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CON MALARIA GRAVE Y MALARIA NO COMPLICADA EN
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RESUMEN

Objetivo: Determinar la diversidad genética del gen que codifica la proteina rica en glutamato (GLURP) de Plasmodium
falciparum en pacientes con malaria complicada y no complicada circulante en un area del departamento de Loreto,
distrito de Maynas. Materiales y métodos: La diversidad genética fue analizada usando reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en 30 muestras sanguineas de pacientes con malaria no complicada (MNC) y 46 con malaria grave
complicada (MGC). Resultados: Ocho genotipos fueron detectados en pacientes con MNC (Genotipo LILIII, IV,V, VI,VIl y
VIIl') y cuatro genotipos en los pacientes con MGC (Genotipo V,VI,VILVIII). Asimismo, en 50% de las muestras con MNC
fueron detectadas infecciones muiiltiples, a diferencia de las muestras de MGC en donde no se detect6 infecciones
multiples. Conclusion: Existe una diversidad genética en esta region del gen GLURP de P. falciparum, para esa época
(marzo 1998 — abril 1999) y esa area del pais. En tal sentido, nuestros resultados podrian servir de base para llevar a
cabo estudios epidemioldgicos posteriores, ya que permitiria conocer la distribucion de las cepas circulantes en
nuestro pais.

Palabras clave: Malaria; Plasmodium falciparum/ genética; Reaccion en cadena de la polimerasa; Peru (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Objetive: Determine the genetic variation in the glutamate-rich protein (GLURP) encoding gene of Plasmodium falci-
parum in patients with severe and Non Complicated Malaria (NCM), Loreto (Maynas). Material y Methods: Genetic
diversity was analyzed by using Polymerase Chain Reaction (PCR) in 30 blood samples from patients with Non Compli-
cated Malaria (NCM) and 46 blood samples from patients with severe and complicated malaria (SCM). Results: Eight
genotypes were detected in patients infected with NCM (111,111, IV,V, VI,VIl y VIII genotypes) and four (V,VI,VII,VIII genotypes)
in patients with SCM. Moreover, 50% of the samples of NCM patients multiple infections while no other infections were
detected in SCM patients. Conclusion: A genetic diversity was found in this region of the GLURP gene of P. falciparum,
during this period of time in this region of Peru. Our results could be useful as initial data for future epidemiologic studies,
since they snow the distribution of (Plasmodium f. stroins) in our country.
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INTRODUCCION

La malaria es causante de 1,5 a 2,7 millones de
muertes anuales de seres humanos, y mas de 2,3 billones
de personas viven en areas de riesgo de la enfermedad?.
Su incidencia en el mundo esta estimada en un rango de
300 a 500 millones de infecciones al afio.

En el Perd, la malaria por Plasmodium falciparum se dis-
tribuye en las regiones de la costa norte de clima sub-
tropical y en la selva de clima tropical con excesiva hu-
medad y fuertes precipitaciones; estimandose que mas
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de 8 millones de personas viven en areas de alto y mediano
riesgo de malaria.

La malaria por P. falciparum en el Peru, ha resurgido prin-
cipalmente en la Cuenca Amazénica?® alcanzando sus
niveles mas altos en 1996*. Estudios clinicos diversos® y
estudios de cohorte® indican la aparicion de cepas re-
sistentes de P. falciparum a los medicamentos antimalari-
cos, tanto en la costa norte como en la Cuenca Amazonica.

Datos obtenidos de los afios 1996 y 1997 en el Hospital
de Apoyo de Iquitos, indican que los pacientes con ma-
laria por P. falciparum presentaron complicaciones, in-
gresando a las diversas especialidades (544 en medici-
na, 261 en pediatria y 93 en obstetricia). Del mismo modo,
otros informes revelaron que 35% de los casos manifestaron
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malaria complicada® y la tasa de letalidad hospitalaria de
malaria por P. falciparum fue 6,68%"°.

Plasmodium falciparum, es el parasito mas agresivo de
las especies de Plasmodium que afectan al hombre. Este
parasito presenta una alta diversidad genética que le
permite evadir la respuesta inmunoldgica y resistir al trata-
miento antimalérico. Inicialmente, las investigaciones
realizadas a fin de conocer su diversidad genética, estu-
vieron basadas en el uso de métodos seroldgicos e isoen-
zimas; posteriormente en la deteccion de mutaciones y
secuenciamiento de genes®*2, En la actualidad, numero-
sos marcadores moleculares han sido evaluados para
medir la diversidad genética de P. falciparum, entre ellos
resaltan genes de enzimas, antigenos de superficie y
algunas otras proteinas*?. Entre los marcadores molecu-
lares estan: el gen que codifica la proteina rica en gluta-
mato de P. falciparum (GLURP)®, el gen de las proteinas
de superficie del merozoito 1y 2 (MSP 1, MSP 2)117; el
gen de la proteina de superficie Pf33228; el gen de la pro-
teina de superficie SPf66*°, el gen de la proteina del cir-
cunsporozoito (CS)® y el gen de la proteina anémala rela-
cionada a la trombospondina (TRAP)Z.

Referente a la asociacion existente entre la complejidad
genética y la severidad de la enfermedad, no se ha en-
contrado un genotipo especifico asociado, sin embargo,
en estudios realizados en Senegal se hallé una prevalen-
cia del 60% del alelo MSP2 en pacientes con malaria
severa®,

Asimismo, recientes estudios indican que un mismo in-
dividuo puede simultdneamente presentar multiples in-
fecciones con distintos genotipos de P. falciparum. La
multiplicidad de las infecciones en un huésped puede
estar relacionada a la endemicidad de la malaria??, al gra-
do de inmunidad contra P. falciparum'y al riesgo clinico de
la malaria®?,

En este estudio, se analizara el polimorfismo genético
de la region R2 del gen GLURP de P. falciparum. En el
genoma de P. falciparum, el gen GLURP esta localizado
en el cromosoma 10 en una sola copia, presentando un
alto polimorfismo en muestras de otras partes del mun-
do'*. Este gen se expresa en la etapa preeritrocitica y
eritrocitica del ciclo de vida del parasito®®. Esta proteina
contiene 1271 aminoacidos y esta conformada por una
region no repetitiva (R0) y dos bloques de secuencias
repetitivas (R1 y R2, respectivamente).

El presente estudio se realizé con el objetivo de conocer
la diversidad genética de P. falciparum, en pacientes con
malaria complicada y no complicada circulante en un area
del distrito de Maynas, departamento de Loreto, debido a
la alta incidencia y a los casos de resistencia que se
presentaron durante los afios 1998 y 1999.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo analitico donde se evalué 30 pa-
cientes con malaria no complicada (MNC) y 46 con malar-
ia grave complicada (MGC).
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El lugar de estudio fue el departamento de Loreto, localiza-
do al noreste del Peru cerca al rio Amazonas. Los pa-
cientes con MNC procedian de la provincia de Maynas,
incluyendo los distritos de Punchana, Iquitos y urbaniza-
ciones periféricas como: Moronacocha, Pampa Grande,
Pampa Chica, Palo Seco, Rio Itaya, Rumacocha, Rio Mo-
modn, 9 de Octubre, Distrito de San Pablo Provincia de
Mariscal Ramon Castilla y Rio Corrientes en la Provincia
de Loreto. En tanto que, los pacientes con MGC fueron
captados del Hospital de Apoyo de lquitos.

Se incluyeron febriles (T° 37,5° C) con gota gruesa positiva
para P. falciparum diagnosticados durante marzo de 1998
y abril de 1999 toméandose los criterios recomendados por
la OMS en Ginebra para definir los casos MGC?.

Fueron excluidos del estudio los pacientes que presen-
taron infecciones mixtas de P. falciparumy P.vivax u otras
especies de Plasmodium y las gestantes.

De acuerdo con las caracteristicas clinicas de los pacientes
incluidos en este estudio, se clasificaron en dos grupos:

a. Malaria no complicada (MNC), por fiebre 237,5°C o
con antecedentes de fiebre en las Ultimas 48 horas y
parasitemia por encima de 587 a 274 970 parasitos
por mL.

b. Malaria grave complicada (MGC), caracterizada por
anemia severa con hemoglobina < 5 gm/dL e hiperpara-
sitemia de 208 000 parasitos por mL a 1500 000 parasi-
tos por mL.

MUESTRAS BIOLOGICAS

El material biolégico incluyé sangre total con anticoagu-
lante EDTA (1,5mg/mL) y sangre total impregnada en papel
de filtro sin anticoagulante. Dichas muestras sanguineas
fueron recolectadas antes del tratamiento con las drogas
antimalaricas. Las muestras de sangre recolectadas en mi-
crotubos fueron guardadas a -20°C, mientras que las mues-
tras en papel de filtro fueron conservadas a temperatura
ambiente hasta su posterior analisis.

EXTRACCION DE ADN

Extraccion de ADN de sangre total

La extraccion de ADN se realiz6 de 200 pL de sangre
total con anticoagulante EDTA empleando el kit de purifi-
cacion de ADN QiAmp Blood (QiaGen™). Previamente,
los parasitos fueron lisados y el material genético junta-
mente con las proteinas y otros detritus celulares se
liberaron. Las muestras se filtraron a través de colum-
nas con afinidad al ADN. Las columnas retuvieron el ADN
de las muestras, el cual fue purificado mediante lavados
con el buffer del Kit, seguidamente el ADN fue eluido de
las columnas en agua bidestilada libre de ADNasas y
finalmente, el ADN fue cuantificado por espectrofotometria
y almacenado a 4°C hasta su uso.
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Extraccion de ADN impregnado en papel filtro

Para purificar el ADN de las muestras sanguineas
impregnadas en papel filtro, se cortdé pedazos del papel
de 2 a 4 mm de diametro, luego fueron lavados con la
solucion de purificacion (FTA Purification Reagent). Pos-
teriormente, el papel se lavé dos veces con 500 pL de
PBS (solucion bufferada fosfato). El sobrenadante fue
retirado y el papel filtro secado a 60°C durante 30 minu-
tos; una vez seco, el papel filtro fue colocado en el tubo
de reaccion para PCR.

Reaccion en cadena de polimerasa

El gen que codifica una proteina rica en glutamato de
P. falciparum (GLURP) fue seleccionado como marcador
polimérfico genético; para ello, este gen fue amplificado de
las muestras usando la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)?" 2. Asimismo, los oligonucleétidos
(GLURP1 y GLURP?2) utilizados para esta prueba fueron
los reportados por Ross Coppel en la base de datos de secuen-
cia de malaria UNDP/World Bank/WHO-TDR.

Las condiciones de PCR se estandarizaron utilizando
ADN de la cepa referencial africana de P. falciparum 3D7.
La temperatura 6ptima de anillamiento fue de 52°C y las
concentraciones Optimas de los reactivos fueron 2,5 mM
de MgCl,, 200 mM de cada nucleétidos (mezcla de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 1 mM de cada oligonucleétido
(GLURP1 y GLURP2) y 0,5 U de la enzima termoestable
ADN polimerasa por cada tubo. El ciclaje de amplificacion
incluy6 una denaturacion inicial de 95°C durante 10 minu-
tos, luego 30 ciclos de una denaturacién de 95°C durante
30 segundos, hibridacion de los oligonucleétido a 52°C
durante un minuto y la extension de los iniciadores a 72°C
durante 90 segundos; luego una extension final de 72°C
durante 10 minutos. Cada reaccién de amplificacion fue
realizada con su respectivo control positivo ADN de la cepa
referencial P. falciparum 3D7, controles negativos y control
del sistema. Posteriormente, 5mL del producto de amplifi-
cacioén fueron resueltos mediante electroforesis en ge-
les de agarosa a una concentracion al 1,5 %, estos geles
fueron tefiidos con bromuro de etidio y visualizados a
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través de un transiluminador de UV modelo TM-20 chro-
mato—vue (UVP Inc.) a la longitud de onda de 365 nm.
Los geles fueron fotografiados empleando una camara
para luz ultravioleta Polaroid MP4+,

RESULTADOS

Los productos de amplificacion exhibieron los tamafios
esperados, obtuviéndose dimensiones entre los rangos de
450 pb y 800 pb, mientras que la cepa 3D7 present6é un
producto de amplificaciéon de 900 pb.

DISTRIBUCION ALELICA Y POLIMORFISMO EN TAMANO

En las 46 muestras incluidas se determinaron ocho
diferentes alelos, correspondiendo a tamafios de produc-
tos de PCR que migraban entre 450 pb a 800 pb. 80,2% de
las muestras analizadas presentaron un sélo alelo. Los ale-
los mas frecuentes fueron el alelo GLURP, (genotipo VIII,
correspondiente a un tamario de 800 pb) y el alelo GLURP,
(genotipo |, correspondiente a un tamafio de 450 pb) de
acuerdo al tamafio de las bandas exhibidas, como genotipo
|y genotipo VIII respectivamente (Tabla N° 1y Figura N° 1).

Tabla N°1. Clasificacion de los alelos en el gen GLURP
de P. falciparum y la denominacion de sus genotipos

ALELOS GLURP GENOTIPOS
GLURP,,, |
GLURP I
GLURP _, I
GLURP \%
GLURP v
GLURP Vi
GLURP Vi
GLURP ,,, Vii

16 17 18 19 20 21 22 23 24 CN CP

Figura N°1. Polimorfismo en tamafio de los productos de amplificacién del gen GLURP en muestras de malaria
grave complicada (MGC) P. falciparum. Control Positivo (CP) cepa africana 3D7; Control Negativo (CN).
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Se encontro también que 19,8% de las muestras correspondieron
a infecciones multiples (mas de un alelo de P, falciparum
presente en la muestra), lo cual puede significar que un pa-
ciente se encontraba infectado con mas de un genotipo de P.
falciparum al mismo tiempo. (Tabla N°2.)

Tabla N°2. Prevalencia de alelos GLURP en los
diferentes cuadros clinicos de P. falciparum

GENOTIPOS MNC Prevalencia MGC Prevalencia Total
(%) (%) (%)
| 15 28,3 0 0,0 15,2
1 2 3,7 0 0,0 2,0
[ 9 17,0 0 0,0 9,1
\Y, 3 57 0 0,0 3,0
\Y 3 57 1 2,2 4,0
VI 1 1,9 10 21,7 11,1
Vil 6 11,3 5 10,9 11,1
Vil 14 26,4 30 65,2 44.4
Total 53 100,0 46 100,0 100,0

PREVALENCIA DE LOS GENOTIPOS EN LOS DIFER-
ENTES CUADROS CLINICOS

Se observo polimorfismo genético en tamafio del gen
GLURP de P. falciparum en pacientes con cuadros clinicos
de MNC, obteniéndose fragmentos en el rango de 450 pb
a 800 pb. El genotipo | y el genotipo VIII fueron los mas
prevalentes, encontrandose (15/30) y (14/30) respectiva-
mente (Tabla N°2). Asimismo, es importante mencionar
que en este grupo de muestras, los pacientes presentaron
infecciones multiples de P. falciparum, encontrandose hasta
cuatro genotipos de parasitos en un mismo paciente.

En los cuadros clinicos de MGC, se obtuvieron fragmentos
desde 650 pb a 800 pb. (Figura N°1). El genotipo VIII de P.
falciparum fue el méas prevalente (30/46). El genotipo V
(1/46) fue encontrado s6lo en un paciente. Es importante
mencionar que no se detecto infecciones multiples en los
pacientes con MGC.

DISCUSION

Los dos métodos de extraccion de ADN, a partir de
sangre impregnada en papel de filtro y de sangre periféri-
ca, brindaron resultados satisfactorios. El ADN extraido a
partir de sangre periférica permiti6 una recuperacion de
ADN en un rango de 500 ng a 1 Ug, en contraste al método
de extraccion de ADN a partir de papel de filtro, en el cual
no fue posible medir la concentracién de ADN en la mues-
tra. Por otro lado, el uso de papel de filtro para la colecta de
muestras sanguineas presenta la ventaja de no requerir
transporte especial, haciendo atractivo este método para
estudios de campo.

La diversidad genética encontrada en el gen GLURP de P,
falciparum en esta area del Per( es similar a la encontrada
en otras areas del mundo. En nuestro caso, esta biodiver-
sidad observada podria estar asociada al comportamiento
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epidemioldgico de la malaria en Loreto como son los cam-
bios climéticos, incremento de la transmision y el grado de
la inmunidad del paciente contra el P. falciparum .

Asimismo, si analizamos las posibles causas de este poli-
morfismo podemos mencionar la alta recombinacion genéti-
ca de P falciparum que ocurre durante la etapa sexual del
ciclo de vida del parasito dentro del mosquito Anopheles %.

Nuestros resultados concuerdan con reportes en los cuales
se afirma que una alta biodiversidad genética se asocia
con areas de alta transmision de malaria, sucediendo lo
contrario en areas de baja transmision de la enfermedad®.

Encontramos también que los genotipos | y Il se encuen-
tran siempre acompafiados de otros genotipos, de esto
se podria sugerir que estos genotipos fueron los ante-
cesores. Si ese fuese el caso, los genotipos I, IV, V, y VII
quizas sean los genotipos que se generaron reciente-
mente. Lo mismo se podria sugerir del genotipo VIII el
cual por ser el mas abundante también podria ser uno de
los antecesores de los demas genotipos.

En los dos grupos de cuadros clinicos de malaria no se
encontrd una asociacion directa de un genotipo en espe-
cial para ninguno de los cuadros clinicos; sin embargo,
es importante mencionar que existe el doble de preva-
lencia del genotipo VIl en la MGC con respecto a la MNC;
ademas, el genotipo VI se encontré once veces mas en
la MGC. Asimismo, los genotipos I, Il, Ill y IV se presen-
taron exclusivamente en los casos MNC, esto podria in-
dicar una posible relaciéon del genotipo VI y VIII con la
MGC y de los genotipos I, II, 11l 'y IV con MNC.

La prevalencia de los genotipos de P. falciparum encon-
trados en este estudio son similares a los encontrados
en los estudios de Senegal, donde un mayor polimorfis-
mo genético de P. falciparum fue también observado en
MNC en relacion con MGC?.

Nuestros resultados nos permitiran continuar estudian-
do la distribucién de las cepas resistentes a las drogas
antimalaricas en la selva amazodnica y en la costa norte
de nuestro pais. Asimismo, pueden también ser utiliza-
dos para investigar la proporcion de casos de recrudes-
cencia o reinfeccion de esta enfermedad.

Adicionalmente, seria importante realizar estudios de la
asociacion del genotipo humano con los diferentes cuadros
clinicos de la malaria, lo cual podria evaluarse estudiando
la variabilidad genética en los genes del antigeno leucoci-
tario Humano (HLA), asi como también la capacidad de
generar interleuquinas y otros receptores humanos involu-
crados en la citoadherencia del eritrocito infectado.
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