSP del gen FCGRIIA (CD32)



Se analiz6 un polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) del gen FCGRIIA (CD32),
conocido como H/R131, en el cual un solo cambio de nucleétido resulta en una arginina
(R, codon CGT) o una histidina (H, codon CAT) en el residuo aminoacidico 131 de la
proteina madura (97).

PCR- SSP del gen FCGRIIIB (CD16).

Se analizé la presencia de las formas alélicas conocidas como FCGRIIIB1 (CD16-
NA1l) y FCGRIIIB2 (CD16-NA2), que difieren en cinco nucleétidos (nucledtidos 141, 147,
227, 277 y 349) (97).

Procedencia.

Se estudiaron 147 individuos, agrupados en sanos (n=54) y pacientes paludicos
(n=93), procedentes de diferentes municipios (Arismendi, Benitez, Bermldez, Cajigal,
Ribero) del estado Sucre.

Edad.

Afos cumplidos.

Género

Masculino y femenino.

Dado que en la infeccion por Plasmodium los receptores FCy (CD32 y CD16) juegan un
papel importante en la respuesta inmunitaria contra este patdgeno, y que la expresion o
afinidad de esos receptores de 1gG (CD32 y CD16) estd determinado genéticamente,
planteamos la siguiente hipdtesis y objetivos:

Hipotesis

Si la expresion o afinidad de los receptores de IgG (FcyR) esta determinado genéticamente
entonces los diferentes alelos y/o genotipos de estos genes pudiesen alterar la funcion de
los receptores FcyR (FcyRIIA, FcyRIIIB) y jugar un papel clave en la susceptibilidad a la
infeccion por Plasmodium vivax.

Objetivo general

Evaluar el papel del polimorfismo de los genes FCGR (CD32, CD16) en la infeccién por

Plasmodium vivax.

Objetivos especificos

a- Establecer la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos CD32 y CD16 en
individuos venezolanos sanos e infectados con Plasmodium vivax

b- Establecer posibles asociaciones entre el polimorfismo en los genes FCGR (CD32,

CD16) y susceptibilidad y/o resistencia a la infeccién por P. vivax



METODOS
Tipo y disefio de la investigacion
Se realizo un estudio observacional de corte transversal.
Poblacion y muestra
Se estudiaron 93 individuos venezolanos no relacionados que sufrieron infecciones por P.
vivax, con edades comprendidas entre 18 y 65 afios, con una edad promedio de 39,37 afios,
que acudieron a la consulta de malaria en los diferentes municipios (Arismendi, Benitez,
Bermudez, Cajigal, Ribero) del estado Sucre. Para establecer las asociaciones, los
pacientes fueron agrupados de acuerdo al nimero de episodios malaricos (Grupo 1: con un
solo episodio malérico, Grupo 2: con 2 a 6 episodios malaricos y Grupo 3: con siete 0 mas
episodios malaricos)

Las muestras fueron recolectadas en el segundo y tercer trimestre del afio 2009 y

segundo trimestre del afio 2010.

Los criterios de inclusion y exclusion en la seleccion de los pacientes fueron los
siguientes:

Criterios de inclusién

1- Individuos no relacionados con diagnostico clinico y parasitolégico de malaria por P.
vivax, para el momento de la toma de muestra.

2- Individuos que hayan sufrido episodios malaricos previos.

3- Individuos con un rango de edad comprendido entre 18 y 65 afios, sin consideracién de
Sexo.

Criterios de exclusién

1.- Se excluyeron aquellas personas con el sistema inmunolégico comprometido, tales
como individuos con trasplantes o en quimioterapia, asi como personas con otras
patologias (autoinmunes e infecciosas). Asi como individuos con problemas de
alcoholismo, trastornos mentales, trastornos hematoldgicos (drepanocitosis) y mujeres
embarazadas.

El diagnostico parasitoldégico se basd principalmente en gota gruesa y extendido
tenidos con Giemsa, la muestra de sangre se tomd del I6bulo de la oreja. A los individuos
se les realizO el examen fisico para evaluar: hepatomegalia por hepatometria, y
esplenomegalia por indice de Boyd, el resultado de la evaluacion se registro en la historia

clinica correspondiente.



Como parte del grupo control se estudiaron, 54 individuos venezolanos
aparentemente sanos, con similar background étnico, a los cuales se les determind los
siguientes parametros: 1.- Presencia de parasitos en sangre 2.- Presencia de antimalaricos
en orina, 3.-Presencia de 1gG especificos para P. vivax en plasma 4.- Niveles de glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa en sangre, 5.- Presencia del antigeno sanguineo Duffy y 6.-
Presencia de ADN mitocondrial de P. vivax y/o P.falciparum.

Los criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de este grupo fueron los

siguientes:

Criterios de inclusién

1-Individuos no relacionados, sanos, procedentes de las mismas zonas de los pacientes

2- Individuos con més de 10 afios de residencia en las zonas estudiadas (endémicas para P.
vivax), para el momento de la toma de muestra.

3- Individuos con pruebas de orina negativa para antimalaricos.

4- Individuos con un rango de edad comprendido entre 18 y 65 afios, sin consideracién de
Sexo.

5- Individuos IgG y PCR negativo para Plasmodium

Criterios de exclusién

1.- Se excluyeron aquellas personas con el sistema inmunolégico comprometido, tales
como individuos con trasplantes o en quimioterapia, asi como personas con otras
patologias (autoinmunes e infecciosas). Asi como individuos con problemas de
alcoholismo, trastornos mentales, trastornos hematolégicos (drepanocitosis) y mujeres
embarazadas.

2- Individuos con pruebas de orina positiva para antimalaricos.

3- Individuos Duffy negativos y con hemoglobinopatias.

4. Individuos con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Procedimientos y técnicas

Previo a la recoleccion de las muestras, se les solicito a los individuos participantes
la firma de un consentimiento informado. Cada individuo fue informado acerca del estudio
y del destino que se le daria a la muestra. Este consentimiento fue aprobado previamente

por el Comité de Bioética del IVIC y el Comité Etico Cientifico del Instituto de Medicina



Tropical. A los pacientes se les realiz, ademas, una breve historia clinica, donde se
registraron los criterios epidemiolégicos y clinicos para el diagnostico de la infeccion por

P. vivax.

Examen parasitologico
Tanto a los pacientes como a los individuos sanos, se les realizd gota gruesa y
extendido en una misma lamina (36, 121, 122), para determinar la presencia de parasitos

Plasmodium, teflidos con Giemsa.

Deteccion de antimalaricos en orina de individuos sanos

Para la deteccion de anti-malaricos en orina se realizé el método de cromatografia
en capa fina descrito por Betschart (127). Este método permite determinar cloroquina (CQ)
y su principal metabolito, la desetilcloroquina (DCQ), asi como quinina (QUIN) y
amodiaquina (AMO) en orina. El procedimiento consistio en colocar directamente 25 pl de
las muestras de orina, asi como de los controles para CQ, QUIN, AMO y de orina negativa
en cada placa de aluminio recubierta con silica gel (Merk-art 5553). Las placas fueron
secadas y colocadas en una corrida, en la cAmara de vidrio para cromatografia, la cual tuvo
como mezcla solvente: tolueno-dietilamina-metanol (8:1:1), por aproximadamente 20
minutos hasta alcanzar el frente de la corrida. Una vez secas las laminas, en un cuarto
oscuro se evidencio la presencia de cloroquina y otros medicamentos antimalaricos con
una lampara de luz UV. En cada corrida se incluyé los controles tratados con las drogas

(control positivo), los controles sin tratamiento (control negativo) y los individuos sanos.



Tabla 111

Antimalaricos utilizados para realizar cromatografia en capa fina

Control o . Muestras de
. Antimalaricos Control positivo .
Negativo orina

Cloroquina -(CQ50)- 50 pg/ml

CP1
Cloroquina -(CQ5)- 5 pg/ml
e cl q . ECglz 1ug/ ' CP2 INDIVIDUOS
oroquina - - m
. q He CP3 SANOS
CN2 Quinina - (Q) - 100 pg/ml —_

Amodiaquina - (AMO) -100 pg/ml

Recoleccion de las muestras de sangre periferica

Tanto a los pacientes como a los individuos sanos se les extrajo 10 ml de sangre
periférica utilizando tubos recolectores con EDTA como anticoagulante. Inmediatamente
después de la toma de las muestras, éstas se transportaron a temperatura de refrigeracion
(comprendida entre 4-8°C) en una cava con bolsas de termo pack (criogel) y fueron
llevadas al Laboratorio de Fisiopatologia, Seccion Inmunogenética, en el Centro de
Medicina Experimental “Miguel Layrisse” en el Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas. Posteriormente se procedid a la determinacion de anticuerpos contra
plasmodium, deficiencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y extraccion del

ADN gendémico

Determinacién de 1gG especificas a Plasmodium vivax en plasma de individuos sanos
La determinacion de IgG especificas a Plasmodium vivax en plasma de individuos
sanos se realizO en colaboracion con la Dra. Carmen Bracho, del Laboratorio
Inmunoparasitologia, del Centro de Microbiologia y Biologia Celular del 1VIC. Para ello,
se utilizé la prueba de inmuno-fluorescencia indirecta para detectar anticuerpos especificos
anti-Plasmodium vivax, siguiendo protocolo descrito previamente (124, 125). Para ello se
utilizaron laminas portaobjeto multi-especimen (Eric-Scientic, E.\VV.A). En cada pozo se
colocaron 5 pL de la suspension celular con globulos rojos parasitados (GRP) (trofozoitos
0 esquizontes) ajustada a 2x 10° GRP/ml. Las células de dejaron secar a temperatura
ambiente, en un lugar libre de polvo y posteriormente fueron fijadas con acetona (Merk,
Alemania) fria a -20°C por 20 minutos. Tras escurrir el exceso de acetona las laminas



fueron protegidas con un envoltorio doble papel absorbente y otro aluminizado y
almacenadas a -20°C, resguardadas de la humedad, hasta su uso. Cuando fueron utilizadas
para el ensayo se retiraron de la nevera y se dejaron a temperatura ambiente por 5 minutos
y luego fueron colocadas en camara humeda por 10-15 minutos. Posteriormente se
colocaron 20 pL de cada dilucion (1:40) en PBS/gelatina 2%/Timerosal 0.01% de las
muestras de plasma bajo estudio. Las laminas se incubaron por 30 minutos a 37°C en
camara humeda y se lavaron tres veces con PBS (3 minutos por lavado). La incubacion con
los anticuerpos, anti IgG 0 sus isotipos, procedié de una manera similar y luego de tres
lavados se agregd una dilucion de conjugado correspondiente, durante 30 minutos a 37°C
en cdmara himeda. Luego de tres lavados con PBS y uno con agua destilada, se procedio
la adicioén de 10 pL de la solucion de montaje (Glicerol (Merk) al 70% en PBS). Después
de colocar una laminilla cubreobjeto, las células se inspeccionaron bajo un microscopio
Zeiss modelo Standard, equipado con iluminacion fluorescente (lampara de mercurio HBO
5W), un sistema de filtros para excitacion en el rango 450-490nm y un filtro supresor
L520.

La prueba cuantitativa se realiz6 con diluciones seriadas mayores de 1:40, factor 4,
para determinar el titulo de anticuerpos especificos. Se tomé como titulo de anticuerpo, la

méaxima dilucion del plasma que produjo una reaccion positiva (124)

Determinacion de los niveles de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en sangre
de individuos sanos

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), al considerar la
actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) los individuos se pueden
clasificar en 3 grupos: deficientes de actividad <2 U/gHb, moderadamente deficientes entre
3.5a8.7 U/gHb y normales mayor de 8.8 U/gHb (128).

Para la determinacion de los niveles de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
en sangre de individuos sanos contamos con la colaboracion de la Dra. Aixa Muller de
Soyano (Clinica Avila) y del Dr. Andrés Soyano (IVIC). La prueba consistio en un ensayo
de deteccion fluorescente. Para ello, sangre tomada del dedo fue aplicada en papel de filtro
Whatman y dejada secar. Luego se procedio a cortar un redondillo de 1 cm de didmetro del
papel de filtro con la mancha de sangre seca y dicho redondillo de papel de filtro se coloco
en un tubo de ensayo limpio 12x10 mm y se le agregd 0.5 mL de la mezcla de reactivos
[Glucosa -6-P (0.01 M), NADP (7.5 mM), Saponina (1%), Buffer Tris-HCI (750 mM, pH



7,8), GSSG 8 (mM), agua], se mezclo y se observd el hemolizado de glébulos rojos,
posteriormente se incubo a 37°C por 10 minutos. Luego se tomo6 100 pL del hemolizado
de globulos rojos y se transfirio a otro papel de filtro a los cero min, 5 min y 10 min,
dejandose secar a temperatura ambiente. Se colocaron como control muestras de sangre de
individuos con niveles normales de G-6-PD y de pacientes deficientes hemicigoto para G-
6-PD. Posteriormente, se procedio a la deteccion de la sefial con una lampara
fluorescente. Los hemolisados de globulos rojos con niveles normales de G-6-PD
mostraron una fluorescencia verdosa brillante, mientras que los hemolisados deficientes en

G-6-PD no mostraron fluorescencia.

Extraccion del ADN genémico

Se parti6 de una muestra de 10mL de sangre periférica, con EDTA como
anticoagulante. Se centrifugd la muestra por 10 minutos a 2000 rpm para obtener los
leucocitos (una capa blanca entre los eritrocitos y el plasma). Se transfiri6 esta capa con la
ayuda de una pipeta Pasteur a otro tubo de centrifuga y se lavo con 10mL de amortiguador
de lisis de células rojas (RCLB-red cell lysis buffer). Se invirtid varias veces y se dejé
congelando por varios minutos a fin de acelerar el proceso de lisis de los eritrocitos
restantes. Se procedid a centrifugar nuevamente a 2000 rpm por 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y se repitié el lavado con RCLB tantas veces fue necesario para eliminar los
restos de hemoglobina, hasta obtener un precipitado de leucocitos el cual debe ser blanco
con un halo rosado. Cuando el precipitado esta homogéneamente blanco puede ser
almacenado a -70°C.

Posteriormente se resuspendio el precipitado en 3mL de amortiguador de lisis
nuclear (NLB-nuclear lysis buffer) y se incubd en bafio a 56°C hasta que el precipitado se
disolvié completamente. Luego, se afiadié 1mL de cloruro de sodio (NaCl 5,25 M), se
agito en vortex, se afladid 2mL de cloroformo, se agito hasta que se formé una solucion
lechosa y se centrifugo por 20 minutos a 2500 rpm. A continuacion, se aspiro el ADN (fase
acuosa o soluble) y se transfirio un tubo de polipropileno, si la fase de ADN no estaba
clara en apariencia, se repitio el paso con cloroformo. A la fase acuosa osoluble obtenida
se le agrego 2 volumenes de etanol 95% (preferiblemente frio), se rotdé suavemente el tubo
hasta que todo el ADN precipitd. La malla de ADN se atrap0 con la ayuda de una pipeta de
transferencia de polipropileno y se colocd en un tubo eppendorf de 1,5mL estéril. Se
resuspendio el ADN en etanol 70% y se centrifug6 por 5 minutos a 13000 rpm, se removid



el exceso de etanol, volteando el tubo con mucho cuidado sobre una servilleta y se dejo
secar el etanol restante. Finalmente, el ADN se resuspendid en agua bidestilada estéril,
pero si es para almacenar es recomendable diluirlo con amortiguador (buffer), ya que el
ADN almacenado en agua esta sujeto a degradacion por lisis acida. Se recomienda el uso
de buffer EE (Epps-EDTA) (129)

La concentracién de ADN esperada se encontrd en el rango de 0,2 a 1,0 mg/mL, se
recomienda tomar nota siempre de la cantidad de solvente afiadido, pues luego se

necesitara para el ajuste.

Ajuste del ADN

La concentracion de ADN se midi6 por lectura de la densidad dptica (DO),
midiendo la absorbancia a 260nm y a 280nm de una dilucion de ADN 1:50 (V/V),
utilizando un espectrofotometro (SmartSpec 3000, BIORAD)

Se calculé el indice= DO260nm/ DO280nm (este debe ser mayor de 1.6,
asegurando la pureza del ADN). Esta relacion indica la pureza del ADN aislado.
La concentracion del ADN (pg/ml) viene dada por la féormula:
[ADN] = 50 (factor constante) x 50 (factor de dilucién) x DO 260nm.
1 DO 260nm = 50 pg de ADN/mL (130)
Se ajusto la concentracion de [ADN] a 200ug/mL.

Evaluacion de la integridad del ADN

La integridad del ADN ajustado se evaludé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0,7% en TBE 1X (0,5M Tris —HCI. 0,6M, 10mM EDTA-Na,, pH=8,2) utilizando
bromuro de etidio como colorante, a una concentracion de 0,5 pg/mL, para su posterior
visualizacion en un transiluminador con luz ultravioleta. En cada carril del gel se colocaron
5 pL de ADN mezclado con 2 pL del buffer de carga y utilizando como control 5 pL del
fago Lamba sin digerir y con una concentracién de 200 pg/mL (Promega). Las corridas

electroforéticas se realizaron a 100 voltios durante media hora

Métodos para el analisis de los polimorfismos

La reaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular descrita en 1985 por
Kary Mullis, que consiste en el aumento o amplificacion exponencial de la secuencia de

un ADN molde utilizando iniciadores especificos. La técnica se basa en la separacion por



calor de las dos cadenas del ADN que se quiere amplificar a partir de un punto marcado
por dos segmentos pequefios de ADN conocidos como cebadores (oligbmeros o
iniciadores), que estan constituidos por 10 a 30 nucleotidos e indican el inicio y el final del
fragmento a duplicar. Mediante la accion de una enzima denominada ADN polimerasa, se
van agregando en forma complementaria los nucle6tidos necesarios para obtener una
réplica exacta de la cadena original. Este procedimiento se repite varias veces y se obtienen
multiples copias del fragmento de ADN escogido. Sus Unicos requerimientos es que
existan nucleotidos en el medio (adenina, guanina, citosina y timina), cebadores, ADN
original y la enzima ADN polimerasa. Debido que para el desarrollo de la técnica se
emplean temperaturas mayores de 70°C, se requiere de una enzima que no se inactive a
temperaturas elevadas, por lo que se emplea la ADN polimerasa de la bacteria Thermus
aquaticus que vive en aguas termales y cuya enzima puede trabajar a altas temperaturas
(130)

El proceso se repite un nimero determinado de veces o ciclos, generalmente 30, y se
consigue un aumento o amplificacion exponencial del nimero de copias del fragmento de
ADN que se escogié como molde. La ventaja de la técnica es que amplifica Gnicamente el
fragmento de ADN que queremos, aunque esté en cantidades minimas (alta sensibilidad) o
en presencia de grandes cantidades de ADN semejantes (alta especificidad). La reaccion es
eficaz incluso si se parte de muestras de ADN muy poco purificadas, es decir, que se
encuentran en presencia de otros componentes. La PCR se aplico inicialmente como una
técnica de laboratorio de investigacion, pero su gran especificidad y sensibilidad ha
permitido el desarrollo de técnicas especificas basadas en ella con aplicacion en muchos

campos de la investigacion y el analisis. (131).

Para el andlisis del polimorfismo geneético se utilizo la técnica PCR-SSP (Reaccion
en cadena de la polimerasa utilizando iniciadores de secuencias especificas), la cual
permite identificar el polimorfismo directamente durante el proceso de PCR, utilizando

para ello iniciadores especificos (129).

Los termocicladores Perkin Elmer (GeneAmp 2400) y Applied Biosystems (Thermal
Cycler 2720 y 9700) se utilizaron en el estudio para realizar las reacciones en cadena de la

polimerasa (PCR).



Genotipaje del grupo sanguineo Duffy
El genotipaje del grupo sanguineo Duffy se llevo a cabo a través del protocolo reportado
por Olsson y colaboradores (112). La tipificacion del alelo Fya fue elaborada con los

iniciadores indicados en la Tabla IV.

TABLA IV

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del alelo Fya

Variante . . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimérfica (pb)
FYAB2 Sentido CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT
. 69° C-64° C 711
FYAREV1 Antisentido AGCTGCTTCCAGGTTGCAC
ABO-516 Sentido GCTGGAGGTGCGCGCCTAC
N 69° C-64°C 419
ABO-926 Antisentido ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador al molde de ADN vy el tamafio del producto amplificado correspondiente.

Se amplificd como control interno de la PCR el gen ABO.

Para la realizacion de la amplificacion se prepar6 una mezcla de reaccion de 20 pL que
consistié en:10,65 pL de agua destilada, 2pl. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los iniciadores
FYAB2 y FYAREV1, 0.5 puM de los iniciadores de ABO-516 y ABO 926, 1 pL de KCl
(2,5mM), 0.4 pL de Tris HCI (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 uL de MgCl,
(3,3mM), 0.25 pL de la enzima Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y
2uL. de ADN genomico (200 ug/ml). Se incluy6 un control negativo (mezcla de reaccion sin
ADN) para descartar contaminacion. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la
amplificacion: 96°C por 8 minutos, seguida por 10 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacion a 69°C por 1 minuto seguida por 25
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos
hibridacion 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Después de realizar el
numero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realizé a 72°C por 10 minutos.

El producto de PCR (711pb para Fya y 419pb para ABO) se verifico en geles de

agarosa al 2% (Sigma) tefiidos con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida se realizé a 100



V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (Axygen).
La tipificacion del alelo Fyb fue elaborada con los iniciadores indicados en la Tabla
V.
TABLAYV

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del alelo Fyb

Variante o . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimérfica (pb)
FYAB2 Sentido CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT
69° C-64° C 711
FYAREV2 Antisentido AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT
ABO-516 Sentido GCTGGAGGTGCGCGCCTAC
o 69° C-64° C 419
ABO-926 Antisentido ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador al molde de ADN vy el tamafio del producto amplificado correspondiente.
Se amplificd como control interno de la PCR el gen ABO.

Para la realizacion de la amplificacion se prepar6é una mezcla de reaccion de 20 ulL que
consistid en:10,65 pL de agua destilada, 2pl. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los iniciadores
FYAB2 y FYAREV2, 0.5 uM de los iniciadores de ABO-516 y ABO 926, 1 puL de KCl
(2,5mM), 0.4 pL de Tris HCI (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 puL. de MgCl,
(3,3mM), 0.25 pL de la enzima Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y
2uL. de ADN genomico (200 ug/ml). Se incluyd un control negativo (mezcla de reaccion sin
ADN) para descartar contaminacion. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la
amplificacién: 96°C por 8 minutos, seguida por 10 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacién a 69°C por 1 minuto seguida por 25
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos
hibridacion 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Después de realizar el
numero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realizé a 72°C por 10 minutos.

El producto de PCR (711pb para Fyb y 419pb para ABO) se verificd en geles de
agarosa al 2% (Sigma) tefiidos con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida se realiz6 a 100
V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de

bases (Axygen).



La tipificacion del alelo nulo silvestre FY fue elaborada con los iniciadores
GTAFY2 (que demarca la secuencia promotora GATA-1 mutada) y el iniciador
antisentido FYAREV1 (Tabla VI)

Tabla VI

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del alelo nulo silvestre FY.

Variante o . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimorfica (pb)
GTAFY2 Sentido CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC
o 69° C-64°C 711
FYAREV1 Antisentido AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT
ABO-516 Sentido GCTGGAGGTGCGCGCCTAC
69° C-64°C 419
ABO-926 Antisentido ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador al molde de ADN vy el tamafio del producto amplificado correspondiente.
Se amplificd como control interno de la PCR el gen ABO.

Para la realizacion de la amplificacion se prepard una mezcla de reaccion de 20 uL que
consistio en:10,65 puL de agua destilada, 2ul. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los iniciadores
GTAFY2 y FYAREV1, 0.5 uM de los iniciadores de ABO-516 y ABO 926, 1 pL de KCl
(2,5mM), 0.4 pL de Tris HCl (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 pL de MgCl,
(3,3mM), 0.25 pL de la enzima Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y
2uL de ADN genomico (200 ug/ml). Se incluyd un control negativo (mezcla de reaccidn sin
ADN) para descartar contaminacion. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la
amplificacién: 96°C por 8 minutos, seguida por 10 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacion a 69°C por 1 minuto seguida por 25
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos
hibridacion 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Después de realizar el
namero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realiz6 a 72°C por 10 minutos.

Una reaccion negativa fue definida como la presencia de la banda correspondiente al
control interno (419 pb), mientras una reaccion positiva se definié como la presencia de una
banda de 711 pb con o sin la banda de control de amplificacion.

El producto de PCR (711pb para FY y 419pb para ABO) se verific en geles de
agarosa al 2% (Sigma) tefiidos con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida se realiz6é a 100
V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (Axygen).



La tipificacion del alelo nulo silvestre FY fue elaborada con los iniciadores GTAFY2 (que
demarca la secuencia promotora GATA-1 mutada) y el iniciador sentido FYAREV2
(Tabla VII)

Tabla V11

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del alelo nulo FY

Variante o . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimoérfica (pb)
GTAFY2 Sentido CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC
69° C-64° C 711
FYAREV2 Antisentido AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT
ABO-516 Sentido GCTGGAGGTGCGCGCCTAC
o 69° C-64° C 419
ABO-926 Antisentido ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador al molde de ADN vy el tamafio del producto amplificado correspondiente.
Se amplifico como control interno de la PCR el gen ABO.

Para la realizacion de la amplificacion se prepard una mezcla de reaccion de 20 pL que
consistid en:10,65 pL de agua destilada, 2pl. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los iniciadores
GTAFY2 y FYAREV2, 0.5 uM de los iniciadores de ABO-516 y ABO 926, 1 uL de KCl
(2,5mM), 0.4 pL de Tris HCI (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 uL de MgCl,
(3,3mM), 0.25 pL de la enzima Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y
2uL. de ADN genomico (200 ug/ml). Se incluyd un control negativo (mezcla de reaccion sin
ADN) para descartar contaminacion. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la
amplificacion: 96°C por 8 minutos, seguida por 10 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacién a 69°C por 1 minuto seguida por 25
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos
hibridacion 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Después de realizar el
numero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realizé a 72°C por 10 minutos.

El producto de PCR (711pb para FY y 419pb para ABO) se verifico en geles de
agarosa al 2% (Sigma) tefiidos con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida se realiz6 a 100
V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de

bases (Axygen).



Determinacion de la presencia del parasito Plasmodium sp. en individuos sanos

La secuencia del ADN mitocondrial fue amplificado usando un simple, pero
sensible método de PCR como herramienta, para detectar Plasmodium falciparum y
Plasmodium vivax. Los iniciadores especificos utilizados hibridan con los genes citocromo
c oxidasa de P. falciparum (cox HI) y P. vivax (cox I). La deteccion de Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax se realiz6 utilizando los iniciadores y el protocolo

reportado por Cunha y colaboradores (127) (tabla V1II)

Tabla VIl

Iniciadores utilizados para determinar ADN mitocondrial de P.vivax y P. falciparum

Variante o . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimérfica (pb)
Pv 1 Sentido AAGTGTTGTATGGGCTCATCATATG e P
Pv 2 Antisentido CAAAATGGAAATGAGCGATTACAT
Pf1 Sentido CCTGCATTAACATCATTATATGGTACATCT 60°C o
Pf2 Antisentido | GATTAACATTCTTGATGAAGTAATGATAATACCTT

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador y el tamafio del producto amplificado correspondiente.

Para la realizacion de la amplificacion se prepar6 una mezcla de reaccion de 20 pL que
consistid en:10,65 pL de agua destilada, 2pl. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los iniciadores
Pvl y Pv2, 0.5 uM de los iniciadores de Pfl y Pf2, 1 uL de KCI (2,5mM), 0.4 uL de Tris
HCI (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 pL de MgCl, (3,3mM), 0.25 pL de la enzima
Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y 2uL. de ADN genémico (200
ug/ml). Se incluyé un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN) para descartar
contaminacion y un control positivo (ADN de P. vivax o P. falciparum, ADN de individuos
infectados). Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la amplificacion: 96°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 95°C por
1 minuto, hibridacion a 62°C por 1 minuto y extension 72°C por 1 minuto. Después de realizar



el nimero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realiz6 a 72°C por 7 minutos.

El producto de PCR (290pb para Pv y 273pb para Pf) se verificd en geles de agarosa
al 1.5% (Sigma), tefiidos con bromuro de etidio (0,5pug/ml). La corrida se realiz6 a 100 V por
30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de bases
(Axygen).

PCR- SSP del gen FCGRIIA (CD32)

El gen FCGRIA despliega un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP)
funcionalmente relevante G—A en la region codificante del dominio de union del ligando, el
cual causa la sustitucion de una arginina (R, codon CGT) por una histidina (H, codén CAT)
en la posicién 131 de su dominio extracelular (81). Este SNP se definio6 por PCR-SSP
siguiendo el protocolo y los iniciadores reportados previamente (99, 132). Para la

amplificacion de la variante H/R131 se utilizaron los iniciadores que se muestran en la Tabla
IX

Tabla IX

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del gen CD32

Variante . . Tamafio
L Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimérfica (pb)
H131 Sentido ATCCCAGAAATTCTCCCA o .
FCGR Antisentido CAATTTTGCTGCTATGGGC
R131 Sentido ATCCCAGAAATTCTCCCG 570 C 253
FCGR Antisentido CAATTTTGCTGCTATGGGC
HGH-I Sentido ACCTGTACTCTCCACTGTCGTT 570 C 123
HGH-I1 Antisentido CACGGATTTCTGTTGTGTTTC

Se indica la temperatura de hibridacion del iniciador al molde de ADN vy el tamafio del producto amplificado correspondiente.

Se amplificd como control interno de la PCR el gen de la hormona de crecimiento (HGH).

Para la realizacion de la amplificacién se preparé una mezcla de reaccion, que consistio
en: 10,65 puL de agua destilada, 2 pLL PCR Buffer (1X), 0.1uM de los iniciadores de H/R™!
0.1 UM de los iniciadores de HGH-11'y HGH-II, 1 uL. de KCI (2.5 mM), 0,4 uL de Tris-HCI
(0,4 mM), 0,4 uL de dNTPs (0,2 mM), 1,3 uL de MgCl, (3,3 mM), 0,25 uL de Taq



polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y 2uL. de ADN gendémico (200 ug/ml). El
volumen total por reaccion fue de 20uL. Se incluyd un control negativo (mezcla de reaccion
sin ADN) para descartar contaminacion.

Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la amplificacion: 95°C por 5
minutos, seguido por 10 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 95°C
por 1 minuto, hibridacion a 57°C por 2 minutos y extension a 72°C por 1 minuto.
Seguidamente se realizd 22 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a
95°C por 1 minuto, hibridacion a 54°C por 2 minutos y extension a 72°C por 1 minuto.
Después de realizar el numero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realiz6 a
72°C por 5 minutos.

El producto de PCR de los genes CD32 y HGH, de 253pb y 423pb, respectivamente
se verifico en geles de agarosa al 2% (Sigma), tefiidos con bromuro de etidio. La corrida se
realiz6 a 100 voltios por 30 minutos. Se utiliz6 como referencia un marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (Axygen).

PCR- SSP del gen FCGRII1IB (CD16).

El gen FCGRIIIB que codifica el receptor CD16, existe en dos formas alélicas,
conocidas como FCGR3B1 (CD16-NA1l) y FCGR3B2 (CD16-NA2), que difieren en cinco
nucle6tidos (nucledtidos 141, 147, 227, 277 y 349), una de los cuales es una mutacion silente.
Estas formas alélicas fueron definidas siguiendo el protocolo reportado previamente (99).
Para la amplificacion de la variante  NA1/NAZ2 se utilizaron los iniciadores reportados por
Kuwano et al (Tabla X).



Tabla X

Iniciadores utilizados para determinar las variantes del gen CD16

Variante o . Tamafio
o Iniciadores Secuencia(5"-3") Temperatura
polimoérfica (pb)
NAL Sentido CTCAATGGTACAGGGTGCTC s e e
FCGR Antisentido GGCCTGGCTTGAGATGAGGT
NA2 Sentido CTCAATGGTACAGCGTGCTT 63°C 17
FCGR Antisentido CACCTGTACTCTCCACTGTCGTT
R-Globina F Sentido CAACTTCATCCACGTTCACC —— -
B-Globina R Antisentido GAAGAGCCAAGGACAGGTAC

Se indica la temperatura de hibridacién del iniciador al molde de ADN y el tamafio del producto amplificado correspondiente.
Se amplifico como control interno de la PCR el gen de S-globina.

Para la realizacion de la amplificacion se prepard una mezcla de reaccion de 20 pL
que consistio en:10,65 pL de agua destilada, 2ul. de PCR Buffer (1X), 0.5uM de los
iniciadores NA1 y NA2, 0.1 uM de los iniciadores de f~globina, 1 uL de KC1 (2,5mM), 0.4
pL de Tris HCI (0,4mM) 0.4uL de dNTPs (0.2mM), 1,3 uL de MgCl, (3,3mM), 0.25 puL de
la enzima Taq polimerasa (1,25 U/ml) (Taq platinum, Invitrogen) y 2ul. de ADN gendémico
(200 pg/ml). Se incluy6 un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN) para descartar
contaminacion. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la amplificacion: 94°C por 2
minutos, seguida por 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion a 94°C por
1 minuto, hibridacién a 63°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto. Después de
realizar el nimero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se realizé a 72°C por 10
minutos.

El producto de PCR (118pb para NALl o 171pb para NA2) se verifico en geles de
agarosa al 2% (Sigma), tefiiddos con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida se realizé a 100
V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pares de

bases (Axygen).

Analisis estadistico



Se realizd la prueba de equilibrio para la distribucion genotipica en el grupo control
de acuerdo a Hardy-Weinberg (H-W). La significancia (p) del desequilibrio de los
genotipos se calculd con la prueba de x*de acuerdo a la siguiente ecuacion:

y*=2(0-E) ¥/E

Donde O es el valor de las frecuencias observadas y E el valor de las frecuencias

esperadas. La significancia (p) del mismo se buscé en la tabla de y* con 1 grado de

libertad. Usando el programa Max Lik basado en el método de verosimilitud (133).

El estudio comparativo entre los individuos controles y los individuos infectados
con P. vivax para los polimorfismos mencionados fue realizado en base al calculo de:
Frecuencia genotipica y alélica

Las frecuencias genotipicas son el resultado del contaje directo de los genotipos que
poseen los individuos expresadas en porcentaje.

FG =n x 100/N

Donde: FG= frecuencia genotipica
n= ndmero de veces que se observa el genotipo
N= numero total de individuos

Las frecuencias alélicas para cada gen, fueron obtenidas por contaje directo a partir
de los genotipos asignados a cada individuo. Se determina el nimero de veces que se
observa el alelo y se divide entre dos veces el nimero total de individuos estudiados.
FA=n/2N
Asociacion

Se calcularon los valores de significancia (probabilidad p menor o igual a 0,05)
mediante la prueba exacta de Fisher en tablas 2x2, para evaluar las diferencias entre los
individuos control y los individuos infectados con P. vivax y establecer las asociaciones de
los genes CD32, CD16 con la infeccion El valor de p corregida (p;) se obtuvo
multiplicando el valor de p por el nimero de comparaciones efectuadas (130).

X?= n ({ad-bc} — % n)?

(a+c)(b+d)(at+b)(c+d)

Donde: X? = Ji-Cuadrado con correccion de Yates

n= numero total de individuos

a,b,c,d= valores numéricos de las celdas de la tabla 2x2
Odds Ratio



Estima cuantas veces mas frecuentemente ocurre la enfermedad en los individuos
portadores de los genotipos en cuestion, con respecto al grupo de individuos que no lo
tienen. El OR se calcul6é de acuerdo con la formula de Woolf (134) y para los casos que
presentaron valores iguales a cero se aplico la formula modificada por Haldane (135)

OR = Odds de exposicién en casos = a/b = ad

Odds de exposicion en controles cd bc

ax(@+hb)/bx(@a+hb)=ab
cx(c+d)/dx(c+d)= c/Md

Odds de exposicion en casos

Odds de exposicion en controles

Donde:
Factor de riesgo | Factor de riesgo Total
Presente Ausente
Casos A B athb
Control C D c+d
Total at+c b+d

a= numero de pacientes positivos para el factor de riesgo (alelo, genotipo, combinacion)
b= nUmero de pacientes negativos para el factor de riesgo

c= namero de individuos sanos positivos para el factor de riesgo

d=numero de individuos sanos negativos para el factor de riesgo



RESULTADOS

Distribucion de la poblacion segin los municipios estudiados

Al realizar el andlisis de la distribucién de la poblacion segun los municipios,

observamos que la mayoria de los individuos procedian del municipio Ribero (sanos:

27,77% e individuos infectados por P. vivax: 24,73%) (Tabla XI).

Tabla XI
Distribucion de la poblacion segin los municipios estudiados
Individuos
Municipios Individuos Infectados
Sanos P.vivax
n=54 % n=93 %
ARISMENDI 9 16,66 16 17,20
BERMUDEZ 11 20,37 18 19,35
BENITEZ 8 14,81 19 20,43
CAJIGAL 11 20,37 17 18,27
RIBERO 15 27,77 23 24,73

Nota: En los individuos sanos n=54 es el 100%, en los individuos infectados con P.vivax n=93 es el 100%



Examen parasitologico

El anélisis del examen parasitolégico (gota gruesa y extendido), mostré que los 54
individuos presuntamente sanos eran negativos para parasitos P. vivax. En los 93
individuos con malaria, las infecciones por P. vivax fueron confirmadas por Salud
Ambiental-Contraloria Sanitaria (Malariologia), asi como en la consulta de malaria en los

diferentes municipios, a través de gota gruesa y extendido (Figuras 7 y 8)
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Figura 7. Visualizacion de la muestra de sangre en lamina portaobjeto, a.- gota gruesa y b.-

extendido.

”.

Figura 8. Visualizacion del plasmodium en examen parasitolégico (a.-gota gruesa y b.-
extendido)

Deteccion de antimaléaricos en orina de individuos sanos



El andlisis de antimalaricos en orina mostr6 que los 54 individuos presuntamente
sanos eran negativos para los antimaléricos cloroquina (CQ) y su principal metabolito, la
desetilcloroquina (DCQ), quinina (QUIN) y amodiaquina (AMO). (Figura 9)
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Figura 9. Visualizacion de las muestras de orina en placa de aluminio recubierta con silica
gel (Merk-art 5553). El pozo 1 corresponde al control negativo. Los pozos 2 al 6
corresponden a los antimalaricos, el pozo 7 corresponde a control negativo, los pozos 8 al
11 corresponden al control positivo y los pozos 13 al 16 corresponden a las muestras de los

individuos sanos.

Evaluacion de la Integridad del ADN

En la Figura 10 se muestra los ADN gendmicos de algunos de los individuos incluidos
en el estudio. En cada carril del gel so colocé 2ul de buffer de carga mezclado con 5ul de
ADN, cuya concentracién fue previamente ajustada a 200 pg/ml. En uno de los carriles se

colocé como control 5ul (200 pg/ml) de fago lambda (Promega) sin digerir.




Figura 10. Evaluacion de la integridad del ADN gendémico. El pozo 1 corresponde al fago
lambda ajustado a 200 pg/ml (marcador de referencia) y los pozos 2 al 10 corresponden a

muestras de ADN de individuos, ajustadas a una concentracion de 200 pg/ml.

Genotipaje del grupo sanguineo Duffy en individuos sanos
En la figura 11,12, 13 y 14 se muestra un gel representativo de los productos del
PCR del gen Duffy variante Fya, variante Fyb, variante FY (alelo nulo, silente) y variante

FY (alelo nulo, silente en grupos étnicos negros), respectivamente.
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Figura 11. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del gen Duffy para la
variante Fya, en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X coloreado con bromuro de
etidio (sigma). El pozo 1 y 5 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb
(Ladder DNA marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos 2 al
4 corresponden a muestras de individuos donde se muestra la presencia de la banda de
ABO (control interno) y la presencia de la banda correspondiente al alelo Fya. Los pozos 6

y 7 corresponden a muestras de individuos negativos para el alelo Fya.

711pb
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Figura 12. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del gen Duffy, variante
Fyb, en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X coloreado con bromuro de etidio



(sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder DNA
marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos 3-4, 6-7
corresponden a muestras de individuos sanos donde se muestra la presencia de la banda de
ABO (control interno) y la presencia de la banda correspondiente al alelo Fyb. Los pozos 2

y 5 corresponden a muestras de individuos negativos para el alelo Fyb.
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Figura 13. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del gen Duffy, variante
FY (alelo nulo, silente) en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X coloreado con
bromuro de etidio (sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb (Ladder DNA marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos
2 al 6 corresponden a muestras de individuos sanos donde se muestra la presencia de la
banda del gen ABO (control interno) y la presencia y/o ausencia de la banda
correspondiente al alelo FY alelo nulo, silente.
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Figura 14. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del gen Duffy, variante
FY (alelo nulo, silente en grupos étnicos negros ), en un gel de agarosa al 2% en buffer
TBE 1X coloreado con bromuro de etidio (sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de

peso molecular de 100 pb (Ladder DNA marker) para determinar el tamafio del producto



amplificado. Los pozos 2 al 6 corresponden a muestras de individuos sanos donde se
muestra la presencia de la banda del gen ABO (control interno) y la presencia y/o ausencia
de la banda correspondiente al alelo nulo o silente FY, caracteristico de grupos étnicos

negros.

Al realizar el andlisis genotipico del grupo sanguineo Duffy, observamos que
estaban presentes los cuatro genotipos y fenotipos posibles. Siendo el genotipo y fenotipo
mas frecuente el Fy(a-b+) y Fy’Fy®, respectivamente. Presentando el alelo Fy° la mayor
frecuencia, seguido por el alelo Fy®. (Tabla XII)

De las 54 muestras de individuos presuntamente sanos, tres de ellas no amplificaron
para el control interno ni para el grupo sanguineo Duffy, quedando un total de 51
muestras. De estas 51 muestras, siete resultaron Duffy negativos, con un genotipo FyFy y
fenotipo Fy (a-b-). De los siete individuos Duffy negativos, cuatro presentaron el alelo
nulo silente caracteristico de caucasicos y tres el alelo nulo silente caracteristico de grupos
étnicos negros. Los individuos Duffy negativos fueron excluidos del grupo control, ya que
se ha reportado que dichos individuos son resistentes a la infeccion por Plasmodium vivax

(116), quedando en total 44 individuos presuntamente sanos.



TABLA XII
Distribucion de las frecuencias fenotipicas, genotipicas y alélicas del grupo sanguineo
Duffy en individuos sanos determinacion de la presencia del parasito Plasmodium sp.

en individuos sanos

Individuos
Genotipos  Fenotipos n=51 % Alelos n= 102 %
Fy*Fy? Fy(a+b-) 14 27,45 Fy? 40 39,21
FY'Fy"  Fy(a-b+) 18 35,29 Fy’ 48 47,05
FYy’Fy*  Fy(a+b+) 12 23,52 Fy 14 13,72
FyFy Fy (a-b-) 7 13,72

Para confirmar que los 44 individuos presuntamente sanos, que eran positivos para
el grupo sanguineo Duffy y negativos para antimalaricos, no habian sufrido infeccién por
P. vivax o P. falciparum, realizamos la deteccién del ADN mitocondrial de este parasito
por PCR.

En la figura 15 y 16 se muestra un gel representativo de los productos del PCR del

ADN mitocondrial de P.vivax y del ADN mitocondrial de P. falciparum, respectivamente
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Figura 15. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del ADN mitocondrial de
P.vivax, en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X coloreado con bromuro de etidio
(sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder DNA
marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos 2 y 3
corresponden al ADN mitocondrial de P.vivax de los controles positivos y los pozos 4y 5

corresponden a muestras de individuos sanos.

273pb

Figura 16. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del ADN mitocondrial de
P. falciparum, en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X coloreado con bromuro de
etidio (sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder
DNA marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. El pozo 2 corresponde
al ADN mitocondrial de P.falciparum (control positivo) y los pozos 3 y 4 corresponden a
muestras de individuos sanos.

Cinco de los individuos resultaron positivos para P. vivax, los cuales se excluyeron
del grupo control, quedando en definitiva 39 individuos sanos. Cabe destacar que este es
un método con alta sensibilidad y especificidad para la deteccidn de parasitos Plasmodium
(Tabla XII1).



Tabla X111

Deteccion de parasitos Plasmodium (vivax y falciparum) en muestras de individuos

presuntamente sanos

Plasmodium Muestras de individuos sanos (n=44)
Positivos Negativos Total
P. vivax 5 (11.36) 39 (88.63) 44
P. falciparum 0 44 (100) 44

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el porcentaje

Determinacion de 1gG especificas a Plasmodium vivax en plasma de individuos sanos

Al realizar la determinacion de IgG especifica a Plasmodium vivax en plasma de los 39
individuos presuntamente sanos, confirmamos que ninguno de ellos poseia anticuerpos

especificos contra Plasmodium vivax.

Determinacion de los niveles de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en sangre
de individuos sanos

Una vez confirmado que de 54 individuos presuntamente sanos, 39 eran positivos
para el grupo sanguineo Duffy, negativos para antimalaricos y negativos a la infeccion por
P. vivax o P. falciparum por PCR, se realiz6 una nueva salida de campo para tomar una
segunda muestra de sangre, con el fin de determinar los niveles glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) en estos individuos. De los 39 individuos solo se pudo contactar
34 porque cinco de ellos no se encontraban en el Estado Sucre en el momento de la
consulta. Se confirmé que los 34 individuos poseian niveles normales de glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.



Estimacion del equilibrio de Hardy Weinberg para la distribucion genotipica de los
polimorfismos estudiados en individuos sanos

La prueba de H-W se estimd para cada sitio polimdrfico por separado, ya que se
desconoce la fase gamética por ausencia de los datos familiares asociados a cada muestra.
Se pudo constatar la no existencia de equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribucion
genotipica de los sitios polimérficos estudiados en los genes FCGRIIA (CD32) vy
FCGRIIIB (CD16) (Tabla XIV)

Tabla XIV
Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para los polimorfismos estudiados en

individuos venezolanos sanos

Polimorfismo X? p de Fisher, Ig.l.
estudiado
H/REY | o
NAL/NA2 12,2304 *p<0,05

*significativo; g.l.: grado de libertad

Polimorfismo NA1/NA2 del gen FCGRIIIB (CD16) en individuos sanos e individuos
infectados con P. vivax
En la figura 17 y 18 se muestra un gel representativo de los productos del PCR para

la variante NA1 y NA2 del gen CD16, respectivamente.
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Figura 17. Visualizacion de los productos amplificados por PCR de los genes CD16,
variante NAL, y S-globina en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X coloreado con
bromuro de etidio (sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb (Ladder DNA marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos 2
al 7 corresponden a de individuos donde se muestra la presencia de la banda de /-globina

(control interno) y la presencia y/o ausencia de la banda correspondiente al alelo NA1

286 pb
171 pb

Figura 18. Visualizacion de los productos amplificados por PCR de los genes CD16,
variante NA2, y S-globina en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X coloreado con
bromuro de etidio (sigma). El pozo 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb (Ladder DNA marker) para determinar el tamafio del producto amplificado. Los pozos
2 al 10 corresponden a muestras de individuos donde se muestra la presencia de la banda
de p-globina (control interno) y la presencia y/o ausencia de la banda correspondiente al

alelo NA2.



En ambos grupos (infectados y sanos) se detectd la presencia de solo dos de los tres
genotipos posibles: NAL/NA1 y NA1/NA2, siendo el genotipo heterocigoto NA1/NA2 el
mas frecuente. Al comparar las frecuencias genotipicas entre los individuos infectados con
P. vivax e individuos sanos, asi como las frecuencias alélicas no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (tabla XV)

Tabla XV
Frecuencias del polimorfismo NA1/NA2 del gen CD16 en individuos sanos e

individuos infectados con P. vivax

Individuos OR
CD16 Individuos infectados IC 95 %
(NAL1/NA2) sanos P.vivax P
n=34 n=93
Genotipos
NAL1/NA1 23.5(8) 20.4 (19) 0.83 Ns
NAL1/NA2 76.5 (26) 79.6 (74) 1.19 Ns
Alelos
NA1l 61.8 (42) 60.2 (112) 0.93 Ns
NA2 38.2 (26) 39.8 (74) 1.06 Ns

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces que se repite el alelo o el nimero de
individuos portadores de un genotipo para el sitio polimérfico estudiado. La frecuencia estd expresada en porcentaje.

p<0.05: significativo, ns: no significativo



Polimorfismo NA1/NA2 del gen FCGRIIIB (CD16) en individuos sanos e individuos
infectados con P. vivax tomando en cuenta los episodios.

Los individuos infectados con P.vivax, independientemente del nimero de
episodios, presentaron dos de los tres genotipos posibles: NAL/NAL1 y NA1/NAZ2, siendo el
genotipo heterocigoto NA1/NA2 el méas frecuente, seguido por el genotipo NAL/NAL.
Presentando el alelo NA1 una mayor frecuencia con respecto al alelo NA2. (Tabla XV1)

Tabla XVI

Frecuencias del polimorfismo NA1/NA2 del gen CD16 en individuos sanos e

individuos infectados con P. vivax tomando en cuenta los episodios.

CD16 Individuos 1 Episodio 2-6 Episodios 7 0 Mas
n=34 N=5
Genotipos
NA1/NA1 23.5(8) 20 (7) 18.9 (10) 40 (2)
NA1/NA2 76.5 (26) 80 (28) 81.1 (43) 60 (3)
Alelos
NA1 61.8 (42) 60 (42) 59.4 (63) 70 (7)
NA2 38.2 (26) 40 (28) 40.6 (43) 30 (3)

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces que se repite el alelo o el nimero de

individuos portadores de un genotipo para el sitio polimorfico estudiado. La frecuencia esta expresada en porcentaje.

Al establecer comparaciones de las frecuencias genotipicas entre los individuos sanos y los
diferentes grupos de pacientes, agrupados de acuerdo al nimero de episodios, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas. (Tablas XVII-XV111-XIX)



Tabla XVII

Frecuencias del polimorfismo NA1/NA2 del gen CD16 en individuos sanos e

individuos infectados con P. vivax tomando en cuenta 1 episodio

n=34
Genotipos
NA1/NA1 23.5(8) 20 (7) 0.83 Ns
NA1/NA2 76.5 (26) 80 (28) 1.19 Ns
Alelos
NA1l 61.8 (42) 60(42) 0.92 Ns
NA2 38.2 (26) 40(28) 1.07 Ns

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces que se repite el alelo o el nimero de
individuos portadores de un genotipo para el sitio polimdrfico estudiado. La frecuencia esta expresada en porcentaje.

p<0.05: significativo, ns: no significativo



Tabla XVIII

Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo NA1/NA2 del gen CD16 en

individuos sanos e individuos que han presentado 2 a 6 episodios de infeccion por P.

vivax
n=34
Genotipos
NA1/NA1 23.5(8) 18.9 (10) 0.75 Ns
NA1/NA2 76.5 (26) 81.1 (43) 1.32 Ns
Alelos
NA1l 61.8 (42) 59.4 (63) 0.90 Ns
NA2 38.2 (26) 40.6 (43) 1.10 Ns

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces que se repite el alelo o el nimero de
individuos portadores de un genotipo para el sitio polimorfico estudiado. La frecuencia estad expresada en porcentaje.

p<0.05: significativo, ns: no significativo



Tabla XIX

Frecuencias del polimorfismo NA1/NA2 del gen CD16 en individuos sanos e

individuos infectados con P. vivax tomando en cuenta 7 episodios

CD16 Individuos 7 0 mas ORIC
(NAL/NAZ) Sanos Episodios 95% P
n=34 n=5
Genotipos
NA1/NA1L 23.5 (8) 40 (2) 2.16 Ns
NA1/NA2 76.5 (26) 60 (3) 0.46 Ns
Alelos
NA1 61.8 (42) 70 (7) 1.44 Ns
NA2 38.2 (26) 30 (3) 0.69 Ns

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces que se repite el alelo o el nimero de
individuos portadores de un genotipo para el sitio polimorfico estudiado. La frecuencia estd expresada en porcentaje

p<0.05: significativo, ns: no significativo

Polimorfismo H/R™ DEL GEN FCGRIIA (CD32) en individuos sanos e individuos
infectados con P. vivax.

En la figura 19 se muestra un gel representativo de los productos del PCR para la
variante H/R™! del gen CD32.



Figura 19. Visualizacién de los productos de amplificacién (PCR) de los genes CD32 H/R™
y HGH en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio (sigma).
En el pozo 1 se observa el marcador de peso molecular de 100pb (Ladder DNA marker) para
determinar el tamafo del producto amplificado. Se incluyd, ademas, un control negativo para
descartar contaminacion (pozo 9). Los pozos 3 al 8 corresponden a muestras de individuos
donde se observa la presencia del control interno (HGH) y la presencia y/o ausencia de las
bandas correspondientes al alelo H*! o R*! (253ph), dependiendo del iniciador utilizado
(H131 0 R131)

En ambos grupos (infectados y sanos) se detectd la presencia de solo uno de los

tres genotipos posibles: el genotipo heterocigoto H/R™.

Combinacion de las variantes H/R*" Y NA1/NA2 en individuos sanos e individuos
infectados con P. vivax

En la tabla se muestra la frecuencia de los genotipos resultantes de la combinacion
de los genotipos NA1/NA1l y NA1/NA2 del gen FCGRIIIB (CD16) con el genotipo
heterocigoto H/R™! del gen FCGRIIA (CD32) (Tabla XX). Al establecer comparaciones

entre ambos grupos de individuos estudiados no se observaron diferencias significativas.



Tabla XX
Frecuencias de las combinaciones genotipica H/R***-NA1/NA2 en individuos sanos e

individuos infectados con P. vivax

H/R™!- NAL/NA1 23.5(8) 20.4 (19) 0.83 Ns

H/RP-NAL/NA2 76.5 (26) 79.6 (74) 1.19 Ns

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el ndmero de individuos portadores de un genotipo. La
frecuencia est4 expresada en porcentaje. p<0.05: significativo, ns: no significativo



DISCUSION

La infeccion por Plasmodium vivax provoca una respuesta inmune especifica,
estimulando la secrecion de citoquinas de las células T y otras células mononucleares, que
podrian tener un papel importante en la eliminacién del parasito mediante la activacion de
los mecanismos inmunes efectores. Esta produccion de citoquinas es un importante
estimulo de la fagocitosis que mejora la eliminacion de los eritrocitos parasitados, pero las
citoquinas inflamatorias también median las alteraciones patoldgicas que determinan la
manifestacion de los sintomas. En la malaria por P. vivax, las citoquinas son liberados
después de la ruptura de esquizontes, y se han detectado niveles elevados de TNF que es
liberado en forma de pulsos en el paroxismo sincrénico de la malaria por P. vivax y que al
parecer estd involucrado en la patogénesis de la fiebre en la malaria. Ademas, en la
malaria por P. vivax se han detectado otras citoquinas, incluyendo IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12. Recientemente, se demostro la participacion de células T reguladoras
en la infeccion por P. vivax sugiriendo que el equilibrio entre citoquiinas pro y anti-
inflamatorios se requiere para controlar las alteraciones patolégicas. (136)

Ademas, la adquisicion de inmunidad a paréasitos de malaria del estado sanguineo
depende de mecanismos mediados por células y anticuerpos. La unién de anticuerpos
citofilicos a células efectoras dispara respuestas efectoras que causan la muerte de los
parésitos, tales como opsonizacion y fagocitosis de parasitos extracelulares o células rojas
parasitadas (pRBC), y mecanismos igual a citoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC),
conocidos como inhibicion celular dependiente de anticuerpos (ADCI) de parasitos
intracelulares (55).

Dada que la infeccién por P. vivax afecta notablemente la actividad productiva de
la poblacion econémicamente activa y el rendimiento escolar, acarreando obstaculos al
desarrollo social y economico (4), se han desarrollado diferentes técnicas de diagnotico.

Para realizar el diagndstico de malaria hay que tomar en cuenta como eje
fundamental el diagndstico epidemioldgico, clinico y parasitologico. La gota gruesa y el
extendido, realizados en una misma lamina, constituyen la prueba de eleccion en el
diagnostico de la malaria (36, 122, 123). Este método tiene una sensibilidad (92-98%) y
especificidad (85-99%) aceptables, ademas, permite la identificacion de la especie y el
estadio de desarrollo del parésito, suministra informacién sobre la viabilidad del parasito

identificado e incluso permite la cuantificacion de los parasitos (36). La microscopia (gota



gruesa y extendido) puede detectar 5-20 parasitos por pl™ de sangre (137,138), pese a su
sencillez y su bajo costo requiere microscopistas bien entrenados. Por ello, en nuestra
investigacion se realizo la gota gruesa y el extendido en 147 individuos, agrupados en 54
individuos sanosy 93 individuos que sufrieron infecciones por P. vivax, en estos ultimos
la infeccidn fue confirmada por Salud Ambiental-Contraloria Sanitaria (Malariologia).

Posteriormente, con la finalidad de verificar que los individuos sanos que
participaron en el estudio no estaban consumiendo antimalaricos en forma profilactica, y
que la no infeccidn por P. vivax era debida al consumo arbitrario de estos medicamentos,
se realizd la determinacion de antimalaricos en orina, no encontrandose ningun caso
positivo, exceptuando los controles positivos utilizados. En Venezuela la distribucién de
antimalaricos esta controlada por el Ministerio del Poder Popular para la Salud,
corroborando que al menos en esta zona del pais, no existe el consumo libre de
antimalaricos.

Una vez descartado que los individuos aparentemente sanos no usaban
antimalaricos, procedimos a utilizar un método de diagndstico mas sensible para detectar
la presencia de paréasitos Plasmodium, para ello utilizamos un simple y sensible método de
PCR para la deteccion de P. vivax y P. falciparum, por la amplificacién de una secuencia
de ADN mitocondrial. EI nimero de copias del genoma mitocondrial por células varia
desde 100 hasta 1000, dependiendo del tejido y el organismo investigado (139, 140, 141).
Se ha reportado que este método posee una sensibilidad y especificidad del 100%,
demostrando que este puede ser un buen método de diagnostico, sobre todo porque sélo
implica un paso, lo que lo hace menos laborioso y més rapido en comparacion con los de
PCR anidada (127). En nuestro estudio 5 (11.36%) de los individuos que conformaban el
grupo control sano, dieron positivos a P. vivax, so6lo por PCR, indicando que una
proporcion de la poblacién que vive en zonas endémicas puede estar infectada, aunque no
necesariamente muestren la sintomatologia caracteristica de la infeccion. En Venezuela, la
mayoria de los casos de malaria son causados por Plasmodium vivax, como lo indica el
reporte epidemioldgico semanal, donde se reporta que es 15,8% de las infecciones son por
P.vivax y 0% por P.falciparum (22). Posteriormente, procedimos a determinar, en los
individuos presuntamente sanos, la presencia de anticuerpos especificos contra P. vivax
para confirmar que estos individuos no habian sufrido infeccion.

Dado que la malaria es la enfermedad infecciosa con mayor evidencia de asociacién
entre factores genéticos del hospedero y el genotipo del parasito, interfiriendo con el riesgo

de infeccién y el desarrollo de complicaciones graves de la enfermedad, procedimos a



realizar la determinacién de los niveles de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
los individuos presuntamente sanos, para confirmar que la no infeccion no se debia a la
presencia de una mutacion o polimorfismo en el hospedero que le estaria confiriendo una
ventaja de sobrevivida al protegerle contra la infeccion, tal como ocurre con la deficiencia
de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Recientemente, en un estudio caso-control
se demostré que la deficiencia de G6PD, ya sea proporcionada por el fenotipo o el
genotipo, se asocia con proteccion contra la infeccion por P. vivax (142).

Trabajos previos han reportado que el antigeno Duffy es el Unico receptor de
Plasmodium vivax. Se ha reportado que individuos negros africanos y sus descendientes
son resistentes a la infeccion por este parasito, resistencia debida a una mutacion en la
region promotora del gen Duffy, la cual bloquea su transcripcion en los eritrocitos (143).
La frecuencia de los fenotipos duffy positivos Fy (a+b+), Fy (a+b-) y Fy (a- b+) es elevada
en Asia y en poblaciones de raza blanca, mientras que la frecuencia del fenotipo duffy
negativo Fy (a-b-) es mayor en negros y en poblaciones africanas (144). Olsson y
colaboradores reportaron que los alelos Fy* y Fy® estaban presentes en personas de origen
europeo y asiatico, mientras que el alelo Fy nulo estaba presente en glébulos rojos de
personas de origen africano (112). Otro estudio caso-control, el de Cavasini y
colaboradores, reportd que las personas con fenotipos Fy (a+ b+), Fy (a+ b-) y Fy (a-b+)
eran igualmente susceptibles a la infeccién por P. vivax, mientras que aquellos con el
fenotipo Fy (a-b-) eran totalmente refractarios a este parasito (117). Asimismo, diferentes
estudios han establecido asociaciones entre individuos con genotipos Fy*Fy® y
susceptibilidad a malaria y alta densidad de parasitos (115).

En virtud de ello, realizamos el genotipaje del grupo sanguineo duffy en el grupo de
individuos sanos. Al analizar nuestros resultados observamos los cuatro fenotipos posibles:
Fy (atb-), Fy (a-b+), Fy (atb+) y Fy (a-b-), siendo los tres primeros fenotipos los méas
frecuentes en nuestra poblacion. Sin embargo, siete individuos (13.72%) presentaron el
fenotipo Fy (a-b-), los cuales fueron excluidos del estudio ya que reportes previos han
indicado que los individuos con este fenotipo son totalmente refractarios a la infeccién por
P. vivax (117)

Entre otros desordenes hematologicos que pudiesen estar afectando la
susceptibilidad a la infeccion por Plasmodium, cabe destacar que en el Estado Sucre la
variante S de la hemoglobina estd distribuida en nueve municipios, teniendo mayor
incidencia en el Municipio Ribero, cuya capital es el pueblo de Cariaco, donde se ha

reportado una frecuencia de 5,1% de heterocigotos HBB*A/HBB*S. Segun este estudio la



frecuencia de portadores en el Estado Sucre es de 2,9% HBB*A/HBB*S; 0,5
HBB*A/HBB*C y 0,2 beta talasemia (145). No obstante, a pesar de la amplia distribucion
de la hemoglobina S en el estado Sucre, los individuos incluidos en nuestro estudio no eran
portadores de esta variante de la hemoglobina, de acuerdo a los datos registrados en sus
historias clinicas.

Una mayor comprension de los mecanismos de inmunidad de la malaria ayuda
considerablemente el desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas y de vacunacion. El
estudio de la genética es importante para comprender cOmo son esos mecanismos de
proteccion y mejorar nuestra comprension de la patogénesis de esta compleja enfermedad
(96)

Como una contribucién a los aspectos sefialados anteriormente, la realizacion de
este trabajo presenta un aporte para tratar de comprender en la poblacion venezolana, los
posibles rasgos genéticos que pudiesen estar jugando un papel importante en la
susceptibilidad y/o proteccién a la infeccion o a la clinica causada por el P. vivax.

Trabajos previos han reportado que el Fcy designado como: FcyRIIA (CD32), se
cree juega un papel importante en el desarrollo de las respuestas efectoras mediadas por
monocitos y macrofagos contra los parasitos de malaria, especificamente los de los
estadios sanguineos (55). Debido a que el receptor FcyRIIA-H™! es el Gnico alotipo que
interactta eficientemente con la 1gG2 especifica contra el parasito, este pudiese o no
determinar la cooperacion con la respuesta inmunitaria celular durante la malaria en su
estadio sanguineo (55).

Se han reportado variantes polimorficas que incrementan la expresion o afinidad de
los receptores FcyR por su ligando, es decir, la porcion Fc del subtipo IgG. Dichas
variantes aumentan la habilidad de los receptores FcyR para unirse a isotipos IgG
especificos, que pudiesen estar jugando un papel importante: 1.- en la inflamacién mediada
por complejos inmunes que contienen IgG vy, 2.- en la susceptibilidad a infecciones
especificas que pueden estar asociada con el desarrollo de enfermedades
vasculares/inflamatorias (146).

Hasta la fecha se han descrito un nimero limitado de polimorfismos en el gen
CD32 (FCGRIIA). Uno de estos polimorfismos guia a una sustitucion de Arginina (R) por
Histidina (H) en la posicion 131 del receptor CD32, alterando su afinidad por su ligando
(porcidn Fc de 1gG) y disminuyendo su capacidad para unir anticuerpos del subtipo 1gG2.

131
R

Ambos alotipos H**! y se unen a subtipos IgG1 e 1gG3, pero se ha reportado que el

alotipo H'*! posee mayor afinidad para subtipos 1gG2 e IgG3 con respecto al alotipo R™.



En este sentido se ha descrito que el alotipo H™! es esencial para la depuracién de
complejos inmunes que contienen subtipos 1gG2 y la fagocitosis de microorganismos
opsonizados con este subtipo de 1gG (81,82). Como consecuencia, el polimorfismo R/H'!
estd asociado con la predisposicion a: 1.- enfermedades autoinmunes, tales como lupus
eritematoso sistémico y sindrome antifosfolipido, que resultan de la deposicién de
complejos inmunes (83), 2.- infecciones causadas por bacterias encapsuladas, cuyo
eliminacién depende, en gran medida, de la fagocitosis mediada por 1gG2 (84, 85).

Con respecto a la malaria varios estudios han establecido asociaciones de diferentes
alelos de los genes FCGRs y malaria grave por P. falciparum. Shi, y colaboradores
observaron que en zonas de alta densidad de parésitos, los nifios que poseian el genotipo
CD32-R/R™! eran significativamente menos propensos a la infeccién por P. falciparum,
en comparacion con los lactantes con el genotipo CD32-H/R'! (118) Considerando que el
receptor CD32 est4 implicado en el desarrollo de la malaria y que la variante R/R**
disminuye la afinidad del receptor por anticuerpos del subtipo 1gG2, se podria inferir que
la presencia de dicho genotipo puede conferir proteccion de la enfermedad por malaria.

Cabe mencionar, tres estudios casos-control que demostraron una significante

asociacion entre individuos homocigotos H/H'®

y la incrementada morbilidad a P.
falciparum en diferentes poblaciones (96, 98, 147). Estas evidencias podrian explicarse
como consecuencia de un incremento de la activacion del sistema inmune, debido al
acoplamiento de CD32-H™! a un amplio repertorio de subclases de IgG, conllevando a la
liberacion de altas concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias que favorecen
mecanismos patogénicos que conducen al desarrollo de enfermedades vascular-
inflamatorias (96).

Otro estudio caso- control, estudiaron el polimorfismo CD32- H/R'! en nifios que
presentaban malaria aguda, pero no se observo que estuviese implicado con el desarrollo
de anemia grave por malaria (119). Nasr y colaboradores estudiaron este mismo
polimorfismo en grupos étnicos Fulani y no Fulani del este de Sudan y concluyeron que el
genotipo R/R™! estaba asociado con un mayor riesgo a desarrollar malaria severa, (148),
en contraste en individuos de la India, el genotipo H/H™! al parecer protege contra la
manifestacion de la enfermedad (149).

Aunque el impacto del polimorfismo H/R*® en la evolucion clinica de la malaria ha
sido demostrado en varios estudios realizados en diferentes poblaciones del mundo
(Africa y Asia) (95, 96, 98, 118, 149, 150, 151, 152). Nasr y colaboradores, reportaron la

importancia de las diferencias genéticas entre las poblaciones estudiadas, asi como



diferencias en genes, medio ambiente y patrones de transmision de la malaria en las
diferentes areas de estudio (152).

Considerando el papel del polimorfismo del gen CD32 en la malaria por P.
falciparum, quisimos analizar el polimorfismo H/R™! de este gen en pacientes con malaria
por P. vivax, asi como el polimorfismo Nal/Na2 del gen CD16.

Al analizar el polimorfismo del gen CD32, observamos la presencia de un solo

genotipo, el genotipo heterocigoto H/R*®

, en la poblacion estudiada del Estado Sucre, en
contraste a los resultados encontrados en poblacion venezolana general, en la cual se
observé la presencia de los tres genotipos: H/H™!, R/R™ y H/R™ presentando el
genotipo heterocigoto H/R™! la mayor frecuencia (Datos no publicados, Guadarrama
2010) (153). En Venezuela hay muy pocos estudios que estiman el mestizaje, €sos
estudios proporcionan resultados notoriamente diferentes de acuerdo a la region analizada,
porque aunque hubo un proceso de mestizaje intenso en el pais, éste no fue homogéneo a
través del territorio. Datos de diferentes regiones del pais (Tabla XXI) muestran que el
componente europeo es siempre el mas alto, sobre un 42%, mientras que el mayor
componente nativo americano estimado es de 35%. Siendo el componente Africano el mas

variable, con valores entre 0 y 25% (154).



Tabla XXI

Estimacion del porcentaje de mestizaje en diferentes poblaciones venezolanas

Caracteristicas de la

» n N.Am  Eur. Afr. Referencia
poblacién
Distrito Federal  Alto Estatus Social 60 10% 85% 5% Martinez (3)
Distrito Federal ~ Bajo Estatus Social 50 35% 46% 19% Martinez (2003)
Vivenes de Lugo et
Sucre y Nueva 75 17% 65% 18%
al. (2004)
Esparta
o _ _ Rodriguez-Larralde
Multi-regional Diferentes regiones 997-7842 24-33% 42-73% 0-25%
etal. (2001)
de Venezuela
Poblacion de
_ _ Castro de Guerra et
Miranda Panaquire 75 26% 15% 59%

descendientes en su

mayoria Africanos

al. (1996)

Simmons y col., 2007. n= el nimero de individuos estudiados; N. Am: Componente Indigena; Eur:

Componente Europeo; Afr: Componente de Africano

Como se puede observar en la tabla anterior, la poblacion del estado Sucre posee un

alto porcentaje de componente europeo (65%), seguido por el componente africano (18%)
y nativo americano (17%) (155). Estudios previos han demostrado que el estado Sucre
muestra uno de los niveles mas altos en la diversidad de haplotipos intrapoblacional (62%)
(156). Hoy en dia, las personas descendientes de europeos tienden a habitar las ciudades
mas grandes de Venezuela, como Caracas, Valencia y Maracaibo, mientras que las
personas descendientes de africanos viven cerca de la costa y los nativos americanos, por
lo general, viven en las zonas méas remotas y aisladas del pais, como el Amazonas y los

estados Apure, Anzoategui, Bolivar, Delta Amacuro, Monagas, Sucre y Zulia (154)


http://www.informaworld.com/smpp/section?content=a770388982&fulltext=713240928#CIT0015#CIT0015
http://www.informaworld.com/smpp/section?content=a770388982&fulltext=713240928#CIT0015#CIT0015
http://www.informaworld.com/smpp/section?content=a770388982&fulltext=713240928#CIT0028#CIT0028
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http://www.informaworld.com/smpp/section?content=a770388982&fulltext=713240928#CIT0007#CIT0007

La distribucién de los alotipos CD32-H**' y -R™! varia ampliamente entre grupos
étnicos. Los homocigotos H'*/H™' son mas frecuentes entre asiaticos orientales que en
caucasicos (157), siendo muy raro en amerindios de Amazonia (99). Mientras, que la
frecuencia de la variante R™/R™' varfa significativamente, siendo poco comin en
poblaciones de Asia (6-10%) con respecto a poblaciones de Africa, Europa, India, Norte y
Sur Ameérica (23-37%) (98, 158). Considerando el mestizaje que ha sufrido nuestra
poblacién vemos que las frecuencias de los genotipos H/R*! (52,24%), R™¥/R** (30,60%)
y H131/H131 (17,16%) observados en poblacion venezolana general (Datos no publicados,
Guadarrama 2010) (153), no difieren significativamente de las frecuencias reportadas en
Americanos-Africanos [H/R™! (44,9%), R™YR™' (36,4%) y HB¥YH™' (18, 6%)] y
Caucésicos [H/R™! (42,4%), R™YR™! (33,9%) y H**Y/H™! (23, 6%)] (159). Sin embargo,
a pesar del alto porcentaje del componente europeo en el Estado Sucre (155), observamos
en la poblacién que estudiamos de dicho estado la presencia de un solo genotipo, el

genotipo heterocigoto H/R**

, muy diferente a lo reportado en la literatura.

Los aloantigenos de neutréfilos estan asociados con muchas condiciones de
neutropenia clinica e inmunoldgica, insuficiencia respiratoria relacionada con la
transfusion (TRALI), la refractariedad a transfusién de granulocitos, y las reacciones
febriles a la transfusién. En la Gltima década ha progresado considerable la caracterizacién
de aloantigenos que participan en estas condiciones clinicas. En la actualidad siete
antigenos son asignados a cinco sistemas de antigenos de neutréfilos humanos (HNA). Los
antigenos HNA-1a, HNA-1b y HNA-1c fueron identificados como formas polimorficas de
FcyRIIIb (CD16b), codificadas por tres alelos. (160).

Para el gen CD16 se han reportado tres formas alélicas: NA1, NA2 y HNA-1c (SH).
El polimorfismo NAL1/NA2 del gen CD16 ha sido estudiado por la marcada influencia que
ejercen sobre la capacidad fagocitica de los neutrdfilos. Se ha descrito que los neutro6filos
con el genotipo NA2/NA2 presentan una actividad fagocitica més baja con respecto al
genotipo NAL/NA1l. Por otra parte, los receptores CD16 y CD32 pueden estar
simultaneamente relacionados para iniciar las sefiales de la activacién celular. De tal
manera, que el polimorfismo de CD16 designado como CD16-NA1/NAZ2 dirige la funcidn
de CD32 de una manera alelo-especifica. Por lo tanto, neutréfilos con el genotipo CD16-
NA2/NA2, muestran una menor actividad fagocitica mediada por CD32 que aquellos
neutréfilos que presentan el genotipo homocigoto CD16-NAL1/NAL (81). En virtud de ello,
estudiamos el polimorfismo del gen CD16. Al analizar nuestros resultados se observaron
solo dos de los tres genotipos posibles: NA1/NAL1 y NA1/NA2. En contraste a los



resultados encontrado en poblacidn venezolana general, en la cual se observoé la presencia
de los tres genotipos posibles: NAL/NAL1, NA2/NA2 y NAL1/NA2, siendo el genotipo
heterocigoto NAL/NA2 el mas frecuente (75,37%), seguido por el genotipo NA1/NA1
(21,64%) y finalmente el genotipo NA2/NA2 (2,99%) (Datos no publicados, Guadarrama
2010) (152). Al establecer comparaciones entre individuos sanos e individuos infectados
con P. vivax, no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Asimismo, al
realizar el analisis comparativo entre la frecuencia de los genotipos en individuos sanos y
pacientes con diferente nimero de episodios malaricos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas.

Omi y colaboradores, en un estudio caso-control asociado a malaria, no observaron
una asociacion significativa de los polimorfismos CD32-H/R**! ni CD16-NA1/NA2 con la
severidad de malaria en individuos Tailandeses. No obstante, hallaron que la presencia del

alelo NA2 y el genotipo homocigoto H/H'®

estaban asociados con la susceptibilidad a
malaria cerebral. Estos hallazgos sugieren que la combinacion de las variantes CD32-
H/R™! y CD16-NA1/NA2 tienen un efecto interactivo sobre la defensa del hospedero
contra malaria (98). Sin embargo, al realizar el analisis comparativo de las frecuencias de
las combinaciones genotipicas de la variante H/R131 del gen CD32 con los genotipos de la
variante NA1/NA2 del gen CD16 en nuestros grupos de estudio no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

A pesar que los resultados obtenidos sugieren que las variantes estudiadas, CD32-
H/R™! y CD16-NA1/NA2, no estan involucradas en la infeccion causada por el parasito P.
vivax, este trabajo representa el primer estudio realizado en pacientes con malaria por
Plasmodium vivax. Sin embargo, seria importante estudiar la variabilidad de otros genes
candidatos (genes HLA, genes no HLA) que pudiesen estar jugando un papel importante
en los mecanismos de defensa del hospedero contra la infeccion por vivax al afectar la

inmunidad mediada por celulas y la estimulacion de la cascada inmunoldgica protectora.



CONCLUSIONES

1.- La ausencia de infeccién por P.vivax en individuos con mas de 10 afios viviendo en
municipios del estado Sucre, endémicos para malaria, no se debia: al consumo de
antimalaricos en la poblacién estudiada, a la ausencia del antigeno Duffy, a la presencia de

hemoglobinopatias y a la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

2.- Los resultados obtenidos sugieren que las variantes estudiadas CD32-H/R131 y CD16-
NA1/NA2 no estan asociadas con susceptibilidad o proteccion a la infeccién o clinica
causada por P. vivax. Sin embargo, no se puede descartar que la variabilidad de otros genes
candidatos (genes HLA, genes no HLA) pudiesen estar jugando un papel importante en
los mecanismos de defensa del hospedero contra la infeccion por P. vivax al afectar la

inmunidad mediada por células y la estimulacion de la cascada inmunolégica protectora.
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ANEXOS

Ne° Historia Clinica

Nombre y Apellido:

Fecha de Consulta:

C.l: Edad: Sexo: M F
Soltero [ Casado [ Con pareja Viudo [] Divorciadol] Ocupacion:
Lugar de Nacimiento.
Sector: Municipio Parroquia
Afios en el Sector: Lugar de donde procede:
Teléfono CANTV Celular:
Direccion (punto de referencia):
Motivo de Consulta: SI | NO | Antecedentes personales | SI | NO

Embarazo
Hepatomegalia. Cefalea
Esplenomegalia. Convulsién
Anemia por malaria (MA) Anemia

Hemoglobinopatias

Desmayos

Fiebre/escalofrios

Hipertension Arterial

Enfermedad Actual

Diabetes




Obesidad

Infeccién por P.vivax

Inmunosupresion

Tumores

HIV

Alcoholismo

Fumador

Transplantados

Tto. Inmunosupresor

Tto anticoagulante

Tto con esteroides

Datos Epidemioldgicos

Enfermedades Familiares

Sl

NO

Usa antimalaricos

Usa repelentes

Hipertensién Arterial

Usa mosquiteros para dormir Diabetes
Tiene picadas de mosquitos Obesidad
¢ Se expone sin proteccion? (Sin mangas largas, sin Cancer

repelentes, horas vespertinas)

Ventanas con malla metalica

Psiquiatricos

Algun vecino a tenido malaria

Otros:

Examen Fisico Fecha:

TA: Peso: Talla:

IMC (peso/talla®):




Escalofrios

Sudoracion Profusa

Debilidad

Dolor abdominal a la palpacion superficial

Dolor abdominal a la palpacion profunda

Hepatomegalia

Esplenomegalia

Ubicacion del dolor:

Hepatometria

Linea Paraesternal lzquierda

Linea medioclavicular

Linea axilar anterior

Esplenomegalia (indice de BOYD)

0=Bazo normal o no palpable (Bazo negativo)

1= Bazos palpables solo cuando el sujeto inspira profundamente

2= Bazos palpables sin la ayuda del sujeto, que no pasan en punto medio entre el reborde costal

y una linea horizontal a través del ombligo.

3=Bazos que se proyectan mas alla del punto medio anterior, hasta el nivel del ombligo, pero no

mas alla de él.

4= Bazos por debajo del nivel umbilical, pero que no sobrepasan el punto medio de su distancia a

la linea de la sinfisis del pubis.

5=Bazos mas grande que los anteriores




Examenes de laboratorio

Gota gruesa Yy carga parasitaria:

Extendido y tamafio de los globulos rojos

Glicemia en ayunas/ o post-pandrial

Hematocrito

Diagnostico Parasitologico Final

SI NO

Fecha

Malaria por P. vivax

Mixta

Sin Malaria

------- Modelo de reporte de resultados----




Instituto de Medicina Tropical
Facultad de Medicina
Universidad Central de Venezuela
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
Telfs: 0212-504-11-63

Fecha:

Nombres y Apellidos:

C.l: Edad: Sexo:

Direccion:

Gota gruesa y Extendido:

Glicemia:

Hematocrito:

Diagndstico:

Observaciones:

Firmay Sello
INFORMACION PARA LOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO GRUPO
CONTROL

La Seccion Inmunogenética del Laboratorio de Fisiopatologia, del Centro de Medicina
Experimental, del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) va a llevar a



cabo el proyecto de investigacion titulado“Influencia de la variabilidad genética de los

receptores de inmunoglobulina G en la infeccion por Plasmodium vivax.”

Para realizar la investigacion sefialada, se contara con dos grupos de participantes: uno no
infectado por el pardsito P. vivax (grupo control) y otro grupo que presenta la infeccion
por el parasito P. vivax (pacientes).

Su participacion en el proyecto, como individuo sano, consiste en donar una muestra de
sangre de 10 mL. Esta muestra se le extraera de la vena de la region anterior del antebrazo,
previa desinfeccion del area de la piel, por una persona capacitada en este procedimiento.
Para la prueba parasitoldgica gota gruesa y el extendido, glicemia y hematocrito, se
tomara una muestra de sangre del l6bulo de la oreja o de la yema de los dedos. Se realizara
examen fisico para evaluar alteraciones en higado y bazo, el resultado se registrara en la
historia clinica correspondiente. En caso de presentarse algin problema o tener cualquier
pregunta que tenga en relacion con este estudio, le serd respondida oportunamente por la
médica Rosa N. Garcia L., investigadora participante en el estudio, con quien se puede

comunicar por el teléfono: 0412-7096887.

La direccion de epidemiologia del Ministerio del Poder Popular para la Salud,
proporcionara los medicamentos anti-malaricos a los Hospitales y a los ambulatorios, o a
cualquier individuo que sea diagnosticado durante esta investigacion. Los médicos
internistas y epidemio6logos de las instituciones de salud en las cuales trabajaremos se
hacen responsables y garantizan que el tratamiento de los pacientes positivos para

Plasmodium sea cumplido.

La muestra sanguinea a donar asi como la informacion que suministre al equipo de
investigadores sera utilizada para determinar: si existen factores de riegos para contraer la
infeccion por parasitos de malaria. (P. vivax ) Las muestras seran almacenadas y
custodiadas por la Dra. Mercedes Fernandez-Mestre en el Laboratorio de Fisiopatologia
del IVIC, para ser utilizadas en futuras investigaciones, que permitan conocer mas acerca
de enfermedades infecciosas, tales como la Malaria, bajo previa aprobacion de la

Comision de Bioética.



Ni los estudios realizados en las muestras de sangre por Usted donadas, ni las evaluaciones

clinicas realizadas tendran ningun costo econémico.

Su participacion en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno adicional para
su salud. Usted puede retirarse del proyecto en cualquier momento, sin que ello conlleve

algun tipo de consecuencia negativa.

Los resultados obtenidos en el presente estudio solamente seran usados con fines
académicos y se le informaran oportunamente. El equipo de investigadores le garantiza
confidencialidad relacionada tanto con su identidad como la de cualquier informacion
relativa a su persona a la que tengan acceso por concepto de su participacion en el proyecto

antes mencionado.



CONSENTIMIENTO VALIDO PARA EL GRUPO CONTROL

Yo, C.lL:
nacionalidad estado civil domiciliado en:

, siendo mayor de 18 afios en uso pleno

de mis facultades mentales y sin coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento
de la naturaleza, forma, duracion, proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el

estudio que se realizara, declaro mediante la presente:

1.-Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de la Dra. Rosa
Garcia, los aspectos relacionados con el proyecto de investigacion titulado: “Influencia de
la variabilidad genética de los receptores de inmunoglobulina G en la infeccion por
Plasmodium vivax.”, coordinado por la Dra. Mercedes Fernadndez-Mestre del Laboratorio
de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental del Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas.

2.-Tener conocimiento claro que el objetivo fundamental del trabajo es evaluar el
polimorfismo de los genes del receptor de inmunoglobulinas y determinar indicadores de

laboratorio que permitan predecir el desarrollo de la enfermedad.

3.-Haber sido informado que para participar en el proyecto, es necesario realizarme varias
prueba diagndsticas. Para lo cual autorizo al personal calificado a que realice la prueba
parasitologica gota gruesa y el extendido, glicemia y hematocrito, el examen fisico por la
médica Rosa Garcia. Adicionalmente, autorizo para que me realicen una entrevista cuya

informacion permanecer en estricta confidencialidad.

4.- En colaboracion con los médicos internistas y epidemidlogos de las instituciones de

salud, se garantiza el tratamiento antimalarico de los individuos positivos para Plasmodium

5.- Mi participacion en el proyecto consistird en la donacién de 10 mL de sangre, la cual se

tomara de una vena del antebrazo por personal especializado.



6.- El sobrante y parte de las células de la muestra donada, serdn guardadas en el
Laboratorio de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y utilizado en futuros estudios, previa

aprobacién del Comité de Bioética y solamente con fines académicos y no comerciales.

7.- Que se garantiza total confidencialidad relacionada tanto con mi identidad como de

cualquier informacién relativa a mi persona.

8.-Que los resultados obtenidos en este estudio seran utilizados para fines académicos y

que las evaluaciones clinicas realizadas no tendran ningin costo econémico.

9.-Que cualquier pregunta que yo tenga en relacién a este estudio, me sera respondida
oportunamente por parte del equipo de investigadores del proyecto y/o médicos: Dra.
Mercedes Fernandez y la médica Rosa Garcia, con quienes me puedo comunicar a través
de los teléfonos: 0212-5041163 y 0412-7096887, respectivamente.

10.-Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir, algin beneficio de

tipo econdmico producto de los hallazgos originados en este proyecto.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO:

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis preguntas con respecto
a este formato de consentimiento y por cuanto mi participacion en este estudio es
totalmente voluntaria acuerdo:

A.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores realizar el referido estudio en las muestras de sangre que acepto donar a los

fines indicados anteriormente.
B.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacién asi como mi participacion en el
proyecto, en cualquier momento, sin que ello conlleve algin tipo de consecuencia negativa

para mi persona.

Firma del VVoluntario Firma del Médico tratante

Nombres Nombres




C. C.L

Firma Testigo: Firma Testigo:
Nombres Nombres
C. C.L

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado. Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos Yy
beneficios de la participacion en este estudio. Ningin problema de indole médica, de
idioma o de instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprensién de su

compromiso con este estudio.

Nombre y Apellido del Investigador Firma

Lugar y Fecha



INFORMACION PARA LOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO PACIENTES
CON MALARIA.

La Seccion Inmunogenética del Laboratorio de Fisiopatologia, del Centro de Medicina
Experimental, del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) va a llevar a
cabo el proyecto de investigacion titulado“Influencia de la variabilidad genética de los

receptores de inmunoglobulina G en la infeccion por Plasmodium vivax. ”

Para realizar la investigacion sefialada, se contard con dos grupos de participantes: uno no
infectado por el parasito P. vivax (grupo control) y otro grupo que presenta la infeccién

por el parasito P. vivax (pacientes).

Su participacion en el proyecto consiste en donar una muestra de sangre de 10 mL, esta
muestra se le extraerd de la vena de la region anterior del antebrazo, previa desinfeccion
del area de la piel, por una persona capacitada en este procedimiento. Para la prueba
parasitologica: gota gruesa y el extendido, glicemia y hematocrito, se tomard una muestra
de sangre del lI6bulo de la oreja o de la yema de los dedos. Se realizara examen fisico para
evaluar alteraciones en higado y bazo, el resultado se registrara en la historia clinica
correspondiente. En caso de presentarse algin problema o tener cualquier pregunta que
tenga en relacién con este estudio, le sera respondida oportunamente por la médica Rosa N.
Garcia L., investigadora participante en el estudio, con quien se puede comunicar por el
teléfono: 0412-7096887.

La direccion de epidemiologia del Ministerio del Poder Popular para la Salud,
proporcionara los medicamentos anti-malaricos a los Hospitales y a los ambulatorios, o a
cualquier individuo que sea diagnosticado durante esta investigacion. Los medicos
internistas y epidemiologos de las instituciones de salud en las cuales trabajaremos se
hacen responsables y garantizan que el tratamiento de los pacientes positivos para

Plasmodium sea cumplido.

La muestra sanguinea a donar asi como la informacion que suministre al equipo de
investigadores sera utilizada para determinar: si existen factores de riegos para contraer la
infeccion por parésitos de malaria. (P. vivax ). Las muestras seran almacenadas y

custodiadas por la Dra. Mercedes Fernandez-Mestre en el Laboratorio de Fisiopatologia



del IVIC, para ser utilizadas en futuras investigaciones, que permitan conocer mas acerca
de enfermedades infecciosas, tales como la Malaria, bajo previa aprobacion de la

Comision de Bioética del IVIC.

Ni los estudios realizados en las muestras de sangre por Usted donadas, ni las evaluaciones
clinicas realizadas tendran ningun costo econémico.

Su participacion en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno adicional para
su salud. Usted puede retirarse del proyecto en cualquier momento, sin que ello conlleve

algun tipo de consecuencia negativa.

Los resultados obtenidos en el presente estudio solamente seran usados con fines
académicos y se le informaran oportunamente. El equipo de investigadores le garantiza
confidencialidad relacionada tanto con su identidad como la de cualquier informacion
relativa a su persona a la que tengan acceso por concepto de su participacion en el proyecto

antes mencionado.



CONSENTIMIENTO VALIDO DE LOS PACIENTES CON MALARIA

Yo, C.l:

nacionalidad estado civil domiciliado en:

, siendo mayor de 18 afios en uso pleno

de mis facultades mentales y sin coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento
de la naturaleza, forma, duracidn, propoésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el

estudio que se realizara, declaro mediante la presente:

1.-Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de la Dra. Rosa
Garcia, los aspectos relacionados con el proyecto de investigacion titulado: “Influencia de
la variabilidad genética de los receptores de inmunoglobulina G en la infeccion por
Plasmodium vivax.”, coordinado por la Dra. Mercedes Fernandez-Mestre del Laboratorio
de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental del Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas.

2.- Tener conocimiento claro que el objetivo fundamental del trabajo es evaluar el
polimorfismo de los genes de inmunoglobulinas y determinar indicadores de laboratorio

que permitan predecir la evolucidn clinica de la enfermedad.

3.-Haber sido informado que para participar en el proyecto, es necesario realizarme varias
prueba diagndsticas. Para lo cual autorizo al personal calificado a que realice la prueba
parasitologica gota gruesa y el extendido, glicemia y hematocrito, el examen fisico por la
médica Rosa Garcia. Adicionalmente, autorizo para que me realicen una entrevista cuya

informacion permanecer en estricta confidencialidad.

4.- En colaboracion con los médicos internistas y epidemidlogos de las instituciones de

salud, se garantiza el tratamiento antimalarico de los individuos positivos para Plasmodium

5.- Mi participacion en el proyecto consistira en la donacion de 10 mL de sangre, la cual

se tomara de una vena del antebrazo por personal especializado.



6.- El sobrante y parte de las células de la muestra donada, sera guardado en el Laboratorio
de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) y utilizado en futuros estudios, previa aprobacion del

Comité de Bioética y solamente con fines académicos y no comerciales.

7.- Que se garantiza total confidencialidad relacionada tanto con mi identidad como de

cualquier informacién relativa a mi persona.

8.- Que los resultados obtenidos en este estudio seran utilizados para fines académicos y

que las evaluaciones clinicas realizadas no tendrén ningun costo econémico.

9.-Que cualquier pregunta que yo tenga en relacién a este estudio, me sera respondida
oportunamente por parte del equipo de investigadores del proyecto y/o médicos: Dra.
Mercedes Fernadndez y la médica Rosa Garcia, con quienes me puedo comunicar a traves
de los teléfonos: 0212-504.11.63 y 0412-7096887, respectivamente.

10.-Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir, algin beneficio de
tipo econémico producto de los hallazgos originados en este proyecto.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO:
Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis preguntas con respecto
a este formato de consentimiento y por cuanto mi participacion en este estudio es

totalmente voluntaria acuerdo:

A.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en las muestras de sangre que acepto donar a

los fines indicados anteriormente.
B.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacidén asi como mi participacion en el
proyecto, en cualquier momento, sin que ello conlleve algin tipo de consecuencia negativa

para mi persona.

Firma del VVoluntario Firma del Médico tratante

Nombres Nombres




C. C.L

Firma Testigo: Firma Testigo:
Nombres Nombres
C. C.L

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado. Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos Yy
beneficios de la participacion en este estudio. Ningin problema de indole médica, de
idioma o de instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su

compromiso con este estudio.

Nombre y Apellido del Investigador Firma
Lugar y Fecha



Municipios Bermudez, Benitez y Arismendi

Municipio Bermudez

Municipio Benitez

Municipio Arismendi.

(Parroquia Bolivar) (El Pilar)
Hospital Ambulatorios Hospital Ambulatorios Hospital Ambulatorios
Hospital de Hospital Dr. Guariquen Hospital Rio Santa Isabel
Car(ipano Centro Alberto Mussa Caribe
Diagnostico de Yibiri - CDI
malaria Playa
Grande
Guiria de la Carituco Chaguarama de
Playa Roero
Playa Grande Chaguaracal
Adentro Mucuro
Copacabana Cafio de Ajies Rio Santiago
Guaca Puy-Puy

San Juan de la

Galdonas




Municipios Cajigal y Ribero

Municipio Cajigal

Municipio Ribero

Hospital Ambulatorios | Hospital Ambulatorios | Medicatura | Ambulatorios | Puestos
Asistenciales
Hospital de | Choro-Choro Hospital La Esmeralda Catuaro La Esmeralda
Yaguaraparo Diego
Carbonell
Las Vegas
Quebrada de Pantofio Muelle de Amanita
la nifia. Cariaco
Cachipal Juan Antonio Santa Maria Santa Ana
Rio Seco Chamariapa Santa Rosa Chiguana
Campearito Guacarapo
San Bonifacio Aguas
Calientes
La Soledad Centro
Segunda calle Poblado
Malvascual
Cerezal
Las Manoas
Campoma

Saucedo







