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RESUMEN

La malaria es una enfermedad endémica de Guatemala, actualmente se encuentra
en vias de eliminacién y esta incluida en las politicas nacionales de salud. La malaria es
causada por cinco parésitos de la familia Plasmodium spp., siendo P. falciparum el mas
serio y fatal. El diagndstico se basa tanto en sintomas clinicos como en microscopia, sin
embargo la Organizacion Mundial de la Salud recomienda las Pruebas de Diagnostico
Rapido (PDR) basadas en inmunoensayos por ser rapidas, precisas y de bajo costo. En
este estudio se explord la posibilidad de utilizar la PDR que detecta las Proteinas Ricas en
Histidina 2 y 3 (PfHRP2 y PFHRP3) debido a que es la més sensible desarrollada hasta el
momento tomando en consideracion las infecciones de baja parasitemia en el pais. La
presencia de los genes pfhrp2 y pfhrp3 es requerida para la efectividad de la PDR ya que
un resultado falso negativo puede ocurrir a causa de cepas con deleciones en uno 0 ambos
genes. La presencia del gen pfhrp2 ha sido detectada en cepas del pais, pero no el pfhrp3.
Por lo tanto, la finalidad del presente estudio fue determinar la prevalencia del gen pfhrp3
en aislados de muestras retrospectivas de sangre en papel filtro proveniente de la regién
de Escuintla por técnicas moleculares. EI método de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se estandariz6 con un limite de deteccion de 0.1pg/uL de ADN del
pardsito. Adicionalmente se confirmd por secuenciacion las muestras que presentaron
amplificacion. Se determino una prevalencia de 5% para pfhrp3, que en combinacion con
el 100% para pfhrp2, sugiere que el diagndstico de malaria puede estar comprometido a
fallar utilizando las PDRs PfHRP2/PFHRP3. El resultado de esta investigacion
preliminar puede contribuir a la orientacion del programa nacional de control de la
malaria en la adquisicion de PDRs efectivas para el pais. Por lo tanto, se recomienda
considerar otra PDR que detecte un diferente biomarcador, por ejemplo la proteina
lactato deshidrogenasa (pLDH). Adicionalmente, se recomienda continuar con el estudio
de monitoreo de ambos genes pfhrp2/pfhrp3, utilizando mayor nimero de muestras y que

hayan sido colectadas en afios recientes.
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I.  INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad causada por cinco especies de parasitos del género
Plasmodium siendo el parésito Plasmodium falciparum el més serio y fatal (Suh et al
2004, Tangpukdee et al 2009). Es importante realizar el diagnostico rapido y preciso de
las personas posiblemente infectadas. EI método estandar de oro empleado es el
diagnostico por microscopia, sin embargo no es siempre viable en areas endémicas
debido al costo que este representa. Es por ello que se han implementado las Pruebas de
Diagndstico Répido (PRDs), que son de bajo costo, faciles de utilizar, proveen resultados

rapidos y precisos (Tangpukdee et al 2009, Wongsrichanalai et al 2007).

Las PDRs se fundamentan en la deteccion de antigenos producidos por el parésito en
el hospedero, como la proteina rica en histidina-2 (PfHRP2) especifica para esta especie
P. falciparum. La PFHRP2 se produce durante el ciclo de infeccion y circula en la sangre
de la persona infectada, que la hace ideal para ser detectada en una muestra de sangre
periférica. Sin embargo, se ha descubierto que la proteina rica en histidina-3 (PfHRP3)
que también es producida por el parasito, presenta una estructura similar que es detectada
al momento de realizar la prueba. La expresién de ambos genes puede favorecer la
calidad y especificidad de la prueba, haciendo que sea sensible. Por el contrario, al tener
delecion en uno o ambos genes (pfhrp2/pfhrp3), la sensibilidad de la prueba puede ser
afectada proporcionando un resultado falso negativo en el diagnéstico (Baker et al 2011,
Baker et al 2010, Baker et al 2005, Perkins & Bell 2008).

En estudios previos, se determind que las cepas de P. falciparum obtenidas en la
region del Rio Amazonas en Peru y Brasil presentan deleciones en uno de los dos genes o
combinados (Baker et al 2011, Baker et al 2010, Baker et al 2005, Gamboa et al 2010,
Houze et al 2011). Es por ello que se requiere el monitoreo de las deleciones en los genes

que codifican las proteinas PFHRP2/ PfHRP3 en los diferentes paises endémicos.

En Guatemala, hasta el momento solo contaba con los resultados concluyentes del

gen pfhrp2, pero no contaba con informacion sobre la distribucion de la presencia o

1



ausencia del gen pfhrp3 y tampoco se tenia un método estandarizado para su deteccion.
Por lo tanto, el objetivo principal de la presente investigacion fue determinar la
prevalencia del gen de la proteina rica en histidina-3 en los aislados de las cepas de
Plasmodium falciparum (pfhrp3) retrospectivas provenientes del departamento de
Escuintla, region endémica de Guatemala. Esto se logré obtener a partir de la
estandarizacion de un método molecular de PCR pfhrp3 Baker para muestras de sangre
en papel filtro. Alternativamente se disefid una serie de cebadores de PCR para detectar
otra region del gen pfhrp3, en el caso de que el método con los cebadores reportados en la
literatura pudiera ser inespecificos para las cepas del pais, debido a la variabilidad que se

ha reportado.

Este estudio se Ilevd a cabo en el Laboratorio de Ecologia y Entomologia, unidad de
Malaria, del Centros de Estudios en Salud (CES). La informacion obtenida complementd
y generd la primera informacién sobre la prevalencia en conjunto de los genes
pfhrp2/pfhrp3 en las cepas del pais y con la misma se puede orientar al programa
nacional de control de malaria en la adquisicién de PDRs efectivas.



A. Antecedentes

1. Malaria. La malaria es una infeccion parasitaria que afecta a humanos, la cual
ha causado una significativa morbilidad y mortalidad en todo el mundo, especialmente en
las regiones tropical y subtropical (Suh et al 2004, Tangpukdee et al 2009). Las cinco
especies del protozoario que causan infecciones parasitarias en humanos son de la familia
Plasmodium; P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi (Suh et al 2004,
Tangpukdee et al 2009).

La malaria causada por P. falciparum es la méas seria y muchas veces fatal
(Tangpukdee et al 2009). Se caracteriza principalmente por presentar fiebres altas,
dolores de cabeza, escalofrios, mareos, nauseas, entre otros; sintomas que son variables e
inespecificos (Suh et al 2004, Tangpukdee et al 2009).

2. Ciclo de vida del parasito. El proceso de infeccion del parasito se muestra en
la Figura 1. El parasito es transmitido por la picadura del zancudo Anopheles portador. En
el hospedero humano ocurre la etapa asexual empezando con la fase exoeritrocitica. Fase
donde los esporozoitos viajan por el torrente sanguineo hasta el higado e infectan a los
hepatocitos (células del higado) y maduran a esquizontes. El esquizonte se rompe
liberando los merozoitos al torrente sanguineo. Continla la fase eritrocitica, donde los
merozoitos infectan a los globulos rojos. En el zancudo hospedero ocurre la etapa sexual,
después de alimentarse de una persona infectada esta listo para continuar con el ciclo
(Suh et al 2004).



Figura 1. Ciclo de infeccidn del parasito Plasmodium, etapa asexual y sexual.
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En el hospedero humano ocurre la etapa asexual, empieza con la fase de infeccién de hepatocitos. 1) Los
esporozoitos son inyectados por la picadura del zancudo portador, 2) viajan en el torrente sanguineo hasta
el higado, donde invaden los hepatocitos. 3) Los hepatocitos infectados maduran a esquizontes y 4) tras su
ruptura, los merozoitos son liberados en el torrente sanguineo. En la fase de infeccion eritrocitica, 5) los
merozoitos infectan los eritrocitos o 6) se desarrollan como gametocitos. En el zancudo vector ocurre la
etapa sexual, 7) los gametocitos son ingeridos por el zancudo y finalmente 8) se producen los esporozoitos

en el intestino viajando posteriormente a las glandulas salivales. Fuente: (Suh et al 2004)

3. La malaria en el mundo. Actualmente hay 104 paises edénicos de malaria; de
los cuales 49 corresponden a la region de Africa donde ocurren la mayoria de casos y de
muertes. Los paises endémicos de Sur América son los que se encuentran en la region
del rio Amazonas: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana, Pert, Surinam y
Venezuela. En Centro América los paises endémicos son: Belice, El Salvador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama y Meéxico. Otras regiones endémicas se

localizan en el Caribe y en Asia, tal como se observa en el mapa de la Figura 2 (World



Health Organization. 2010, World Health Organization. 2012b). La malaria causada por
P. falciparum tiene mayor nimero de casos en Africa, mientras que en Asia y las
Américas es menor el nimero de casos, siendo mas comdn las infecciones por P. vivax
(Winzeler 2008).

Figura 2. Mapa de los paises endéemicos de malaria.

Estimacion de la incidencia por cada 1000 habitantes. Fuente: (World Health Organization. 2008b).

4. Erradicacién de la malaria. En la lucha por eliminar la enfermedad a nivel
global el Programa Mundial contra la Malaria (PMM) de la OMS, ha implementado
programas de control con los objetivos de reducir y mantener la incidencia a niveles
bajos, eliminarla de un area geografica definida y por ultimo erradicarla mundialmente.
Las fases para conseguir la erradicacion de la malaria consiste en: el control, la

eliminacion y la erradicacion (World Health Organization. 2008a).

La fase de control se logra con la cobertura de tres aspectos importantes del

programa de control: a) Tratamiento: que las personas tengan mayor acceso a



intervenciones antimalaricas. b) Prevencion: difundir mosquiteros con insecticida y
fumigacion de interiores. ¢) Propagacion: realizar el diagnostico implementando pruebas
rapidas, baratas y fiables (Cohen et al 2010, Mendis et al 2009, World Health
Organization. 2008a).

La fase de transicion llamada “pre-eliminacion” ocurre cuando la tasa de
incidencia de malaria decrece a cinco nuevos casos 0 menos por cada 1000 personas en
riesgo al afio. También se considera la tasa de confirmacidén parasitoldgica por
microscopia 0 PDRs menor al 5%. La infeccion por malaria se considera suficientemente
manejable y se reorienta los programas de control hacia la eliminacion (World Health
Organization. 2008a).

Si la incidencia disminuye por debajo de un caso por cada 1000 habitantes,
nuevamente se reorienta los programas hacia la fase de “eliminacion”. La prevencion de
la reintroduccién es importante cuando el nimero de casos adquiridos localmente es bajo

(debajo de 100 casos a nivel nacional) (World Health Organization. 2008a).

La meta es ponerle fin a la transmision y limpiar los focos de malaria y reducir el
namero de transmisiones a cero. Se considera que un area es libre de malaria cuando el
namero de infecciones es cero en por lo menos en 3 afios (Cohen et al 2010). Y
finalmente se solicita el certificado de eliminacion a la OMS (World Health
Organization. 2008a).

Sin embargo, el diagnostico, tratamiento y vigilancia no han recibido la atencion
en paralelo con la prevencién. Es por ello que en el 2012 se implementa la iniciativa del
PMM llamado “T3 (Test, Treat, Trick) Testee, Trate y Vigile como apoyo para cubrir la
necesidad de pruebas de diagndstico y tratamiento antimalérico y también fortalecer la
vigilancia en los paises (World Health Organization. 2012a).

La OMS report6 que 15 de 21 paises de Centro y Sur América han disminuido la

incidencia més del 75%. De los 104 paises endémicos en el 2012, 97 estan en la fase de



control (incluyendo Guatemala) y 7 estan combatiendo contra la reintroduccion (Mendis
et al 2009, World Health Organization. 2012b, World Health Organization. 2013b).

5. La malaria en Guatemala. El 70% del territorio guatemalteco es considerado

endémico. EI numero de casos ha disminuido en la Gltima década, pero la transmision
continua en algunos departamentos. Sin embargo, fue el segundo pais de Centro América
y Honduras con el mayor nimero de casos en el 2008, en su mayoria producido por P.
vivax. Guatemala tiene pocos casos de P. falciparum, en el 2012 fueron reportados 68
(World Health Organization. 2009, World Health Organization. 2013b).

En el pais, la malaria se focaliza en tres areas: a) la region del Pacifico, en los
departamentos de Escuintla, Suchitepéquez, San Marcos y Quetzaltenango; b) la regién
norte de la Sierra Madre en la zona este-central en el departamento de Baja Verapaz; Y c)
en el norte los departamentos de Alta Verapaz, Peten e lzabal como se observa en el
mapa de distribucion de la Figura 3.

6. Diagnodstico de la enfermedad de Malaria. A principios del 2010, la
Organizacién Mundial de la Salud, en el Reporte Mundial de la Malaria, recomend6 que
todas las personas con sospecha de tener malaria deberian recibir una confirmacién
parasitologica, ya sea por microscopia o empleando pruebas rapidas de diagnostico
(PDRs) (World Health Organization. 2010, World Health Organization. 2011).

a. Diagnostico clinico. Es el método cominmente usado, menos caro proporcionado
por médicos. Este se basa en el estudio de los signos, sintomas y examen fisico de los
pacientes. Los sintomas que se presentan suelen ser poco especificos y variables
(Tangpukdee et al 2009).



Figura 3. Distribucion del numero de casos de malaria por Plasmodium vivax 'y P.

falciparum en las diferentes regiones de Guatemala reportados en el afio 2008.
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En el 2008, el nimero de casos de malaria por P. falciparum fueron reportados en los departamentos de
Escuintla y Alta Verapaz. Fuente: (PAHO 2010).

Los sintomas que puede presentar son fiebres altas, escalofrios, malestares,
dolores de cabeza, mialgias, mareos, nauseas, vomitos, toz, anemia, en casos avanzados
afecta neurolégicamente produciendo coma y en algunos casos la muerte (Suh et al 2004,
Tangpukdee et al 2009). Sin embargo, debido a la poca especificidad de los sintomas, se
puede tener confusiones con el diagndstico de otras infecciones de tipo viral o bacteriana,

u otras enfermedades tropicales (Tangpukdee et al 2009, Wongsrichanalai et al 2007).

a. Diagnostico por microscopia. Es el método estandar de oro, se basa en una
tincion con Giemsa de gota gruesa o frote de sangre periférica sobre un portaobjetos. La
muestra de sangre es extraida del dedo utilizando una lanceta estéril, la cual es examinada

utilizando un microscopio de luz. Es un método simple y de bajo costo. Sin embargo, el



proceso e interpretacion requieren de una intensa labor, tiempo, experiencia y
entrenamiento de parte de los microscopistas (Tangpukdee et al 2009, Wongsrichanalai et
al 2007).

Los microscopistas tienen la capacidad de detectar en promedio 50-100 parasitos/pl,
y los expertos pueden detectar hasta 5 parasitos/ul (Tangpukdee et al 2009,
Wongsrichanalai et al 2007). Debido a que la precision del diagndstico por
microscopia se basa en la experiencia de los microscopistas y la calidad de los frotes, es
dificil mantener un equipo de microscopia de buena calidad en areas remotas donde las

infecciones de malaria son mas frecuentes (Wongsrichanalai et al 2007).

b. Pruebas de diagnostico rapido (PDRs). Es un método inmunocromatogréafico de
flujo, facil y rapido donde la muestra migra a través de la superficie de una membrana de
nitrocelulosa por capilaridad, como se esquematiza en la Figura 4. Las PDRs, también
son llamadas “tiras reactivas” o “dispositivos de diagnostico rapido de la malaria”,
detectan antigenos especificos producidas por el parasito. Dichos antigenos o proteinas se

encuentran en la sangre de la persona infectada (Bell et al 2004).

El resultado al aplicar dichas pruebas se interpreta mediante un cambio de color
en una tira de nitrocelulosa absorbente (Bell et al 2004). Son faciles de emplear y provee
resultados rapidos (de 15 a 20 minutos) sin necesidad de electricidad, equipo caro 0 una
extensa capacitacion. Algunas PDRs pueden detectar Unicamente P. falciparum, mientras
que otras pueden detectar dos 0 méas especies, como P. vivax, como muestra la Figura 4
(Gamboa et al 2010).

Sin embargo, existen factores que pueden afectar la calidad de las pruebas.
1) Factores parasitarios: como las especies y sus niveles de parasitemia, la
variabilidad en la estructura del antigeno y la presencia del antigeno
(Wellems & Howard 1986).
2) Factores de la prueba: como las condiciones de la PRD, la técnica usada en

la ejecucion y la interpretacion de resultados (Wellems & Howard 1986).
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Figura 4. Prueba rapida de diagnostico (PRD) para la malaria por inmunocromatografia.

Agente
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(Ac)unidg  ————
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marcado libre Amortiguador/
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Antigeno (Ag) *
(2) delparasio [ — |
capturado por el Ac
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La sangre y el Ac marcado
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Complejo Ag Ac marcado
capturado-Ac capturado
( 3) 1 marcado + *
Complejo Ac Ac marcado
marcado-Ag capturado por
capturado por el el Ac unido de la
Acunidodela banda de contral

banda de prueba

Se basa en, 1) una tira de nitrocelulosa que contiene anticuerpos marcados con un colorante y un anticuerpo
fijo en una banda fina. 2) Se agrega la muestra de sangre y el amortiguador en un extremo que avanza por
la tira atravesando las bandas de anticuerpos. 3) Se forma un complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo, con
la proteina antigénica, atrapado en la banda de prueba y un complejo anticuerpo-anticuerpo en la banda
control. Fuente: (Bell et al 2004).

Las PDRs para malaria se basan en la deteccion de proteinas parasitarias tales
como la proteina rica en histidina-2 (PfHRP2) presente Unicamente en Plasmodium
falciparum, las proteinas Plasmodium lactato deshidrogenasa (pLDH) y aldolasas
presentes en las cuatro especies causantes de la malaria humana (Baker et al 2005,
Perkins & Bell 2008).

En un estudio se comparo la sensibilidad y especificidad en dos tipos de PDRs, la
basada en HRP-2 y la aldolasa. El resultado obtenido fue un 95.3% de sensibilidad y
94.2% de especificidad para detectar una infeccién por P. falciparum empleando la PDR
PfHRP2 y 68-9% y 99.8% respectivamente para detectar infeccidn por algin Plasmodium

empleando la PDR aldolasa (Murray et al 2008a).
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En general, se ha obtenido mejor sensibilidad en las PDRs PfHRP2 que en la PDR
pLDH. En el mercado existe variedad de marcas que detectan PfHRP2, se pueden
nombrar algunas de las que se considera de alta sensibilidad, entre el 95% y el 100%:
SD BIOLINE Malaria Ag Pf de Standard Diagnostic, Inc.; CareStart™ Malaria HRP2 de
Access Bio, Inc.; BIOCREDIT Malaria pf(HRP 1) de RapiGen Inc. y First Response®
Malaria Ag HRP2 de Premier Medical-Coporation Ltd. (World Health Organization.
2012b).

Figura 5. Ejemplar de una prueba de diagndstico rapido basa en PfHRP2, producto de

marca BinaxNow®.

Malaria P.f. /P.v.

Ejemplo de un resultado positivo para P. vivas y positivo para P. falciparum.
Fuente: (Murray et al 2008a).

Los antigenos del parasito aldolasa y pLDH son eliminados con mayor rapidez
después de un tratamiento efectivo, sin embargo, la PfHPR-2 persiste por mas tiempo.
Esto es importante debido a que las pruebas pueden revertir el resultado a positivo debido
a que no todos los tratamientos por cloroquina y quinina son eficaces para erradicar los
gametocitos. Es en esta etapa de desarrollo donde también es producida la PfHRP2
(Murray et al 2008a).
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7. Genomica de la proteina rica en histidina-2 (PfHRP2) y proteina rica

en histidina-3 (PfHRP3) de P. falciparum. El gen de la proteina rica en histidina 2
(pfhrp2) esta localizado en el cromosoma 7, codifica una secuencia de aminoacidos que
contiene 34% de histidina, 37 de alanina y 10% de acido aspartico (Wellems & Howard
1986). Esta proteina es sintetizada y expresada durante la etapa asexual (Figura 6) en la
superficie de los eritrocitos infectados (Howard et al 1986) y también circula en la sangre
periférica de la persona infectadas (Biswas et al 2005). Estas caracteristicas la hace ideal

para el diagndstico utilizando pruebas de deteccidn de antigenos (Baker et al 2005).

El gen de la proteina rica en histidina 3 (pfhrp3) se localiza en el cromosoma 13
(Kemp et al 1987), que comparte similitud estructural con pfhrp2 (Baker et al 2005). Las
cepas de laboratorio D10 y W2Mef contienen delecion del gen pfhrp2. Las PDRs
evaluadas utilizando dichas cepas, pueden proporcionar un resultado positivo debido a
que los anticuerpos presentes en las pruebas detectan otro antigeno del parésito. El
antigeno responsable de la reaccién cruzada en la prueba es la proteina PFHRP3 (Baker et
al 2005).

La funcion de PfHRP2 aln no esta determinada, sin embargo se han propuesto
diferentes teorias. Una teoria sugiere que la proteina pude estar involucrada en la
detoxificacion de heme libre convirtiéndolo en hemozoina inactiva (Choi et al 1999,
Sullivan et al 1996). Otra teoria sugiere que la PfHRP2 puede estar involucrada en la
remodelacion del citoesqueleto de eritrocitos infectados y en la modulacion de la

respuesta inmune del hospedero (Bosshart & Heinzelmann 2003).

Debido a la similitud estructural de ambas proteinas, su funcion podria ser
similar y su transcripcion podria estar controlada por mecanismos similares (Baker et al
2011). Sin embargo, la transcripcion de pfhrp2 es mas baja cuando hay delecion en
pfhrp3. De forma similar, la transcripcion de pfhrp3 es menor cuando pfhrp2 esta
ausente. Esto sugiere que la sensibilidad de la prueba puede ser afectada por los bajos

niveles de expresion de las proteinas. Esto es especialmente relevante en las infecciones
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de baja parasitemia (<200P/ul), en los cuales pueden presentarse resultados falso

negativo para malaria (Baker et al 2011).

Figura 6. Ciclo de vida del Plasmodium falciparum y la expresion del a proteina PfHRP2.

Liver

/HRPI. pLDH and
= aldolase production
increases from ring
stage to trophozoite

HRP2
Mature:
‘\pLDH.a!dolasc )

Asexual l
reproductive |
stages
@ 4
e /‘“’Iv
V4
o/
Trophozoite [ Immature: ‘l %b f’:::ll:

— —
&;? l
La expresion de la proteina PFHRP2 ocurre en la etapa asexual, en la fase de infeccidn eritrocitica.

Fuente: Nature Reviews Microbiology 2006.

8. Estudios de monitoreo de los genes pfhrp2/pfhrp3. En un estudio se
evalu6 la presencia/ausencia de los genes pfhrp2/pfhrp3 por PCR anidado en 159
muestras de P. falciparum colectadas en Per( entre los afios 2003 y 2007. El resultado
fue 41% de muestras con ausencia del gen pfhrp2, 70% de muestras con ausencia del gen
pfhrp3 y una ausencia combinada de los genes del 21.6%. La ausencia de los genes del
parasito puede ser consecuencia de deleciones cromosomales (Gamboa et al 2010).
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En otro estudio realizado a nivel mundial en el que evaluaron 485 aislados de P.
falciparum colectados en 30 paises endémicos de malaria por PCR semianidado, también
encontraron cepas con delecion de los genes pfhrp2/pfhrp3 en aislados de la regién
Amazonas de Per( (Baker et al 2010). En un estudio sobre el diagnostico de malaria por
P. falciparum en la region amazénica de Brasil se reportd un falso negativo en la PDR
basada en PfHRP2. En este caso, se determind que dicha cepa presentaba delecion en

ambos genes (Houze et al 2011).

Este hallazgo implica que en las areas endémicas como Per( y Brasil, el
diagnostico para la malaria puede fallar si se utilizan las PDRs basadas en
PfHRP2/PfHRP3. Si bien las PDRs son sensibles, es importante tener precaucion al
emplearlas en lugares donde se reporten cepas con genotipo de una o doble delecion. Por
lo tanto, se recomienda iniciar el monitoreo de la presencia y propagacion de los parasitos
con las deleciones de dichos genes en areas fuera de Sur América para asegurar la
efectividad de las PDRs (Baker et al 2011, Gamboa et al 2010, Houze et al 2011).

En el afio 2001, se establece una red de vigilancia de la resistencia a los
antimalaricos por la Red Amazdnica de Vigilancia de la Resistencia a los Antimalaricos
(RAVREDA) en conjunto con la Iniciativa Amazonica contra la Malaria (AMI). En el
2009 se conto con el apoyo del Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) en la ejecucion de un proyecto de vigilancia molecular con el objetivo de evaluar
la magnitud de las deleciones de los genes pfhrp2/pfhrp3. Sin embargo, es preciso
continuar con el monitoreo de la presencia/ausencia de estos genes al menos cada tres

afios en la region de Centro América, Sur América y el Caribe (Barnwell et al 2012).

En Guatemala, aun no se tenia informacién completa sobre la distribucion de los
genes pfhrp2 y pfhrp3. Dentro del proyecto de AMI, personal del Laboratorio de
Entomologia y Ecologia, unidad de Malaria del Centro de Estudios en Salud (CES) de la
Universidad del Valle de Guatemala (UVG) realizd el analisis de 64 aislados
provenientes de muestras guatemaltecas. Las muestras aisladas utilizadas para los analisis

fueron obtenidas del departamento de Escuintla, region endémica del pais.
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El método molecular empleado para su andlisis fue una reaccion de PCR anidada,
utilizando grupos de cebadores especificos para las cepas peruanas. El resultado obtenido
fue 100% de las muestras con presencia del gen pfhrp2 y 0% de las muestras con
presencia del gen pfhrp3. Se ha demostrado que el gen tiene regiones variables, por lo
que puede considerarse que los cebadores empleados no son especificos para las cepas

del pais antes de afirmar la ausencia del mismo.

El presente trabajo tiene como fin completar la informacion de la prevalencia de
los genes pfhrp2 y pfhp3 en cepas de P. falciparum del pais utilizando un método
molecular de PCR especifico. Con la informacion adquirida, poder orientar al programa

nacional de control de malaria en la adquisicién de PDRs efectivas.

9. Métodos de PCR vy las variaciones en la técnicas molecular para la

estandarizacion del ensayo.

Tipo de PCR Descripcion Ventajas de uso Referencia

Convencional | Permite la amplificacion de | Permite la identificacion y | Hernandez
ADN o0 ARN a través de ciclos | caracterizacion de diferentes | Y Gomez.
repetitivos in vitro. Cada ciclo | agentes a nivel molecular. Intechopen.
contiene tres patrones de
temperatura; desnaturalizacion,
hibridizacion y elongacion. Los
requerimientos para la reaccion
son: templado de ADN, cuatro
desoxyribonucleotidos, dos
cebadores, Mg2+ 'y la

polimerasa termoestable.




Tipo de PCR
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Referencia

Descripcion Ventajas de uso

Anidado- Consiste en una reaccion de | Utilizado cuando hay | (Dieffenbac
semianidado | PCR utilizando un grupo de | problemas con la calidad y hetal
cebadores externos. Después, | cantidad de templado, que 1993)
una alicuota del primer | puede estar relativamente muy
producto es amplificado con un | diluido con el resto de material
segundo grupo de cebadores | presente o hay una limitada
internos. El producto obtenido | pureza.
es mas pequefio.

Gradiente Es una corrida simple en la que | Utilizado  cuando  existen | Preziosoy
se puede evaluar 12 diferentes | bandas secundarias no Epp;ﬁgg;
temperaturas de hibridizacion, | especificas. La seleccion de la Scientific
elongacion o desnaturalizacion. | temperatura de hibridizacion es ine.

critica en la optimizacion y es
usualmente mas alta que la
calculada empiricamente.

Touch-Down | Durante los primeros ciclos de | Utilizado para eliminar las (Johnson
la reaccion de PCR, la|bandas  inespecificas  al 2000)
temperatura de hibridizacion es | aumentar o  disminuir la
colocada mas alta que la | temperatura de hibridizacion.
temperatura calculada y
disminuye gradualmente con
cada ciclo del PCR hasta llegar
a la temperatura determinada.

Band-Stab Se utiliza una aguja o punta | El método  facilita el | Bjoursony
para picar cuidadosamente la | aislamiento de un producto de Cooper

1992

banda de interés en el gel de
electroforesis de multiples
productos y es inoculada para

realizar una segunda reaccion.

PCR de una mezcla de otros
productos de diferente peso

molecular.
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B. Justificacion

La malaria ocasionada por P. falciparum es la mas severa y fatal, por lo tanto su
diagndstico rapido y preciso es muy importante (Suh et al 2004, Tangpukdee et al 2009).
Para ello se han implementado las Pruebas de Diagndéstico Rapido (PDRs). Dentro de las
PDRs mas sensibles y especificas para la deteccidn de infecciones con bajas parasitemias
(200 parasitos/ul) se encuentran las basadas en la deteccion de la Proteina Rica en
Histidina—2 (PfHRP2), en combinacion con la PfHRP3 (Tangpukdee et al 20009,
Wongsrichanalai et al 2007).

De acuerdo a la OMS, Guatemala aun se encuentra en la fase de control en vias a la
eliminacion, ya que disminuyo al 95% el nimero de casos de infeccion por P. falciparum
desde el afio 2000 al 2012 (World Health Organization. 2012b, World Health
Organization. 2013b). Este avance se ha logrado al utilizar una combinacion de
estrategias, entre ellas estd proporcionar el diagnostico parasitolégico temprano y el

tratamiento adecuado (World Health Organization. 2008a).

El pais, como estrategia nacional, busca eliminar la malaria para el afio 2020 de
acuerdo a un convenio firmado por los Ministerios de Salud de Mesoamérica (The Global
Found to Fight AIDS 2013, World Health Organization. 2012b). En las regiones
endémicas del pais, las infecciones pueden ser de baja parasitemia, por lo que es
necesario evaluar los genes pfhrp2/pfhrp3 para asegurar el uso de las pruebas réapidas
basadas en PfHRP2/PfHRP3, que han reportado ser de alta sensibilidad.

En estudios previos se evaluaron aislados de cepas de P. falciparum de diferentes
paises, encontrandose ausencia de los genes pfhrp2/pfhrp3 en muestras provenientes de
la region Amazonas de Per( y Brasil. Este hallazgo implica que en regiones donde se
reporten cepas con genotipo de una o doble delecion el diagnoéstico para malaria puede
fallar si se utilizan las PDRs basadas en PfTHRP2/PfHRP3 (Baker et al 2010, Gamboa et

al 2010). Por lo tanto, es importante el monitoreo de la presencia y propagacion de estos
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parasitos en regiones endemicas donde no han sido evaluados dichos genes para asegurar
la efectividad de las PDRs (Gamboa et al 2010).

Guatemala solo cuenta con resultados concluyentes para el gen pfhrp2, sin embargo
no es suficiente evidencia para respaldar el uso dicha PDRs, es necesaria la informacion
completa sobre la distribucion de la presencia o ausencia de los genes pfhrp2/pfhrp3 en
conjunto. La sensibilidad de la PDR es afectada si las cepas presentaran delecion en el
gen pfhrp3 y adicionalmente en los casos de infecciones con parasitemias bajas, ya que la

concentracion de proteina expresada seria menor (Baker et al 2011).

El presente estudio tiene como objetivos implementar un método molecular de PCR
para la deteccion del gen pfhrp3 y determinar su limite de deteccién, empleando
cebadores reportados en la literatura y cebadores disefiados para este trabajo. También se
busca iniciar el monitoreo de la presencia/ausencia en aislados de P. falciparum
retrospectivos de la region de Escuintla, Guatemala. El resultado generard la primera
informacion de la prevalencia de ambos genes en conjunto de cepas de P. falciparum del
pais y permitira orientar al programa nacional de control de malaria en la adquisicién de

PDRs efectivas para su uso en regiones endémicas del pais.

C. Objetivos

1. Objetivo general:

a. Determinar la prevalencia del gen de la proteina rica en histidina-3 en cepas de
Plasmodium falciparum (pfhrp3) de Guatemala; a partir de la estandarizacién de un

método de PCR para muestras de ADN extraidas de sangre en papel filtro.
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2. Obijetivos especificos:

a. Estandarizar un método molecular de PCR que amplifique el gen pfhrp3 para
muestras de sangre en papel filtro, de acuerdo a la literatura, utilizando controles de cepas
con genotipo conocido.

b. Determinar el limite de deteccidn del método a partir de una serie de diluciones

de parasitos por microlitro.

c. Iniciar el monitoreo del gen pfhrp3, evaluando los aislados de las muestras de
sangre en papel filtro retrospectivas provenientes de la region de Escuintla, Guatemala.

d. Confirmar la presencia del gen pfhrp3 en las muestras con amplificacion a

partir del analisis de secuencias.

e. Disefiar una serie de cebadores alternativos de PCR capaces de detectar el gen
pfhrp3, si no fueran especificos para las cepas de Guatemala.

D. Hipotesis conceptual

Los aislados de cepas de P. falciparum obtenidos del departamento de Escuintla,
Guatemala en los afios 1998 y 1999 presentan el gen pfhrp3, amplificado por el método
molecular de PCR estandarizado.



II. MATERIALES Y METODOS

A. Materiales utilizados en los diferentes procesos de laboratorio.

1. Reactivos. En el Cuadro 1 se describe los diferentes reactivos utilizados en los

procedimientos de laboratorio para detectar el gen pfhrp3 en aislados de capas
guatemaltecas.

Cuadro 1. Descripcion de los reactivos utilizados en los diferentes procedimientos de

laboratorio.
Amortiguadora para PCR 5X Colorless GoTag® Flexi Buffer Promega
Cloruro de magnesio (MgCly) 25 mM, Promega
Tag polimerasa 5U/ul,GoTag® Hot Start  Polymerase
Promega

Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 2mM c/u, GeneChoice, Inc.

Agarosa grado molecular Sigma Aldrich o Merck
Amortiguador TBE para geles 10X, Roche

Marcador molecular 50pb Promega

Bromuro de etidio 10mg/ml Merck

Kit de extraccién Mini kit QlIAamp DNA, Quiagen

20
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2. Equipo. En el Cuadro 2 se describe el equipo utilizados en los diferentes

procedimientos de laboratorio para detectar el gen pfhrp3 en aislados de capas

guatemaltecas.

Cuadro 2. Descripcion del equipo utilizado en los diferentes procedimientos de

laboratorio.
Termociclador 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems, Inc.
Camara de electroforesis RunOne Electrophoresis Cell EmbiTec
Céamara fotografica Canon
Computadora de escritorio Dell
Transiluminador UVP Gel
Campana de flujo laminar --
Centrifuga refrigerada EBA 12 R Heittich Zentrifugen
Centrifuga Mikro 120 Heittich Zentrifugen
Balanza analitica Metter AE 163
Refrigerador Frigidare
Congelador Frigidare
Bloque térmico VWR Scientific
Micropipetas 1x,10x,20x,100x y 1000x Eppendorf/Rainin

Mezclador vortex Fisher Schientific
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3. Otros materiales. En el Cuadro 3 se describen otros materiales necesarios,

utilizados en los procedimientos de laboratorio para detectar el gen pfhrp3 en aislados de

capas guatemaltecas.

Cuadro 3. Descripcion de los materiales utilizados en los diferentes procedimientos de

laboratorio.
Puntas bloqueadas 10x, 20x, 100x y 1000x Neptune
Tubos de PCR 0.2 0.2ml Eppendorf
Tubos 1.5 1.5 ml Eppendorf
Gradillas --
Guantes Nitrilo
Termdmetro --
Cronometro --
Marcadores para tubos Sharpie

Papel parafilm Parafilm
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B. Origen de las muestras y consideraciones éticas.

Los aislados de ADN extraido de sangre en papel filtro provienen de un estudio
“Marcadores moleculares en Plasmodium vivax asociados con resistencia a cloroquina y
recurrencias” FONACYT No. 12-97”, ejecutado en los afios 1998-99. En dicho estudio
se contd con la firma del consentimiento informado por parte de los voluntarios. Las
muestras fueron colectadas en uno de los departamentos de alto riesgo en Guatemala:
Escuintla. Se realizd el diagnostico microbioldgico para confirmar la infeccién por
malaria. EI ADN de las muestras confirmadas con P. falciparum fue extraido y

almacenado a -20°C.

Posteriormente en el afio 2010, del FONACYT No. 12-97 se derivo el estudio
“Prevalencia de genotipos resistentes de medicamentos antimalaricos en P. falciparum en
Guatemala”. En el estudio se utilizaron las muestras obtenidas del proyecto mencionado
anteriormente. Estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro de Estudios en
Salud.

El presente estudio también se realiz6 para comprender las caracteristicas
genéticas de las cepas de malaria circulantes en Guatemala. Por lo tanto las
consideraciones éticas tomadas en cuanta son las siguientes:

1. Los aislados de ADN y muestras estan identificadas con un cddigo
numeérico, por lo tanto estan desenlazadas de identificadores personales.
2. No se tiene acceso a la base de datos confidenciales.
3. Se trabaj6 con aislados de ADN (muestras colectadas, material genético
extraido, utilizado y almacenado el remanente de ADN).
Por tanto, este estudio se clasifica como una investigacion que no involucra sujetos

humanos.
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C. Esquema de la metodologia general realizada en este estudio.

El procedimiento llevado a cabo en el estudio de caracterizacion e identificacion

molecular del gen pfhrp3 en aislados guatemaltecos se esquematizo en la Figura 7.

Figura 7. Esquema del procedimiento general realizado a lo largo de la estandarizacion y

analisis de muestras.

Busqueda literaria

Estandarizacién de PCR Disefio de cebadores
(controles positivos y
negativos) \l,

Estandarizacién de PCR
Limite de deteccion alternativo
(Dilucion seriada de control y
extraccion de ADN en papel
filtro)

\

PCR evaluacion de
muestras

PCR de cebadores o
alternativos

Resultado Resultado

Secuenciacion <

\’

Andlisis de secuencia
(presencia o ausencia
del gen pfhrp3)
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D. Revision de literatura, identificacion del metodo y busqueda de

secuencias publicadas.

En dos estudio publicado por Baker et al. en el 2005 y en el 2010, utilizaron un
grupo de cebadores utilizados en una técnica de PCR convencional y semianidado para
evaluar el gen pfhrp3 en cepas de diferentes paises endémicos. Se realiz6 una bdsqueda
en la base de datos de nucledtidos de NCBI, con las palabras clave “hrp3”, “hrplll” y
“Plasmodium falciparum”. Los cebadores fueron analizados con BLAST de NCBI.

E. Disefo de cebadores alternativos para amplificar el gen pfhrp3.

Se realizo el disefio de dos series de cebadores alternativos para evaluar las
muestras con resultado negativo con el método estandarizado de PCR Baker; uno grupo
para PCR convencional y el otro para PCR semianidado. El disefio se realizé tomando en
cuenta los pardmetros descritos en el Cuadro 4, se utilizé la herramienta bioinformética
Primer-BLAST (NCBI) y también de forma manual al excluir las opciones bajo dichos

parametros.

Se utiliz6 la informacién de la secuencia completa del gen pfhrp3 en GenBank
con el codigo de acceso U69552.1, y la descripcién de los grupos de cebadores se
encuentra en el Cuadro 5. La posicién de los cebadores en el genoma, comparando los

grupos disefiados con los de Baker, se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Posicion de los cebadores disefiados y los reportados por Baker et al. en el gen

pfhrp3.
514ph 69ph 133pb 726ph 415ph
gen pfhrp3 :: ||
Grupo de cebadores disefiados PCR convencional: flechas color verde. Exo6n: morado
Grupo de cebadores disefiados PCR semianidado: flechas color anaranjado. Intron: amarillo

Grupo de cebadores Baker PCR convencional: flechas color rosado.

Cuadro 4. Descripcién de los parametros tomados en cuanta para el disefio de los grupos

de cebadores.

Parédmetro Descripcion

18 - 20 bases para fragmentos menores a 5 kb.
20 — 30 base para fragmentos mayores a 5kb.
Largo ] ] ]
Esto permite que al calcular el Tm, las diferencias entre
templado y el cebador se minimice.

Temperatura de 58-60°C.

fusion (Tm) Diferencia de 2 a 3°C entre cebadores.
Temperatura de 5-10°C debajo de la Tm.

hibridacion (Ta) Alta Ta aumenta la especificidad.
Contenido G/C En el rango de 30-70%.

La secuencia debe terminarenuna G o C, CG o GC.
Terminacion 3’
Esto aumenta la eficiencia del cebador.

] Evitar terminaciones 3’ de 3 o mas C’s y G’s
Complementariedad

Evitar la auto-complementariedad.

(Dieffenbach et al 1993; Johnson 2000)
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Cuadro 5. Descripcién de los grupos de cebadores de PCR de Baker et al. 2005 y los

disefiados.
Tamafio
Nombre del
Orientacién Secuencia esperado
cebador
(pb)*
Pfhrp3-F1 Sentido 5'-AATGCAAAA GGACTTAAT TC-3' 49.82 30
Baker et 719
L. 2005 Pfhrp3-R1 Antisentido 5-TGGTGTAAGTGATGCGTA GT-3' 56.59 45
al.
Pfhrp3-F2 Sentido 5’AAATAAGAGATTATTACACGAAAG-3’ 50.05 50.8 666
Pfhrp3-f11 Sentido
5’-CCGCTGCCGTTTTTGCTTCCG-3’ 65.73 61.9
exonl externo
- - 745
Grupol  Pfhrp3-ril Antisentido
o ) 5-GCTCCATCGTGGTGTGCTCCA-3’ 65.00 61.9
disefiado  exdn2 externo
Pfhrp3-f12 Antisentido
i . 5’-TGGTGAGCATGATGAGCATCAGC-3’ 63.41 52.17 308
exon2 interno
Grupo 2 Pfhrp3-f10 Sentido 5-ATCAACTTTGCTTTTAAAGTTTCTAC-3’ 56.67 29.63
L 1659
disefiado  ~pfhrp3r10 Antisentido 5"-AAAGACAGTAGAAAAATCGCTATCC-3>  58.6 38.46

*Temperatura de fusién (Tm), porcentaje de CG (%CG) y tamafio de secuencia esperado en pares

de bases (pb) obtenido de del analisis de cebadores por PrimerBlast, NCBI.

F. Estandarizacion de la técnica de PCR pfhrp3 Baker para amplificar

aislados de ADN extraido de sangre completa y de sangre en papel filtro.

1. Cepas de Plasmodium falciparum de genotipo conocido para la estandarizacion de
la técnica de PCR. Las cepas con genotipo conocido (control positivo) utilizadas para la
estandarizacion del método fueron: Pert, 3D7 y Dd2, que presentan el gen pfhrp3 y la

cepa Hb3 que no presenta el gen (control negativo).

2. Técnica de PCR pfhrp3 Baker modificado para aislados de sangre completa. Se
realizo la estandarizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional (Baker et al 2005 y 2010). ElI método emplea una reaccién de PCR con los
cebadores Pfhrp3-F1 y Pfhrp3-R1 bajo las condiciones de la mezcla de reaccion que se
muestran en el Cuadro 6, con la variacion de realizar una dilucion del ADN original

(1:100). Las variaciones realizadas al programa de PCR original para obtener una banda
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definida fueron; cambios en el numero de ciclos (de 40 a 35) y en la temperatura de
hibridacion (de 55°C a 60°C), obteniendo finalmente los pardmetros descritos en el
Cuadro 7. Los tubos con la mezcla de reaccion fueron colocados en el termociclador
2720 Applied Biosystem.

El producto se visualizé por electroforesis en gel de agarosa al 2% con buffer TBE
1X y bromuro de etidio. Se cargd 5ul del producto méas 1ul de solucién reguladora de
cada muestra y el marcador molecular 50pb. Los pardmetros de corrida fueron 100
voltios por 30-45 minutos. EI gel con las muestras se visualizaron a través de un
transiluminador UV, una camara fotografica con filtro rojo y una computadora de

escritorio.

3. Técnica de PCR pfhrp3 Baker para aislados de sangre en papel filtro. La
estandarizacién del PCR para aislados de ADN extraido de sangre en papel filtro se
realiz6 siguiendo la recomendacion de Baker et al. 2005; la cual fue realizar la segunda
reaccion de PCR del método semianidado (con los cebadores Pfhrp3-F2 y Pfhrp3-R1),
que es mas especifico y sensible para el tipo de aislado. En la estandarizacion se
realizaron variaciones en los parametros de la mezcla de reacciéon o en el programa de
PCR. Las variaciones fueron principalmente; aumento de la temperatura de hibridacion,
disminucion del nimero de ciclos, concentraciéon de cebadores y de sales (MgCl,). Los

productos obtenidos fueron de un nimero variable de bandas inespecificas.

La primera reaccion mostro ser mas especifica, presentando la banda definida del
tamafo esperado (600pb-700pb), por lo que se estandarizo el metodo para los aislados de
ADN extraido de sangre en papel filtro (Baker et al. 2005, 2010). La técnica de PCR
convencional fue nombrada: “PCR pfhrp3 Baker”. Las condiciones de la reaccion se
muestran en el Cuadro 6, se utilizd el termociclador 2720 Applied Biosystem con
variaciones en los pardmetros del programa de PCR mostrados en el Cuadro 8.

El producto se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa como se describid en el

inciso anterior (F.2.).
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Cuadro 6. Componentes, concentracion final y volumen de la mezcla de reaccion para

amplificar el gen pfhrp3 en muestras extraidas de sangre completa y de sangre en papel

filtro.

Componente de la Concentracion final Volumen (uL)

mezcla de reaccion 1 reaccion
Agua 8.75
Buffer 10X 1X 4
MgCl, 2Mm 1.6
DNTPs 200 uM dNTPs 2
Cebador Pfhrp3-F1 0.6 uM 1.2
Cebador Pfhrp3-R1 0.6 uM 1.2
Tag Polimerasa HotStart 1.25U 0.25
Volumen final 19
ADN 1*

*Volumen de ADN: un microlitro de una dilucién 1:100 del aislados de ADN extraido de sangre completa

y un microlitro de aislado de ADN puro extraido de sangre en papel filtro.

Cuadro 7. Programa de PCR para amplificar el gen pfhrp3 en muestras extraidas de

sangre completa.

Paso Temperatura Tiempo Ciclo
Activacién 94°C 10min 1
Desnaturalizacion 94°C 50s

Hibridacion 60°C 50s. 35
Extension 70°C 1min

Extension final 70 5min 1

4°C 0 1
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Cuadro 8. Programa de PCR para amplificar el gen pfhrp3 en muestras extraidas de

sangre en papel filtro.

Paso Temperatura Tiempo Ciclo

Activacion 94°C 10min 1

Desnaturalizacion 94°C 50s

Hibridacién 55°C 50s 40

Extension 70°C 1min

Extension final 70°C 5min 1
4°C 00 1

4. Determinacion del limite de deteccion del método de PCR pfhrp3 Baker con
aislados de ADN del control positivo 3D7 extraido de sangre en papel filtro y dilucién

seriada del control positivo 3D7.

a. Extraccion de ADN del control 3D7 en diluciones de parasitos por
microlitro en sangre almacenada en papel filtro. Se realizd la extraccién de ADN del
control positivo del parasito 3D7 diluido en microlitros de sangre; 0.5, 1, 2, 3, 4,5y 10
paréasitos/pl, almacenados en papel filtro Whatman® 3.0 proporcionados por la Dra. Ana
Cabrera de los laboratorios de la Universidad McMaster, Canada. La extraccion se realizo
siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante del método por columna del Mini
kit QlAamp DNA, Quiagen. El aislado se almacend a -5°C por una noche o hasta su uso
(0 a-20°C por tiempos prolongados).

b. Confirmacion de la eficiencia de la extraccion por PCR 18S. Los
productos de la extraccion se evaluaron con el método de PCR 18s ADNTr estandarizado
(Snounou 1993 y Singh, 1999) para confirmar la eficiencia de la extraccion al contar con
ADN amplificable del parasito.
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c. Dilucion seriada del control positivo de P. falciparum 3D7. En paralelo,
se realizo dilucion seriadas del control positivo 3D7, proporcionada por los laboratorios
del CDC, Atlanta. La concentracién conocida del control se verifico por medio de
espectrofotometria UV-Vis y se determind que posee 4.6ng/upl. A partir del cual, se
realizaron diluciones seriadas hasta obtener seis concentraciones en el rango de 4.6 a 0.02

pg/ul que corresponde de 230 a 1 parasito/pl.

d. Limite de deteccion del método de PCR pfhrp3 Baker. EI ADN extraido
del parésito 3D7 diluido en sangre almacenado en papel filtro y las diluciones seriadas
del ADN puro del control 3D7 se utilizaron para determinar el limite de deteccion del
método de PCR pfhrp3 Baker estandarizado para determinar el minimo de parésitos por
microlitro capaz de detectar. El producto se visualizdé de acuerdo al procedimiento del

inciso F.2.

G. Evaluacion de los aislados de ADN de P. falciparum de Guatemala

con el método de PCR pfhrp3 Baker estandarizado.

1. Tratamiento de los aislados almacenados en precipitacion. EI ADN se
encontraba almacenado en precipitado con acetato de amonio y etanol a -20°C, se
resuspendi6  en buffer TE 1X empleando un protocolo interno del laboratorio

“Resuspension ADN en etanol con acetato de amonio almacenado a -20°C”.

2. Evaluaciéon de los aislados re suspendidos de los aislados. Los veinte
aislados de ADN de Guatemala 98-99 se analizaron empleando el método convencional
de PCR pfhrp3 Baker estandarizado, de acuerdo a los Cuadros 6 y 8. Los productos se

visualizaron realizando el procedimiento de electroforesis (inciso F.2).

3. Verificacion de ADN amplificable del parésito. Los aislados re
suspendidos se evaluaron con el metodo de PCR 18s ADNr estandarizado (Snounou 1993
y Singh, 1999) para verificar la presencia de ADN amplificable del parasito. El producto

se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 2% como se describe en el inciso F.2.
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4. Aislados que presentaron amplificacion del gen phrp3 por el PCR
estandarizado. Las muestras con amplificacion en el rango de 294 a 700pb fueron
purificadas por el método estandarizado ExoSap interno del laboratorio y se enviaron a
Macrogen USA para ser secuenciadas. Posteriormente se analizaron con herramientas
bioinformaticas, empleando el software: FinchTV v.1.4.0 Geospiza®, Mega v. 6.05
(Kumar et al. 2004) y BLAST-NCBI.

H. Analisis de los aislados que no presentaron amplificacion con el

método de PCR pfhrp3 Baker con PCRs de los cebadores alternativos.

1. Re-concentracion de aislados. Un sub-grupo de las muestras negativas fueron re-
concentradas empleando un método desarrollado especialmente para muestras de baja
concentracion (ver Anexo “Precipitacion y resuspension de muestras con fragmentos
pequefios o baja concentracion de ADN”). Se midid la concentracion de ADN de las
muestras negativas por espectrofotometria UV-Vis y de fluorescencia antes de realizar el

tratamiento y después de la reconcentracion.

2. PCR de los cebadores disefiados alternativamente. Para ambos grupos de
cebadores las condiciones de PCR fueron las mismas que las utilizadas para muestras
extraidas en sangre de papel filtro, Cuadro 6 y 8. Sin embargo, el grupo de cebadores del
PCR semianidado presento maltiples bandas. Para tratar de extraer o delimitar el nimero
de bandas, se realizo6 diferentes metodologias; PCR de gradiente, PCR Touchdown, PCR
Band Stab, extraccion de bandas del gel de agarosa normal y de bajo punto de fusion

(LMP), purificacion de las bandas aisladas y por ultimo secuenciacion.
I. Analisis de los resultados
1. Analisis estadistico. En la fase de estandarizacion no se empled ningun analisis

estadistico. La siguiente fase, consiste en evaluar y analizar los resultados del método de

PCR pfhrp3 Baker en 21 aislados de ADN provenientes de un estudio previo. La
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prevalencia puntual (p) es la proporcion de la poblacion que padece una enfermedad o
que indica un evento en un momento dado. La proporcion se expresa como casos por mil
o cien habitantes, ya que no tiene dimensionales y el valor se obtiene de 0 a 1 (Hernandez
Avila 2007). La estimacion de la probabilidad que una cepa tenga el gen pfhrp3 en una
poblacion de 21 cepas guatemaltecas evaluadas en el estudio (momento t) se calcula

mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion: Prevalencia puntual (p)

numero total de casos en el momento t 100
= X
p total de la poblaciéon estudiada en el momento t

2. Andlisis bioinformético. El programa utilizado para disefio de cebadores fue
Primer BLAST de NCBI. El programa FinchTV v.1.4.0 Geospiza® se utiliz6 para
visualizar la secuencia de la muestra Guatemala 9899-01 y para determinar la calidad de
la misma. Se realiz6 la busqueda en la base de datos llamada Nucleotide de NCBI, que
mostro el porcentaje de similitud de secuencias entre 96% y 100%, posteriormente se
analiz6 con BLAST y Mega v. 6.05 (Kumar et al. 2004).




I1l. RESULTADOS

A. Estandarizacion del método de PCR pfhrp3 para muestras de ADN

extraidas de sangre completa y sangre en papel filtro.

El método molecular de PCR convencional para amplificar el gen pfhrp3
publicado por Baker et al 2005 fue elegido para analizar las muestras de Guatemala,
debido a que se ha utilizado para evaluar la variabilidad genética de los genes pfhrp2 y

pfhrp3 en cepas provenientes de diferentes regiones endémicas del mundo (Baker et al

2010, Baker et al 2005, Houze et al 2011) .

Figura 9. Gel de electroforesis de los productos de PCR pfhrp3 Baker estandarizado para
ADN extraido de sangre completa
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Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (1) Aislado de sangre completa, control positivo
interno de laboratorio diluido 1:100, (2) Aislado de sangre completa, segunda toma diluido
1:100, (3) Aislado de sangre completa, tercera toma diluido 1:100, (Pert) ADN de la cepa
control positivo Pf Per(, (3D7) ADN de la cepa control positivo Pf 3D7 y (C-) Control negativo
de agua. Los productos de PCR fueron corridos en un gel agarosa 2% a 100Voltios por 35 min.

Banda de tamafio esperado: 700pb.

34
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El método quedd estandarizado para aislados de ADN extraido de sangre
completa con los pardmetros mencionados en la metodologia. En la Figura 9 se presenta
la electroforesis en un gel de agarosa 2% del producto de PCR. La banda del tamafio
esperado, alrededor de las 700pb, se observa definida y especifica. El exceso de
amplificacion (“barrido”) es menor en los aislados de los controles positivos internos del
laboratorio que en los controles positivos de las cepas 3D7 y Per(; esto se debe a que se

les realizd una dilucion de 1:100 como parte de la estandarizacion.

Inicialmente, se siguid la recomendacion de Baker et al 2005 de realizar la
segunda reaccion de PCR del método semianidado para muestras extraidas de sangre en
papel filtro (Baker et al 2005, 2010). Sin embargo, el resultado siempre fue inespecifico.
Por lo tanto, se decidid utilizar la reaccion de PCR convencional utilizada para sangre
completa, con modificaciones en los parametros para el otro tipo de muestra. Finalmente,
el método convencional de PCR pfhrp3 Baker para ADN extraido de sangre en papel

filtro quedd estandarizado bajo los parametros mencionados en la metodologia.

Figura 10. Gel de electroforesis de los productos del PCR pfhrp3 Baker estandarizado
para ADN extraido de sangre en papel filtro empleando cepas de genotipo conocido.

Pozos: (MM) escalera 50bp, (3D7) ADN del control positivo 3D7 5ng/ul, (Perd) ADN del control
positivo Peru diluido 1:10, (HB3) ADN del control negativo HB3, (Dd2) ADN del control positivo
Dd2 5ng/ul y (C-) control negativo H,O. Los productos de PCR fueron corridos en un gel agarosa
2% a 100Voltios por 35 min. Banda de tamafio esperado: 700pb.
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En la Figura 10 se muestra el producto de la amplificacion de los controles
positivos; Pert (650pb aprox.) que difiere en tamafio comparado con el control 3D7
(700pb). El control negativo HB3 no presentd ninguna banda de amplificacién, esto
indica que los cebadores son especificos para el gen. También se utiliz6 el control Dd2

que en ausencia del gen pfhrp2, obtuvo amplificacion en la region esperada.

B. Limite de deteccion del PCR convencional pfhrp3 Baker para ADN

extraido de sangre en papel filtro.

La calidad del ADN extraido del control positivo 3D7 en diluciones de parasitos
por microlitro de sangre en papel filtro se verifico con el método de PCR 18s ADNr
(Anexo Figura 18). Los aislados que presentaron amplificacion para el gen 18s ADNTr,
(1, 4, 5y 10 paréasitos/ul) se utilizaron para evaluar el método de PCR pfhrp3 Baker. Se
realiz6 tres réplicas del método utilizando cada muestra en duplicado; en total 6

reacciones por cada una.

Figura 11. Gel de electroforesis del limite de deteccion del producto de PCR pfhrp3
Baker estandarizado para aislados de parasitos control 3D7 por microlitro en papel filtro.

800ph
700bp
600pn

Pozos: (MM) escalera molecular 50bp, Duplicado de (1) ADN de 1 parasito/ul 3D7, (4) ADN de 4 parasito/ul
3D7, (5) ADN de 5 parasito/pl 3D7, (10) ADN de 10 parasito/ul3D7, (3D7) ADN del control positivo 3D7
1:100 y (C-) Control negativo H,O. Productos de PCR fueron corridos en un gel agarosa 2%, 100Voltios por
20 min. Banda de tamafio esperado: 700pb.

El resultado de las tres réplicas del método se resume en que las muestras de 5 y
10 parasitos/pl amplificaron 5 de 6 reacciones y las muestras de 1 y 4 paréasitos/pl
amplificaron 3 de 6 reacciones. Por lo tanto, se puede determinar que el limite de
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deteccidn del método para muestras extraidas a partir de papel filtro se encuentra en el
rango de 5-10 parasitos/pl. En la Figura 11 se muestra la electroforesis de uno de los
productos de PCR un gel de agarosa 2%, en el cual se observan bandas definidas en
700bp.

El método de PCR pfhpr3 Baker también se evalué con las seis diluciones
seriadas en el rango de 0.02 a 4.6 pg/ul del aislado de ADN 3D7. El resultado se observa
en la Figura 12, las bandas definidas van en aumento en intensidad desde 5 parasitos/ul
hasta 230 parasitos/pl.

Figura 12. Gel de electroforesis del producto de PCR pfhrp3 de seis diluciones seriadas
del ADN del control positivo 3D7.

800pb
700bp
600pb

Pozos: (MM) Marcador molecular 50bp, (1) ADN 1 parasito/pl 3D7 (equivalente a 0.02
pa/ul), (5) ADN 5 parésito/pl 3D7 (0.1 pg/ul), (10) ADN 10 parasito/pl 3D7 (0.2 pg/ul), (50)
ADN 50 parésito/ul 3D7 (1 pg/ul), (100) ADN 100 parasito/pl 3D7 (2 pg/pl), (230) ADN 230
parasito/ul 3D7 (4.6 pg/ul) y (C-) Control negativo H,0O. Los productos de PCR fueron
corridos en un gel agarosa 2%, 100Voltios por 30 min. Banda de tamafio esperado: 700pb.

Este resultado concuerda con en el obtenido en el limite de deteccion a partir de la
extraccion de ADN de las diluciones de parasitos/pl de sangre en papel filtro, como se

observa en el cuadro comparativo (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Cuadro comparativo de los dos métodos; extraccion de ADN de paréasitos/pl en

papel filtro y dilucién seriada del control 3D7, para determinar el limite de deteccidn del
método de PCR pfhrp3 Baker.

PCR hrp3
Parasitos/pl | Diluciones de parasitos/ul | Diluciones seriadas del
control positivo 3D7
1 - -
5 + +
10 + +

“+” representa amplificacion del gen (banda definida) por el método y

“-“representa no amplificacion (no banda) por el método

Con base en estos resultados se puede concluir que el limite de deteccion del
método se encuentra en 5 parasitos/pl equivalente a 0.1pg/pl.

C. Evaluacion de los aislados de ADN de P. falciparum de Guatemala
con el método de PCR pfhrp3 Baker.

Se evaluaron 24 aislados de Guatemala 98-99 con el método de PCR pfhrp3
Baker, de las cuales dos mostraron amplificacion en el rango que va de 294 a 700pb,
correspondiente al gen pfhrp3. El tamafio de la banda de la muestra Gt9899-01 se
encuentra por encima de las 700pb (Figura 12) y la banda de la muestra Gt9899-23 se
encuentra por las 600pb (Figura 13). La muestra Gt9899-17 mostr6 amplificacion por
debajo de las 294pb, al encontrarse fuera del rango, podria corresponder a alguna
inespecificidad. Unicamente se aisl6 la banda de 600pb y fue secuenciada por Macrogen
USA, obteniendo secuencias inespecificas que no corresponden al gen pfhrp3. El
producto de amplificacion de la muestra Gt9899-01, también fue secuenciado y el

analisis de su secuencia se especifica en el siguiente inciso.
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De los 24 aislados que fueron evaluadas por el método de PCR pfhrp3 Baker, 22
fueron evaluadas para verificar la calidad del ADN amplificable por el método de PCR
18S ADNI, (Anexo Figura 19 y 20). Los otros dos aislados (Gt9899-09 y Gt9899-11), se
omitieron ya que no habia suficiente volumen del aislado. La muestra Gt9899-04 también
se omite ya que no mostro amplificacion para el gen 18s ADNr, indicando la falta de

ADN amplificable del parasito.

En total, fueron tomados en cuenta 21 de 24 aislados para el presente estudio,
evaluados por PCR pfhrp3 Baker y PCR 18S ADNr.

Figura 13. Gel de electroforesis del producto de PCR pfhpr3 Baker de ocho aislados de
ADN guatemaltecos 98-99.

800 pb
700 pb
600 pb

800 pb
700 pb
600 pb

Pozos: (MM) marcador molecular 50bp, (1) ADN Gt9899- 01, (2) ADN Gt9899- 02, (3) ADN
Gt9899- 03, (4) ADN Gt9899- 04, (5) ADN Gt9899- 05, (6) ADN Gt9899- 06, (7) ADN Gt9899-
07, (8) AND Gt9899- 08, (3D7) Control positivo ADN 3D7 1:1000 y (C-) Control negativo H,O.
Los productos de PCR fueron corridos en un gel de agarosa 2% a 100Voltios por 40 min. Banda
de tamafio esperado: de 294 a 700pb. Recuadro muestra la banda de amplificacién de la Unica
muestra positiva para pfhpr3.

Los aislados de las muestras positivas para P. falciparum utilizadas en el estudio,
fueron las colectadas en los afios 1998 y 1999 en el departamento de Escuintla. Estas

muestras son muy valiosas e importantes para realizar diversos estudios de
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caracterizacion molecular del parasito. EI remanente de ADN tiene un historial de
manipulacion que compromete la calidad del mismos; son muestras antiguas (afio 1998-
1999), fueron colectadas en papel filtro y extraidas en el afio 2010, manipuladas en
diversos estudios y el poco volumen restante (15 a 40pul) fue almacenado en precipitado

en el afo 2011.

Figura 14. Gel de electroforesis del producto de PCR pfhrp3 de 10 aislados de ADN

guatemaltecos 98-99.

700pb
600pb

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (15) ADN Gt9899-15, (16) ADN Gt9899-16, (17)
ADN Gt9899-17, (18) ADN Gt9899-18, (19) ADN Gt9899-19, (20) ADN Gt9899-20, (21)
ADN Gt9899-21, (22) AND Gt9899-22, (23) ADN Gt9899-23, (24) AND Gt9899-24, (3D7)
Control positivo ADN 3D7 y (C-) Control negativo H,O. Producto de PCR corrido en un gel
de agarosa 2% a 100V por 35 min. Muestras del recuadro con amplificacion; Gt9899-17 por
debajo (200pb) del rango esperado y Gt9899-23en el tango de 294 a 700pb.

Si bien, el PCR 18S indicé que el ADN esta en calidad para amplificarse por
dicho método, no se descarta la posibilidad de que la concentracion sea muy baja
(<0.1pg/ul) de tal manera que el método de PCR pfhrp3 Baker no permita la
amplificacion de genes cromosomales del parasito. Por lo tanto, los aislados se trataron
por diversas técnicas de concentracion para recuperar la mayor cantidad y calidad de
ADN amplificable (Anexo). Para descartar la posibilidad que la concentracion de ADN
no fuera suficiente para que el método lo detecte, se extrajo tres muestras a partir de la

gota en papel filtro almacenado desde la toma de la misma (1998-1999). Los aislados
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fueron de buena calidad (evaluados por PCR 18S) y se evaluaron por el PCR pfhrp3

Baker, sin embargo el resultado fue nuevamente negativo.

D. Analisis de la secuencia de la Unica muestra positiva para el gen
pfhrp3 de los aislados de ADN guatemalteco 98-99.

Figura 15. Electroferograma de la secuencia de ADN del gen pfhrp3 de la muestra
Guatemala9899-01.

AATGC TCATCATGLCAGC TAATGC TCACCATG

260 270 280 280
AN O GTAD TR GSGNEC IO TR0 mmm -Gmumm PG DR P D T D TR P TR R T,
0 20 30 40 fso 60 70 80 % 100 110 120 140 60 170 a0 a0 200 210 220 23

L i Mhhlmlunuluunuul.llllmuhhhﬂumnn' A A A

T T A TR DA R D A A DA A R i G R T A A A A T A R T AT A T A AT TG E R TG TR TGOS TIDRACTTRGADAG
240 250 260 270 a0 S0 00 310 620 330 340 350 360 370 380 350 400 410 420 430 440 450 450

mnln AR ul.hluldm;mmuumll m|mﬂuimmjmlhlnhmmuunhmuuludmmumuleMmuhm L] Ummul [ dnlllmm mnﬂmmmm

i e e

GCCCATCATGCACATCATGTAGCTGATGCCCATCATGCACATCATGTAGCTGATGCCCATC
ATGCACATCATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCGCCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAG
CTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGC
TCACCATGCAGCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCAT
GCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGATGCTAATCACGGATTTC
ATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTTACATCATGCAAAAGCTAATGCTTGTTT
TGATGATTCTCACCATGACGATGCCCACCATGATGGAGCACACCACGACGATGCCCACCA
TGATGGAGCACACCACGACGATGCCCACCATGATGGAGCACACCACGACGATGCCCACC
ATGATGGAGCACACCACGACGATGCCCACCATGAT

TR T
70 480 450 500 550 600 610 620 53I] 50 660 GTIJ EBEI 690 700

Se muestra el resultado completo del electroferograma obtenido en la secuenciacion, para visualizar la
calidad se aumento la region de 260 a 290pb (cuadro azul), donde se observa picos altos y definidos, sin
picos pequefios de fondo. Debido a que los extremos no son de buena calidad, se selecciond una secuencia

de consenso desde 119 a 607 pb a (cuadro rojo).
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La secuancia del fragmento amplificado de la muestra Guatemala9899-01 (Figura
15) se analizé utilizando el programa FinchTV v.1.4.0 Geospiza® para verificar la
calidad. Unicamente la secuencia sentido fue de buena calidad, ya que el
electroferograma muestra picos altos y definidos. El fragmento seleccionado se utiliz6

para el analisis por bioinformatica.

Figura 16. Alineacion multiple de las secuencias del gen prhp3 de cepas con similitud del 97 y
99% con la secuencia Gt9899-01.

E.2

Islas Solomon|AY821821.1| ATé%% AQCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACHATGCA 192
Papua Nueva Ginea|GU195044.1] ATGCTEAQCATGCAGCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCATJATGCA 156
Guatemala9899-01 ATGCTEGQCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCRCAATGCA 71
3D7|XM 002809080.1] ATGCTFAQCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCRCHATGCA 300
Madagascar|EU589862.1] ATGCTEAQCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCATJATGCA 234
MAdagascar2|GU194999.1| ATGCTFAQCATGCAGCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCRCPATGCA 138

* Kk ok kK Ak khkkhkhkhkhkkhkhkhhkhkkhkhkhhk, *hkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkxxk [x % % % %

e

Islas Solomon|AY821821.1| GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCA 242
Papua_Nueva Ginea|GU195044.1] GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCA 206
Guatemala9899-01 GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCA 121
3D7|XM 002809080.1] GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCA 350
Madagascar |EU589862.1] GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCATCA 284
MAdagascar2|GU194999.1| GCTAATGCTCATCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCA 188

Khkhkkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhhhhkhhhhkhkhhkhkhkhhkh *hkhkhkkhkhkrhkhkhkrrkhkhkrrk *%x

E.3

Islas Solomon|AY821821.1]| TGCAGCTAATGCTCRTCATCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 292
Papua_Nueva Ginea|GU195044.1] TGCAGCTAATGCTCRCCATCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 256
Guatemala9899-01 TGCAGCTAATGCTCRATCATECAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 171
3D7 XM _002809080.1 TGCAGCTAATGCTCRTCATISCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 400
Madagascar |EU589862.1| TGCAGCTAATGCTCRCCATISCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 334
MAdagascar2|GU194999.1| TGCAGCTAATGCTCRCCATISCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTC 238

*hkkkhkhkkkhkhkkhkkhkkk LR RS SRS R SRR R SRR R R R RS RS S S S S
Islas_Solomon|AY821821.1| ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 342
Papua Nueva Ginea|GU195044.1] ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 306
Guatemala9899-01 ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 221
3D7 XM _002809080.1 ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 450
Madagascar |EU589862.1| ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 384
MAdagascar2|GU194999.1| ACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTAATGCTCACCATGCAGCTGAT 288

LRSS SRR S SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S SRS
Islas_Solomon|AY821821.1| GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 392
Papua Nueva Ginea|GU195044.1] GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 356
Guatemala9899-01 GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 271
3D7|XM 002809080.1 GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 500
Madagascar|EU589862.1] GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 434
MAdagascar2|GU194999.1 | GCTAATCACGGATTTCATTTTAACCTTCACGATAACAATTCCCATACTTT 338

Khkkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkkkkx

Resultado de la alineacién multiple con cinco secuencias publicadas en GenBank que presentaron similitud
en 97 y 99%. Regiones en las cuales ocurrio un cambio de base; E.1) G por una A, sin embargo este
cambio no resulta en cambio de base, E.2) sustituciones de un nucle6tido por otro (C y T) que no resultan
en cambios en el aminoacido y E.3) nucleétidos que si resultan en cambio de aminoécidos (Prolina CCA 'y
Serina TCA).
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Se utiliz6 la herramienta bioinformatica BLAST de NCBI para realizar la
busqueda y comparacion de la secuencia obtenida de la muestra Gt9899-01 con las 284
secuencias reportadas del gen de diferentes regiones endemicas del mundo. El resultado
obtenido fue 99% de similitud y 100% de la secuencia cubierta en el alineamiento
(“query”) con el gen pfhrp3 correspondientes a la cepa de las Islas Solomon (GenBank:
AY821821.1) y la cepa 3D7 (GenBamk: XM 002809080.1). Las secuancias de
Madagascar y Papua Nueva Ginea presentaron 97% de simitud y 100% de query.

En la Figura 16 se muestra un segmento de la alineacion multiple realizada con el
programa ClustalW de EMBL-EBI, en el se observan mutaciones de sustitucion de
nucleotidos que hacen la diferencia entre las distintas cepas. Por lo tanto, se confirmé que
la secuancia de la muestra Gt9899-01 corresponde al gen pfhrp3, de una cepa de

Guatemala.

E. Analisis de los aislados con PCRs de cebadores alternativos que no

presentaron amplificacion con el método de PCR Baker.

1. Evaluacién de los aislados con el primer grupo de cebadores alternativos para
PCR semianidado. Se seleccionaron al azar tres de los 21 muestras del estudio que
tuvieron resultado negativo para el gen pfhrp3 con el PCR phrp3 Baker y se re-extrajo el
ADN a partir de la sangre en papel filtro almacenada desde el afios de la toma de muestra
(1998-1999). La calidad de la extraccién se evalu6 con el método de PCR 18S ADNI, el
cual indico la presencia de ADN amplificable del parasito.

Nuevamente se evaluaron los tres aislados con el método del PCR pfhrp3 Baker
para descartar la posibilidad que la muestra no contara con suficiente concentracion del
ADN, pero el resultado fue ausencia de banda en el rango esperado. Se continud con la
estrategia planeada, los tres aislados se evaluaron con una reaccion de PCR empleando
los cebadores disefiados alternativamente. Las condiciones en la mezcla de reaccién y del
programa de PCR fueron las mismas que se utilizan para el método de Baker, Cuadro 6 y

8, utilizando el segundo grupo de cebadores del Cuadro 1. En la Figura 17 se observa la
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electroforesis del producto de PCR, en el cual se observan muchas bandas no especificas
en las muestras. Sin embargo, el control presenté una banda intensa en el tamafio
esperado (745pb) y menos inespecificidades comparado con las muestras, aunque

muestra exceso de barrido.

Figura 17. Gel de electroforesis del producto de PCR convencional pfhrp3 primer grupo

de cebadores disefiados alternativamente.

MM 09 08 14 C+ C-

800pb
700pb

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (09) ADN Gt9899-09, (08)
ADN 9899-08, (14) ADN Gt9899-14, (C+) control positivo ADN 3D7,
(C-) control negativo H,0. Productos de PCR fueron corridos en un gel
agarosa 2%, 100V por 30 min. Banda de tamafio esperado: 745pb.

En esta reaccion de PCR, utilizando el primer grupo de cebadores disefiados, se
logré obtener amplificacion aunque presenté un mayor nimero de bandas inespecificas.
El disefio contaba con otro cebador para hacer una segunda reaccién semianidada, sin

embargo no mejord la sensibilidad y las inespecifidades fueron mayores.

Se realiz6 un PCR de gradiente (de 58 a 68°C) con dos muestras para determinar
la temperatura éptima a la cual los cebadores se adhieren sin producir inespecificidades.
El producto del PCR se visualiza en la Figura 18. La amplificacion del control positivo
3D7 fue méas especifica a 60.9°C obteniendo una banda definida en 745pb
aproximadamente. En la amplificacion de las muestras se redujo el niamero de bandas no

especificas hasta los 64°C, pero el control no amplifico.
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Figura 18. PCR de gradiente pfhrp3 con los cebadores disefiados alternativamente.

MM 09 08 C+ C-|09 08 C+ C-| 09 08 C+ C- |09 08 C+ C

Gradiente de la temperatura de hibridacion de los cebadores, de 57.6°C a 68°C. Pozos: (MM) Marcador
molecular 50pb. (09) ADN Gt9899-09, (08) ADN Gt9899-08, (C+) control positivo ADN 3D7, (C-)
control negativo H,O. Gel de agarosa 2% corrido a 100Voltios por 30 min. Tamafio de banda esperado:
745pb.

Las bandas mas intensas que se encontraron en el rango esperado (294 a 700pb) se
extrajeron con el método de band-stab y extraccion en gel, para descartar la probabilidad
de que alguna pudiera corresponder al fragmento del gen pfhrp3 (Anexo, Figura 23). Las
secuencias de las bandas se evaluaron utilizando BLAST, NCBI y el resultado no

concord6 con el gen de interés.

2. Evaluacién de los aislados con el segundo grupo de cebadores alternativos para
PCR convencional. De la misma manera que la reaccion de PCR anterior, se utilizaron las
condiciones del método de PCR pfhrp3 Baker (Cuadro 6 y 8) con el segundo grupo de
cebadores disefiados alternativamente para amplificar una region més grande del genoma
(Cuadro 1). Se evaluaron las mismas tres muestras (Gt9899-08, Gt9899-09 y Gt9899-14)
y el producto de PCR se presenta en la Figura 19.

En el disefio de estos cebadores se esperaba obtener un producto grande (1659pb)
ya que la region contenia tanto el exén 1 como el 2. Unicamente amplifico el control 3D7
en la regién esperada, con algunas inespecificas. Este resultado reafirma que el gen puede

estar ausente en los aislados de cepas guatemaltecas.
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Figura 19. Gel de electroforesis del producto de PCR convencional pfhrp3 del segundo

grupo de cebadores disefiados alternativamente

MM 09 08 14 c+1.ec- MM

2000pb

1000pb

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (09) ADN Gt9899-09, (08) ADN
Gt9899-08, (14) ADN Gt9899-14, (C+1) control positivo ADN 3D7 1:6,
(C+2) control positivo ADN P. falciparum 3D7 1:1000, (C-) control
negativo H,O. Productos de PCR fueron corridos en un gel agarosa 2%,
100Voltios por 35 min. Banda de tamafio esperado: 1659pb.

F. Prevalencia del gen pfhrp3en aislados de Guatemala del afio 1998- 1999

Los aislados evaluados con los tres métodos de PCR utilizando los diferentes
grupos de cebadores han podido generar y colectar informacion importante. En cada
método se ha amplificado el control positivo 3D7 en la regidn esperada, se ha confirmado
la presencia de ADN del parasito con el método de 18S y se confirmd la Unica secuencia
correspondiente al gen. A partir de estos datos, finalmente se determino la prevalencia del
gen pfhrp3. El célculo de prevalencia para un total de 21 muestras evaluadas con el PCR

pfhrp3 Baker, de las cuales una fue confirmada positiva equivaldria a:

Célculo de la prevalencia del gen pfhrp3 en muestras guatemaltecas:

1
Prevalencia (p) = o1 = 0.047
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Por lo tanto, la prevalencia expresada en porcentaje del gen pfhpr3 en esta poblacién

es de 5%, graficado en la Figura 20.

Figura 20. En la grafica se representa la prevalencia del gen pfhrp3 obtenido en el

estudio, con aislados de ADN de cepas guatemaltecas del afio 1998-1999.

Prevalencia del gen pfhrp3 en cepas de Guatemala

M ausencia del gen pfhrp3

presencia del gen pfhrp3

Esta es la primera informacion obtenida en cepas de P. falciparum de Guatemala,
con ella se tiene la prevalencia de ambos genes: 100% del gen pfhrp2 y 5% del gen
pfhrp3.



V. DISCUSION

El uso de las PDRs PfHRP2/PfHRP3 debe respaldarse con la informacion de la
prevalencia de los genes phfrp2 y pfhrp3 (Baker et al 2011, Baker et al 2010, Barnwell et
al 2012, Gamboa et al 2010, Houze et al 2011). EIl objetivo principal del estudio fue
determinar la prevalencia del gen pfhrp3 evaluando los aislados de P.
falciparum obtenidas de muestras de sangre en papel filtro retrospectivas provenientes
del departamento de Escuintla, region endémica de malaria en Guatemala. Se plantearon
una serie de objetivos secundarios para lograr determinar la prevalencia de este gen en el
pais, que son: a) Estandarizacion de la técnica, b) Evaluar los aislados guatemaltecos con
el método estandarizado, c) Confirmar la presencia del gen pfhrp3 por secuenciacion y d)
Confirmar la ausencia del gen pfhrp3 utilizando cebadores alternativos en las muestras

que no amplifiquen por el PCR estandarizado.

A. Método de PCR pfhrp3 estandarizado para evaluar aislados de ADN

extraido de dos diferentes matrices.

El método seleccionado para evaluar el gen pfhrp3 en las muestras de Guatemala
fue el utilizado en los estudios realizados por Baker y colaboradores. Dicho método fue
utilizado para evaluar la variabilidad genética de los genes de las proteinas antigénica del
parésito, tanto para pfhrp2 como pfhrp3 en cientos de cepas provenientes de paises
endémicos del mundo (Baker et al 2010, Baker et al 2005, Houze et al 2011). La técnica
molecular descrita por Baker consiste originalmente en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional para ADN extraido a partir de muestras de sangre
completa y una técnica de PCR semianidada para muestras de sangre en el tipo de matriz
en papel filtro (Baker et al 2010, Baker et al 2005).

En el presente trabajo se logré estandarizar un método de PCR convencional para

ambos tipos de matrices; sangre completa y sangre en papel filtro. La banda del producto
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en ambas técnicas de PCR tanto de controles positivos como de las cepas 3D7 y Perq,

corresponde al tamafio esperado (700pb), es especifica y definida.

El método descrito por (Baker et al 2010) para muestras en papel filtro utilizaba
una segunda reaccion del método semianidado, pero esta no conllevo al aumento de la
sensibilidad de la técnica como ha sido reportado anteriormente (Baker et al 2011, Baker
et al 2010). En este caso, las pruebas realizadas en el presente trabajo demostraron que el
utilizar un PCR semianidado ocasiona el aparecimiento de bandas inespecificas. Por esa
razon, la técnica fue estandarizada como un método de PCR de un solo paso para ambos
tipos de matrices, lo que también constituye un beneficio en cuanto al costo al disminuir

la cantidad de reactivos utilizados.

El método de PCR pfhrp3 Baker utilizado para la deteccion del gen en ADN
extraido de sangre en papel filtro quedo estandarizado bajo los parametros descritos en la
metodologia original mientras que el utilizado para sangre completa tuvo modificaciones
en el nimero de ciclos y la temperatura de hibridizacion para eliminar las bandas no
especificas y hacer resaltar la banda de interés (Dieffenbach et al 1993, Johnson 2000).
Si bien la estandarizacion de esta técnica en sangre completa no fue uno de los objetivos
del presente estudio, el método sera de utilidad para emplearse en el futuro, si se llega a
contar con aislados extraidos a partir de sangre completa.

Debido a que las infecciones por malarias en Guatemala son de parasitemias
bajas, se consider( esencial determinar los parametros de sensibilidad y especificidad del
método molecular estandarizado. Los métodos moleculares han avanzado rapidamente y
los criterios existentes para la estandarizacion se enfocan principalmente en las técnicas
para el diagnostico clinico (Burd 2010). Las pruebas de laboratorio para investigacion
que son desarrolladas o modificadas pueden adoptar y aplicar ciertas caracteristicas de
rendimiento permitidas por el Instituto de Estandares para Laboratorios Clinicos (CLSI) u
otras fuentes; no es obligatorio pero son consideradas como buenas practicas de

laboratorio (Burd 2010) . Sin embargo, para la validacion del ensayo de PCR para fines
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de investigacion es importante confirmar dos aspectos importantes: especificidad y
sensibilidad (Johnson 2000).

La especificidad se determin6 al amplificar un segmento en los controles positivos
de genoma conocido, representado como una banda en el tamafio esperado y se demostro
por secuenciacion que es el gen de interés. También se demostré que la amplificacion

esta ausente en el control negativo (Dieffenbach et al 1993, Johnson 2000).

La sensibilidad es una caracteristica de rendimiento importante a evaluar para el
desempefio de la prueba. La sensibilidad o capacidad para detectar bajas concentraciones
en una muestra biologica, que se refiere a menudo como Limite de deteccion (LOD) fue
determinado para el método de PCR pfhrp3 Baker (Burd 2010). La determinacion del
LOD del método de PCR pfhrp3 Baker convencional fue de 5 parasitos/ul 6 0.1 pg/ul.

Generalmente el LOD se determina mediante diluciones seriadas en el rango de
deteccion esperado utilizando muestras de concentracion conocida. También se ha
recomendado incluir lineas celulares o el microorganismo de interés preparadas en
cantidades conocidas y en la matriz apropiada para determinar la sensibilidad en cada
tipo de matriz utilizada en el laboratorio (Burd 2010, National Committee for Clinical
Laboratory Standards.). Debido a que la técnica de extraccion de ADN utilizada puede
afectar la sensibilidad del PCR (Zhou et al) se consider6 fundamental determinar el LOD
tanto utilizando el aislado puro de ADN de P. falciparum con concentracion conocida
como ADN extraido a partir de muestras de sangre con diluciones cuantificadas de
parasitos en papel filtro. Esta Gltima corresponde al tipo de matriz del cual provienen las

muestras guatemaltecas evaluadas en el estudio.

En conclusion, el método de PCR pfhrp3 Baker convencional estandarizado
logro ser altamente sensible y especifico para la deteccion del gen pfhrp3 en P.
falciparum y puede ser utilizado para evaluar aislados extraidos de sangre en papel filtro

adn en muestras con baja parasitemia.
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B. Prevalencia del gen de la proteina rica en histidina-3 de P. falciparum

(pfhrp3) determinada en aislados de ADN de cepas guatemaltecas.

Se obtuvo una prevalencia del 5% para el gen pfhrp3, que en combinacion con los
resultados previamente obtenidos de una prevalencia del 100% para el gen pfhrp2

ofrecen la primera informacion de la prevalencia de ambos genes en cepas del pais.

En total se evaluaron 24 aislados con el método de PCR pfhrp3 Baker. Estas
muestras tiene un historial de manejo que compromete la calidad de las mismas: son
muestras antiguas (afio 1998-1999), colectadas en papel filtro y extraidas en el afio 2010.
También fueron utilizadas en diversos estudios y el poco volumen restante (15 a 40pul)
fue almacenado en precipitado desde el afio 2011, volumen con el cual se trabajd. Por lo
anterior, se evalu6 la calidad del ADN del parasito con el método de PCR 18S ADNr
para descartar la posibilidad de que la falta de amplificacion en las muestras se debiera a
la ausencia de ADN amplificable. EI gen 18S ADNr es considerado particularmente
informativo ya que permite distinguir a la especie P. falciparum de las demas y de otros
microorganismos (Fredricks & Relman 1999). Se consideraron para el estudio los 21 de
24 aislados que fueron positivos por el método de PCR 18S que indico presencia de ADN

del parasito.

En dos de los 21 aislados se obtuvo amplificacion con el método de PCR pfhrp3
Baker en el rango de 294 a 700pb. Se confirmo la presencia del gen pfhrp3 en la muestra
Gt9899-01 que presentd amplificacion en 700pb. La informacion disponible de esta
Unica muestra se compar6 con las demas muestras del pais. La parasitemia de la muestra
Gt9899-01 es media (900 paréasitos/ul), comparado con otras muestras de alta (6,000
parasitos/ul) y baja parasitemia (140 parasitos/pl). La muestra no tiene ninguna otra
caracteristica que la distingue de las deméas. La segunda muestra de la que obtuvo
amplificacion (Gt9899-23) presentd una banda en 600pb, sin embargo al analizar la
secuencia obtenida con la informacion en BLAST de NCBI esta no present6 similitud

con el gen de interés.
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C. Confirmacion de la presencia del gen pfhrp3 por secuenciacion.

La Gnica muestra guatemalteca de P. falciparum con presencia del gen pfhrp3
presentd una alta similitud con las secuencias provenientes de diferentes regiones
geograficas (Islas Solomon, Madagascar, Brasil, Papua Nueva Guinea). Al mismo
tiempo, tal y como ha sido descrito por Baker et al existe cierto grado de variabilidad
entre secuencias, ya que se observaron algunas sustituciones nucleotidicas sinénimas y
no-sindnimas (Baker et al 2010, Lee et al 2006). La diversidad genética se puede
correlacionar con las altas tasas de transmision en las regiones endémicas de Suramérica
(y Africa) y las frecuentes infecciones de multiples cepas (Baker et al 2010). Debido a
que en Guatemala s6lo una muestra demostro presencia del gen pfhrp3 no es posible
determinar el grado de diversidad genética en esta poblacion pero por la baja transmisién
del pais se esperaria una variabilidad menor que la de estas regiones.

D. Confirmacion de la ausencia del gen pfhrp3en las muestras que no

amplifiquen el PCR estandarizado utilizando cebadores alternativos.

La alta proporcion de muestras con delecion del gen pfhrp3 en las muestras
guatemaltecas no puede considerarse un problema derivado de una baja
calidad/concentracion de ADN, ya que los experimentos realizados tanto en el total de las
muestras analizadas como en el sub-grupo de tres muestras a las que se les realizd re-
extraccion, demostraron la presencia de ADN amplificable de P. falciparum pero con un
resultado negativo para la presencia del gen pfhrp3. De igual forma, no puede
considerarse que la falta de amplificacion del gen pfhrp3 sea debida a una inadecuada
hibridizacion de los cebadores ya que el segundo grupo de cebadores alternativos
disefiados para amplificar un fragmento largo del gen (disefiados a partir de las
secuencias de las regiones de intrones que flanquean los exones 1y 2) fueron capaces de
amplificar exitosamente el fragmento de interés en el control positivo 3D7 mas no asi en
las muestras provenientes de Guatemala. Vale la pena destacar que este grupo de
cebadores permitird amplificar una regién mayor del gen pfhrp3 y por lo tanto se

recomienda su optimizacién. Las secuencias de nucledtidos que puedan obtenerse de esta
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técnica podran proporcionar mayor informacion de la variabilidad genética comparada

con otras secuencias publicadas.

De esa forma, dos diferentes grupos de cebadores (Baker, segundo grupo de
cebadores disefiados en este trabajo) no amplificaron el gen pfhrp3 en los aislados de P.
falciparum provenientes de Guatemala. Estos resultados correlacionan con los resultados
anteriormente obtenidos en el estudio de vigilancia realizado en el 2010 por CES-CDC,
en el cual se utilizaron un tercer grupo de cebadores. Se considera que estos hallazgos
confirman que existe una delecion del gen pfhrp3 en una alta proporcion (95%) de los

aislados de P. falciparum de Guatemala.

Para determinar la magnitud de la delecion cromosomal se recomienda realizar la
deteccidn de los genes flanqueantes del gen pfhrp3, que se han utilizado como parte de
los estudios de vigilancia molecular (Barnwell et al 2012, Gamboa et al 2010). Estos
genes se detectan mediante una reaccion de PCR semianidada que amplifica el gen
anterior Mal13P1.475 y el gen posterior Mal13P1.485 (Barnwell et al 2012, Gamboa et
al 2010). Dependiendo de los resultados podria deberse a una delecion parcial, si solo
amplifica uno de los dos genes; o una delecion completa, si no amplifica para ninguno de
los dos. Una segunda alternativa méas costo-efectiva que la deteccion de estos genes seria
la utilizacién del PCR para pfhrp3 con el segundo grupo de cebadores disefiados en el
presente trabajo, ya que el método se ejecuta en una sola reaccion de PCR convencional

para una region que cubre el gen en su mayoria.

Finalmente, el primer grupo de cebadores alternativos disefiados en este estudio
para amplificar el gen pfhrp3 fueron inespecificos ya que se adhirieron tanto a regiones
del gen pfhrp3 como a regiones del genoma de humano por lo que no deben emplearse
para estudios posteriores que busquen amplificar el gen pfhrp3.  Por lo tanto, se
recomienda que al disefiar cebadores se tome en cuenta su especificidad, realizando una
comparacion de la similitud del genoma a investigar con el genoma de los diferentes
hospederos u organismos que puedan estar presentes en las muestras tomadas (Fredslund

& Lange 2007, Ye et al 2012). A pesar de esto, se puede resaltar que con estos cebadores



54

tampoco se logro amplificar el gen pfhrp3 en un sub-grupo de muestras guatemaltecas,

otra evidencia de la ausencia del gen en esta poblacion.

E. Comparacion de la prevalencia de los genes pfhrp2/pfhrp3 de los
aislados de P. falciparum de Guatemala con la prevalencia de otras regiones

latinoamericanas

Al comparar estos resultados con los encontrados en otros paises de Ameérica
Central y del Sur se puede observar que éste es uno de los casos de delecion més alta del
gen pfhrp3 (Barnwell et al 2012). El dnico pais centroamericano que reporto
informacién de los genes pfhrp2/pfhrp3 fue Honduras con 44% de delecién del gen
pfhpr3 y 0% del gen pfhrp2. Por otro lado, el porcentaje de deleciones que ocurre en
Sudameérica se encuentra en 68% en Bolivia, 45 % en Colombia y 53.8% en Perd, paises
que también presentaron delecion en el gen pfhrp2 (Barnwell et al 2012). No es posible
comparar la variabilidad genética de estas cepas con las de Guatemala ya que no se

reportan las secuencias nucleotidicas.

En Surinam se obtuvo 1.8% de deleciones en pfthrp3 y 0% en pfhrp2 en el afo
2009-2010, pero en este caso es importante resaltar que en el 2011 se obtuvo 8.6% de
deleciones en pfhrp3 y 47.8% de delecion en el gen pfhrp2 que un afio atras estaba
presente en el 100% de las cepas (Barnwell et al 2012). Este acontecimiento y los
resultados variables en cada pais destacan la importancia de continuar con la vigilancia

molecular en los paises endémicos.

F.  Implicaciones en el uso de las PDRs tomando en cuenta la prevalencia
de los genes pfhrp2/pfhrp3 en Guatemala.

El resultado obtenido para el pais, una prevalencia del 100% para el gen pfhrp2 y
5% para el gen pfhrp3 tiene implicaciones en el aseguramiento del uso de las PDRs. El
pais se encuentra en la fase de control de la malaria, y esta en vias de pasar a la fase de

eliminacion ya que se ha reducido el nimero de casos >75% entre el afio 2000 y el 2012
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(World Health Organization. 2013). Guatemala es uno de diez paises centroamericanos y
del Caribe que busca eliminar la malaria para el afio 2020 de acuerdo a un convenio
firmado por los Ministerios de Salud de Mesoameérica (The Global Found to Fight AIDS
2013). Una combinacion de estrategias como la prevencion, el diagndstico rapido
empleando PDRs confiables, entre otras, son esenciales para alcanzar este objetivo. De
acuerdo a la OMS, la cantidad de PDRs y terapias estdn aumentando en los ultimos afios
debido a la implementacion de la iniciativa T3: “Test, Treat, Track”, que tiene como fin
fortalecer el diagnostico, tratamiento y vigilancia para poder cumplir la meta de eliminar
las muertes por malaria y eventualmente erradicar la enfermedad (World Health
Organization. 2012a). La importancia de asegurar el uso de las PDR radica en que son
ideales para utilizarse en centros de salud, en regiones endémicas donde no se cuenta con
laboratorios clinicos especializados (Bell et al 2004, Tangpukdee et al 20009,
Wongsrichanalai et al 2007, World Health Organization. 2012a).

Las PDRs basadas en HRP-2/HRP-3 tienen alta sensibilidad y especificidad
comparadas con las demas para detectar las infecciones por P. falciparum (Murray et al.
2008). Sin embargo, la ausencia de los genes pfhrp2 y/o pfhrp3 en P. falciparum implica
que en regiones donde se reporten cepas con genotipo de una o doble delecion y ademas
existan infecciones de bajas parasitemias, como es el caso de Guatemala, el diagnostico
puede estar comprometido a fallar si se emplean las PDRs basadas en la deteccion de
estos genes (Baker et al. 2010, Gamboa et al. 2010). Si bien en el pais se obtuvo un
100% de presencia del gen pfhrp2, la alta tasa de delecién del pfhrp3 puede provocar una
sensibilidad menor en las pruebas rapidas. Cuando el gen pfhrp3 no estéa presente, podria
considerarse que la cantidad de proteina esta compensada por la transcripcion del gen
pfhrp2, pero la cantidad de proteina transcrita puede ser insuficiente para ser detectada
por los anticuerpos de la prueba. Por lo tanto, la transcripcion del gen pfhrp3 también
contribuye en el resultado de la prueba (Akinyi et al 2013, Baker et al 2011, Houze et al
2011).

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el uso de las PDRs-

HRP2/HRP3 en el pais tiene limitaciones y pueden ser no confiables. Debido a la
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importancia y necesidad de tener PDRs efectivas se sugiere que para Guatemala se utilice
PDRs con altos porcentaje de sensibilidad y que identifique otro antigeno como el pLDH

(World Health Organization. 2013a), previamente validada su efectividad en el pais.

La informacion presentada en este estudio demuestra la importancia de evaluar la
efectividad de las PDRs en cada pais que las utiliza. En Guatemala, el programa nacional
de control de malaria puede ser orientado en la adquisicion de PDRs que no se basen en
los antigenos HRP2/HRP3, que sean sensibles y efectivas. Existen pruebas que detectan
antigenos de dos especies a la vez, P. falciparum y P. vivax con un sensibilidad del 98%
(World Health Organization. 2013a).

Se recomienda realizar una comparacion de la evaluacion molecular de los genes
empleando muestras de afios recientes y los resultados de la expresion fenotipica del gen
al evaluar las muestras con las pruebas rapidas. La técnica estandarizada en el estudio es
altamente sensible para emplearse con muestras de sangre en papel filtro y ademaés se
estandariz6 un método para el otro tipo de muestra (sangre completa). Estos métodos son
de un solo paso, por lo que facilita su uso en los laboratorios de salud que adopten esta

iniciativa en el pais.



V. CONCLUSIONES

La prevalencia del gen pfhrp3 en aislados de muestras de sangre en papel filtro
retrospectivas provenientes de la region de Escuintla, Guatemala fue del 5%; que en
combinacidn con la prevalencia del 100% del gen pfhrp2, ofrecen la primera informacion

de la prevalencia de ambos genes en cepas del pais.

Se estandarizé un método de PCR convencional para la amplificacion del gen pfhrp3,
capaz de amplificar una region ente 292 y 700 pb del gen pfhrp3, con una sensibilidad de
0.1pg/ul de ADN del parésito para evaluar aislados de ADN extraido de sangre completa

o de sangre en papel filtro.

La Unica muestra guatemalteca que presento amplificacion para el gen pfhrp3 fue
confirmada por secuenciacion obteniendo un 99% de similitud y 100% de cobertura al

comparar con la cepa control P. falciparum 3D7.

El segundo grupo de cebadores disefiados en este estudio podria utilizarse como
una alternativa mas costo-efectiva que la deteccion de los genes flanqueantes para la
determinacion de la magnitud de la delecion cromosomal de pfhrp3, al ser un método
que se ejecuta en una sola reaccion de PCR convencional y amplifica la region que
contiene los exones 1y 2 del gen pfhrp3.

La baja prevalencia de gen pfhrp3 encontrada en los aislados guatemaltecos
compromete la sensibilidad del diagnostico para Plasmodium falciparum por las PDRs
PfHRP2/PfHRP3, especialmente en regiones donde la parasitemia es baja, ya que esto

puede implicar concentraciones variables del antigeno.
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La prevalencia de los genes pfhrp2/pfhrp3 en los aislados de P. falciparum en
Guatemala puede orientar al programa nacional de control de la malaria en la adquisicion
de PDRs que sean de mayor sensibilidad o PDRs que detecten dos antigenos de forma

combinada.

Los resultados encontrados en este trabajo demuestran la importancia continuar
realizando estudios de vigilancia molecular de los genes pfhrp2/pthrp3 en el pais,

empleando mayor numero de aislados de P. falciparum colectados en afios recientes.



VI. RECOMENDACIONES

En Guatemala el uso de las PDRs basadas en HRP2/HRP3 tiene limitaciones, por lo
que se recomienda utilizar PDRs con altos porcentaje de sensibilidad y que identifique
otro antigeno como el pLDH, previamente sea validado su efectividad en el pais.

Se recomienda continuar con el estudio de monitoreo de ambos genes pfhrp2/pfhrp3,
utilizando mayor numero de muestras y de afios recientes ya que se han observado
cambios en la prevalencia de estos genes a través del tiempo. Adicionalmente, se
recomienda continuar con la vigilancia molecular de estos genes en conjunto con su

expresion fenotipica.

El primer grupo de cebadores alternativos disefiados fueron inespecificos ya que
se adhirieron tanto a regiones del gen pfhrp3 como a regiones del genoma de humano,
por lo que no se recomienda emplearlo para estudios posteriores que busquen amplificar

el gen pfhrp3.
Se recomienda terminar de estandarizar el método de PCR utilizando el segundo

grupo de cebadores disefiados ya que se puede utilizar como una alternativa para realizar

una confirmacion adicional de la delacion completa del gen.

59



VIl. LITERATURA CITADA

Akinyi S, Hayden T, Gamboa D, Torres K, Bendezu J, et al. 2013. Multiple genetic
origins of histidine-rich protein 2 gene deletion in Plasmodium falciparum
parasites from Peru. Sci Rep 3: 2797

Baker J, Gatton ML, Peters J, Ho MF, McCarthy JS, Cheng Q. 2011. Transcription and
expression of Plasmodium falciparum histidine-rich proteins in different stages
and strains: implications for rapid diagnostic tests. PloS one 6: e22593

Baker J, Ho MF, Pelecanos A, Gatton M, Chen N, et al. 2010. Global sequence variation
in the histidine-rich proteins 2 and 3 of Plasmodium falciparum: implications for
the performance of malaria rapid diagnostic tests. Malaria journal 9: 129

Baker J, McCarthy J, Gatton M, Kyle DE, Belizario V, et al. 2005. Genetic diversity of
Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2 (PfHRP2) and its effect on the
performance of PfHRP2-based rapid diagnostic tests. The Journal of infectious
diseases 192: 870-7

Barnwell J, Udhayakumar VK, Macedo de Oliveira A. 2012. Molecular Surveillance for
HRP2 and HRP3 gene expression in Plasmodium falciparum parasites from
South America and Central America Centers for Disease Control and Prevention

Bell D, Global Partnership to Roll Back Malaria., World Health Organization. Regional
Office for the Western Pacific. 2004. The use of malaria rapid diagnostic tests.
Geneva: World Health Organization. 19 p. pp.

Biswas S, Tomar D, Rao DN. 2005. Investigation of the kinetics of histidine-rich protein
2 and of the antibody responses to this antigen, in a group of malaria patients
from India. Annals of tropical medicine and parasitology 99: 553-62

Bosshart H, Heinzelmann M. 2003. Endotoxin-neutralizing effects of histidine-rich
peptides. FEBS letters 553: 135-40

Burd EM. 2010. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious
diseases. Clinical microbiology reviews 23: 550-76

Cohen JM, Moonen B, Snow RW, Smith DL. 2010. How absolute is zero? An evaluation
of historical and current definitions of malaria elimination. Malaria journal 9: 213

Choi CY, Cerda JF, Chu HA, Babcock GT, Marletta MA. 1999. Spectroscopic
characterization of the heme-binding sites in Plasmodium falciparum histidine-
rich protein 2. Biochemistry 38: 16916-24

Dieffenbach CW, Lowe TM, Dveksler GS. 1993. General concepts for PCR primer
design. PCR methods and applications 3: S30-7

Farnell GS, Pierce KE, Collinsworth TA, Murray LK, Demes RN, et al. 2008. The
influence of ethnicity on thermoregulation after acute cold exposure. Wilderness
& environmental medicine 19: 238-44

Fredricks DN, Relman DA. 1999. Application of polymerase chain reaction to the
diagnosis of infectious diseases. Clinical infectious diseases : an official
publication of the Infectious Diseases Society of America 29: 475-86; quiz 87-8

Fredslund J, Lange M. 2007. Primique: automatic design of specific PCR primers for
each sequence in a family. BMC Bioinformatics 8: 369

60



61

Gamboa D, Ho MF, Bendezu J, Torres K, Chiodini PL, et al. 2010. A large proportion of
P. falciparum isolates in the Amazon region of Peru lack pfhrp2 and pfhrp3:
implications for malaria rapid diagnostic tests. PloS one 5: e8091

Hernandez Avila M. 2007. Epidemiologia: disefio y analisis de estudio, ed. EM
Panamericana, pp. 385

Houze S, Hubert V, Le Pessec G, Le Bras J, Clain J. 2011. Combined deletions of pfhrp2
and pfhrp3 genes result in Plasmodium falciparum malaria false-negative rapid
diagnostic test. Journal of clinical microbiology 49: 2694-6

Howard RJ, Uni S, Aikawa M, Aley SB, Leech JH, et al. 1986. Secretion of a malarial
histidine-rich protein (Pf HRP II) from Plasmodium falciparum-infected
erythrocytes. The Journal of cell biology 103: 1269-77

Johnson JR. 2000. Development of polymerase chain reaction-based assays for bacterial
gene detection. Journal of microbiological methods 41: 201-9

Kemp DJ, Thompson JK, Walliker D, Corcoran LM. 1987. Molecular karyotype of
Plasmodium falciparum: conserved linkage groups and expendable histidine-rich
protein genes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 84: 7672-6

Lee N, Baker J, Andrews KT, Gatton ML, Bell D, et al. 2006. Effect of sequence
variation in Plasmodium falciparum histidine- rich protein 2 on binding of
specific monoclonal antibodies: Implications for rapid diagnostic tests for
malaria. Journal of clinical microbiology 44: 2773-8

Mendis K, Rietveld A, Warsame M, Bosman A, Greenwood B, Wernsdorfer WH. 2009.
From malaria control to eradication: The WHO perspective. Tropical medicine &
international health : TM & IH 14: 802-9

Murray CK, Gasser RA, Jr., Magill AJ, Miller RS. 2008a. Update on rapid diagnostic
testing for malaria. Clinical microbiology reviews 21: 97-110

Murray LM, Thomson D, Conklin A, Wishart TM, Gillingwater TH. 2008b. Loss of
translation elongation factor (eEF1A2) expression in vivo differentiates between
Wallerian degeneration and dying-back neuronal pathology. Journal of anatomy
213: 633-45

National Committee for Clinical Laboratory Standards. NCCLS document. pp. v.
Villanova, PA: National Committee for Clinical Laboratory Standards

PAHO PAHO. 2010. Report on the Situation of Malaria in the Americas, 2008. pp. 265.

Perkins MD, Bell DR. 2008. Working without a blindfold: the critical role of diagnostics
in malaria control. Malaria journal 7 Suppl 1: S5

Suh KN, Kain KC, Keystone JS. 2004. Malaria. CMAJ : Canadian Medical Association
journal = journal de I'Association medicale canadienne 170: 1693-702

Sullivan DJ, Jr., Gluzman 1Y, Goldberg DE. 1996. Plasmodium hemozoin formation
mediated by histidine-rich proteins. Science 271: 219-22

Tangpukdee N, Duangdee C, Wilairatana P, Krudsood S. 2009. Malaria diagnosis: a
brief review. The Korean journal of parasitology 47: 93-102

The Global Found to Fight AIDS TaMG. 2013. Ten Countries Rally to Eliminate Malaria
in Central America and the Caribbean. .
http://www.theglobalfund.org/en/mediacenter/newsreleases/2013-06-

28 _Ten_Countries_Rally to _Eliminate_Malaria_in_Central_America_and_the C
aribbean/



http://www.theglobalfund.org/en/mediacenter/newsreleases/2013-06-28_Ten_Countries_Rally_to_Eliminate_Malaria_in_Central_America_and_the_Caribbean/
http://www.theglobalfund.org/en/mediacenter/newsreleases/2013-06-28_Ten_Countries_Rally_to_Eliminate_Malaria_in_Central_America_and_the_Caribbean/
http://www.theglobalfund.org/en/mediacenter/newsreleases/2013-06-28_Ten_Countries_Rally_to_Eliminate_Malaria_in_Central_America_and_the_Caribbean/

62

Wellems TE, Howard RJ. 1986. Homologous genes encode two distinct histidine-rich
proteins in a cloned isolate of Plasmodium falciparum. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 83: 6065-9

Winzeler EA. 2008. Malaria research in the post-genomic era. Nature 455: 751-6

Wongsrichanalai C, Barcus MJ, Muth S, Sutamihardja A, Wernsdorfer WH. 2007. A
review of malaria diagnostic tools: microscopy and rapid diagnostic test (RDT).
The American journal of tropical medicine and hygiene 77: 119-27

World Health Organization. 2008a. Global malaria control and elimination : report of a
technical review. Geneva: World Health Organization. 47 p. pp.

World Health Organization. 2008b. World malaria report 2008. Geneva: World Health
Organization. 190 p. pp.

World Health Organization. 2009. World malaria report 2009. Geneva: World Health
Organization. x, 190 p. pp.

World Health Organization. 2010. World malaria report: 2010. Geneva: World Health
Organization. 205 p. pp.

World Health Organization. 2011. World malaria report 2011. Geneva: World Health
Organization. xii, 246 p. pp.

World Health Organization. 2012a. T3: Test. Treat. Trick. pp. 12. Geneva: World Health
Organization.

World Health Organization. 2012b. World malaria report 2012. Geneva: World Health
Organization. xxxiv, 249 p. pp.

World Health Organization. 2013a. Malaria rapid diagnostic test performance: results of
WHO product testing of malaria RDTs: round 4 (2012). WHO Library
Cataloguing-in-Publication Data.

World Health Organization. 2013b. World malaria report : 2013. Geneva 27,
Switzerland 284 pp.

Ye J, Coulouris G, Zaretskaya I, Cutcutache I, Rozen S, Madden TL. 2012. Primer-
BLAST: a tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction.
BMC Bioinformatics 13: 134

Zhou Y, Ramachandran V, Kumar KA, Westenberger S, Refour P, et al. 2008. Evidence-
based annotation of the malaria parasite's genome using comparative expression
profiling. PloS one 3: 1570



VIII.ANEXOS

A.  Protocolo de re-concentracion de ADN para muestras con baja

concentracion.

Precipitacion y resuspension de muestras con fragmentos
pequefios o baja concentracion de ADN

3. Proposito. Describir el procedimiento a seguir para precipitar y re-suspender
muestras con fragmentos pequefios o de baja concentracion de ADN, y recuperar la

mayor cantidad de ADN posible.

4. Procedimiento.

a. Preparacion de la soluciones.

1) Acetato de amonio 3M y pH 5.2

e Pese 5,7 gramos de acetato de amonio, coléquelo en un beaker de 25ml, agregué
alrededor de 7ml de agua desionizada y mezcle hasta disolver.

e Mida el pH y ajuste con &cido acético hasta llegar al pH deseado (pH 5.2) con
aproximadamente 12ml de acido.

e Afore la solucién, en un balén de 25ml, con agua desionizada.

e Use una membrana de filtro esterilizada 0,22mm para esterilizar la solucion.

e Cierre la botella de solucién a temperatura ambiente.

Nota: la descomposicion del acetato de amonio es muy facil al calentarlo por lo que

no se debe hacer uso de la autoclave.

2) Glucdgeno hecho en casa (Grado Biologia Molecular)

« Pese 0.25g de glucdgeno y agregue en 1.5ml de H,Od (destilada) y agite hasta que
el glucdgeno este completamente disuelto en solucion (puede tomar de 10 a
15min).
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Haga (2) alicuotas de la solucion en tubos de 1.5 ml Eppendorf, aproximadamente
0.75ml por tubo. Agregue un volumen igual de PC-8 al glucogeno y mezcle por
vortex.

Nota: después de vortexear, la fase de fenol debe ser la fase baja.
Centrifugue a 14,000 rpm en la microcentrifuga por 10 minutos a 4°C. Transfiera
la fase acuosa superior (contiene e glucégeno) en un nuevo tubo Eppendorf.
Descarte la fase inferior de fenol.

Adicione un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1) frio (4°C) en
la fase del glucégeno y vortexee. Nota: Después de vortexear, la fase de
cloroformo debe ser la fase inferior, y el glucogeno debe estar en la fase superior.
Centrifugue a 14,000 rpm por 10min a 4°C. Transfiera la fase superior de
glucogeno a un nuevo tubo. Descartar la fase baja de cloroformo.

Adicionar un volumen igual de etanol 100% a temperatura ambiente en la fase del
glucdgeno, y mezclar por inversion 4-5veces.

Centrifugar a 14,000rpm por 10min a 4°C. Descartar el sobrenadante.

Secar el precipitado por una noche a 30-40°C hasta que el glucdgeno este
completamente seco.

Pesar el precipitado y disolver en H,Odd a una concentracion de 20mg/ml. El
glucogeno en solucion puede requerir agitacion a temperatura ambiente.

Alicuotar y almacenar a -70°C

Preparacion del area

Coloque reactivos requeridos a temperatura ambiente hasta que se descongelen.
Mezcle con vortex los reactivos.

Los tubos deben estar rotulados con marcador permanente, colocar la fecha de
precipitacion/re-suspension.

Limpie la superficie de la campana con etanol 70%.

Coloque las pipetas, cajas de puntas, recipiente para descarte de desechos dentro
de la campana.

Limpie la superficie de todos los materiales con cloro al 10%y etanol al 70% para

prevenir la contaminacion.



65

Encienda la luz UV de la campana y permita que esta actle por lo menos por 15

minutos.

Manejo de muestras

Las muestras de ADN deben ser colocados en un PCR cooler o hielo a 4°C para
permitir que se descongelen.

Mezcle las muestras varias veces en un mezclador de vortex y centrifugué las

brevemente para permitir que el contenido se vaya al fondo del tubo.

Procedimiento de precipitacion con etanol

Mida el volumen de la muestra de ADN que precipitara (jregistre este dato, le
servird para el proceso de re-suspension!)

Agregue un volumen de 1/10 de Acetato de sodio 3M (obteniendo una
concentracion final de 0,3M) y pH 5,2.

Nota: Se asume dicha cantidad de acetato de amonio si el ADN esta re-
suspendido, Unicamente, en buffer TE; si el ADN estd en una solucién que
contiene sal, ajustar la concentracién de sal para lograr la final correcta.

Adicione 2 volimenes (calculado después de la adicion de acetato de sodio) de
etanol absoluto.

OPCIONAL: En esta etapa, puede agregar el glucdgeno para una concentracion
final de 0.05-1 pg/ul. Se recomienda usar hasta 1ul de glucogeno por 20ul de
solucion.

Agite con vortex.

Almacene a -20°C por lo menos dos horas para precipitar el ADN.

Nota: EI ADN puede almacenarse indefinidamente a esas condiciones.

Procedimiento de resuspension
NOTA: Si el ADN precipitado no contiene glucogeno, puede realizar el paso 6.4.4
antes de iniciar la resuspension, y debe almacenarse a -20°C por lo menos dos

horas o una noche.
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« EI ADN debe permanecer por lo menos 2 horas a -20°C, previamente a la
centrifugacion.

« Centrifugue a méxima velocidad (14,000rpm) por 60 minutos a 4°C, ya que es
necesario mayor tiempo y alta velocidad de centrifugacion para fragmentos
pequefios o baja concentracion de ADN.

« Descarte con una pipeta el sobrenadante.

» Lave el sedimento con etanol 70% (200uL), para evitar que el ADN se disuelva
en mayor volumen.

« Centrifugue a 14,000 rpm por 15 minutos a 4°C y descarte con mucho cuidado el
sobrenadante utilizando una pipeta.

» Bajo la campana, coloque los tubos abiertos sobre una hoja de papel absorbente
(Kimwipe) y deje secar (hasta que evapore todo el etanol del tubo, aprox. 15-30
min.).

« Agregue el volumen apropiado de buffer TE (volumen calculado inicialmente en
el paso 6.4.1) o puede agregar menor volumen para concentrar la muestra.

» Deje a 4°C toda la noche para permitir que el ADN se resuspenda.

B. Evaluacién de la calidad del ADN extraido o presente por PCR 18s
ADNTr de las diluciones del control 3D7 en papel filtro.

PCR 18s ADNr para verificar la calidad del ADN extraido del control 3D7 en
diluciones de parasitos por microlitro de sangre en papel filtro (0.1, 1, 2, 3, 4,5y 10

parasitos/pl).
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Figura 21. Gel del producto de PCR 18s ADNr semianidado de las extracciones de ADN

de las diluciones de parasitos 3D7 por microlitro de sangre en papel filtro

10 10 3D7 MM

206bp

MM 85 85 3D7 3D7 C-

200bp

Pozos: (MM) Marcador molecular 50bp. Duplicado: (0.5) ADN 3D7 0.5 parasito/ul, (1) AND 3D7
1 parasito/pl, (2) 3D7 2 parasito/ul, (3) 3D7 3 parasito/ul, (4) 3D7 4 parasito/ul, (5) 3D7 5
parasito/ul, (10) 3D7 10 parasito/ul, (85) ADN control positivo interno de laboratorio, (3D7)
Control positivo 3D7 1:10. (C-) Control negativo H,O. Productos de PCR fueron corridos en un gel
agarosa 2%, 100Voltios por 15 min. Banda de tamario esperado: 206pb.

Producto de PCR 18S ADNr de las extracciones del control positivo 3D7 en
diluciones de parésitos por microlitro en papel filtro. La electroforesis muestra
amplificacion en 1, 4, 5y 10 parasitos por microlitro, los cuales indican la eficiencia de la

extraccion asi como la presencia de ADN amplificable del parasito.

C. Evaluacion de la calidad del ADN presente en los aislados de
Guatemala 98-99 por PCR 18s ADNr

Producto de PCR 18s ADNTr para verificar la calidad de los aislados de ADN de las

muestras de Guatemala 98-99 que fueron almacenadas y resuspendidas, Figura 20 y 21.
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Figura 22. Gel del producto de PCR 18S ADNTr de 10 aislados de ADN guatemaltecos
98-99.

250pb
200pb

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (1) ADN Gt9899- 01, (2) ADN Gt9899- 02
(3) ADN Gt9899- 03, (4) ADN Gt9899- 04, (5) ADN Gt9899- 05, (6) ADN Gt9899-
06, (7) ADN Gt9899- 07, (8) AND Gt9899- 08, (10) ADN Gt9899- 09, (12) ADN
Gt9899- 10, (C+) Control positivo ADN 3D7, (C+2) Control positivo ADN Hb3 y (C-)
Control negativo H,0O. Productos de PCR fueron corridos en un gel agarosa 2%,
100Voltios por 30 min. Banda de tamafio esperado: 206pb.

Figura 23. Gel del producto de PCR 18S ADNr de 10 aislados de ADN guatemaltecos
98-99

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (1) ADN Gt9899- 12, (2) ADN Gt9899- 13, (3) ADN
Gt9899- 14, (4) ADN Gt9899- 15, (5) ADN Gt9899- 16, (6) ADN Gt9899- 17, (7) ADN Gt9899-
18, (8) AND Gt9899- 19, (9) AND Gt9899- 20, (10) ADN Gt9899- 21, (C+) Muestra ADN 3D7
(1:10 y 1:100)* y (C-) Control negativo H,0. Productos de PCR fueron corridos en un gel
agarosa 2%, 100Voltios por 15 min. Banda de tamafio esperado: 206pb.

*Se utilizaron dos alicuotas de controles, la segunda se evalué para continuar utilizdndola en el proceso.

Las 10 muestras fueron exitosamente amplificables, lo que indica que hay ADN del

parasito para probar el PCR pfhrp3.
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D. Bandas aisladas de la reaccion de PCR del primer grupo de cebadores

disefados.

Producto del aislamiento de las bandas inespecificas obtenidas con el método de PCR
empleando el primer grupo de cebadores. El aislamiento se logr6 con la ejecucion de
tecnicas de PCR en gradiente y PCR band stab. La secuenciacion de las bandas indicaron

gue ninguna correspondia al gen pfhrp3.

Figura 24. Gel del producto PCR Band-stab pfhrp3 de las bandas aisladas.

Pozos: (MM) Marcador molecular 50pb, (1) Muestra Gt9899-08 B1 (banda 1000pb),
(2) Muestra Gt9899-08 B2 (banda 900pb), (3) Muestra Gt9899-08 B3 (banda
700pb), (4) Muestra Gt9899-09 B1 (banda 1000pb), (5) Muestra Gt9899-09 B3
(banda 700pb), (6) Muestra Gt9899-09 B3 (banda 700pb). Productos de PCR fueron
corridos en un gel agarosa 2%, 100Voltios por 30 min. Banda de tamafio esperado:
700 a 1000pb.




