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RESUMEN

Introduccion: En Latinoamérica la diversidad genética de P. falciparum ha
mostrado ser reducida. La mayoria de investigaciones realizadas en Colombia
informan la diversidad genética por frecuencias de familias alélicas y muestran un
panorama limitado estudiando genes codificantes para las Proteinas 1 y 2 de
Superficie del Merozoito -MSP1-(familia-MAD20) y -MSP2-(familia-3D7), las cuales
han mostrado frecuencias mayores al 80% sin relacionarlo, por ejemplo, con la
patogenicidad del parasito. Este estudio caracterizo la diversidad genética de P.
falciparum empleando MSP1, MSP2, GLURP (Proteina Rica en Glutamato) y
PfEMP1 (Proteina de Superficie Eritrocitaria-1) y su relacién con la presentacion
clinica de la enfermedad en residentes de tres regiones endémicas de Colombia.

Metodologia: Es un estudio descriptivo transversal, realizado en Turbo y El Bagre
(Antioquia) y Tumaco (Narifio). Los participantes tenian infeccion uUnica por P.
falciparum diagnosticada por gota gruesa y nPCR; se clasificaron por perfil clinico
(sintomatico-asintomatico). En las muestras se realiz6 PCR y secuenciacion para
los genes mspl, msp2, glurp y var, éstos ultimos codifican para PfEMP1. Se
determinaron frecuencias alélicas, numero de haplotipos, heterocigocidad y
diversidad nucleotidica. Finalmente, se compararon con los diferentes perfiles
clinicos mediante analisis de distancias p y el indice de fijacion (Fst).

Resultados: Se incluyeron 143 participantes, 77(53,8%) de Tumaco, 20(14,0%) de
El Bagre, y 46(32,2%) de Turbo; 25 participantes (17,5%) fueron asintomaticos. La
frecuencia de bandas ausentes, bandas Unicas y multiples para cada marcador fue
respectivamente: 1) MSP1: 11 (7,7%), 103 (72,0%) y 29 (20.3%); 2) MSP2: 11
(7,7%), 128 (89,5%) y 4 (2,8%); 3) GLURP: 16 (11,2%), 110(76,9%), 17(11,9%); y
4) VAR 18(12,6%), 125(87,4%) y cero bandas mdltiples.

Los participantes asintomaticos presentaron bandas multiples inicamente en MSP1
(12%), frecuencia fue menor comparado con los sintomaticos (22%).

Se encontré diferenciacion genética para todos los marcadores individuales y
concatenados cuando se compararon los afios de muestreo (2016-2018 y 2006). El
municipio méas diverso para todos los marcadores fue Tumaco el cual se diferencid
de los municipios de Antioquia; El Bagre fue el menos diverso.

Los participantes asintomaticos mostraron un menor numero de haplotipos y
diversidad genética, ademas, tuvieron diferenciacion genética significativa para
MSP1 (Fst=0,13) y MSP2 (Fst=0,15) en comparacion con los sintomaticos.

Conclusiones: Se observé una mayor proporcion de infecciones con bandas
Unicas; MSP1 present6 la mayor frecuencia de bandas mdultiples. Las infecciones
asintomaticas se caracterizaron por tener bandas Unicas, excepto para el marcador
MSP1 con bandas multiples, pero con menor frecuencia que en sintomaticos. Las
poblaciones comparadas por periodo de tiempo fueron significativamente
diferentes. La poblacién de paréasitos en infecciones sintométicas fue en general



mucho mas diversas que en asintomaticas. Deben hacerse estudios con un mayor
ndamero de participantes asintomaticos para ampliar estos hallazgos.



ABSTRACT

Introduction: In Latin America the genetic diversity of P. falciparum has been shown
to be reduced; The majority of researches carried out in Colombia report genetic
diversity by frequencies of allelic families and show a limited panorama studying
genes coding for Merozoite Surface Proteins 1 and 2 -MSP1- (family-MAD20) and -
MSP2- (family-3D7 ), which have shown frequencies greater than 80%. This study
characterized the genetic diversity of P. falciparum using MSP1, MSP2, GLURP
(Protein Rich in Glutamate) and EMP1 (Erythrocyte Surface Protein-1 -PfEMP1-)
and its relationship with the clinical presentation of the disease in residents of three
endemic regions of Colombia.

Methodology: A cross-sectional descriptive study, carried out in Turbo and El Bagre
(Antioquia) and Tumaco (Narifio) municipalities. The participants had P. falciparum
infection diagnosed by thick blood smear and nPCR; were classified by clinical
profile (symptomatic-asymptomatic). PCR and sequencing were performed for the
mspl, msp2, glurp and var genes, the latter encoding for PfEMP1). Allelic
frequencies, number of haplotypes, heterozygosity and nucleotide diversity were
determined. Finally, they were compared with the different clinical profiles by
analysis of distances p and the fixation index (Fst).

Results: 143 participants were included, 77 (53.8%) from Tumaco, 20 (14.0%) from
El Bagre, and 46 (32.2%) from Turbo; 25 participants (17.5%) were asymptomatic.
The frequency of absent bands, single or multiple bands for each marker were: 1)
MSP1: 11 (7.7%), 103 (72.0%), 29 (20.3%); 2) MSP2: 11 (7.7%), 128 (89.5%), 4
(2.8%); 3) GLURP: 16 (11.2%), 110 (76.9%), 17 (11.9%); 4) VAR 18 (12.6%), 125
(87.4%), no multiple bands were found.

Asymptomatic participants presented multiple bands only in MSP1 (12%), being
smaller than in symptomatic participants (22%).

Genetic differentiation was found for all markers and when concatenating when
comparing the sampling years (2016-2018 and 2006). The most diverse municipality
for all markers was Tumaco which differed from the municipalities of Antioquia and
the least diverse was El Bagre.

Asymptomatic participants showed a lower number of haplotypes and genetic
diversity, in addition significant genetic differentiation was shown using MSP1 (Fst =
0.13) and MSP2 (Fst = 0.15) compared with the symptomatic.

Conclusions: A higher proportion of infections with single bands was observed,
MSP1 presented the highest frequency of multiple bands. Asymptomatic infections
were characterized by having single bands, except for the MSP1 marker with
multiple bands but less frequently than in symptomatic ones. The populations by
time period were significantly different. The symptomatic presentation was generally
much more diverse than the asymptomatic population, however it is necessary to
complement studies with a greater number of asymptomatic participants in order to
in order to broaden these findings.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por hemoparasitos del género
Plasmodium, se han descrito 5 especies de importancia en el humano: P. vivax, P.
malariae, P. ovale (subespecies wallikeri y curtisi), P. knowlesi y P. falciparum, este
ultimo se caracteriza por causar cuadros clinicos mucho mas graves (1).

Esta enfermedad es un problema de salud publica a nivel mundial, en especial en
paises en via de desarrollo o con un alto indice de pobreza. En un informe publicado
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2017 se reportaron alrededor
de 219 millones de casos en todo el mundo; 2 millones de casos mas que los
presentados en 2016. La mayoria de los casos de malaria ocurrieron en Africa (200
millones), mientras que en América se presentd un menor numero (976 mil), de los
cuales Colombia aporté unos 80 mil casos(2). Se conoce que P. falciparum, es la
especie mas patogénica, con mayor prevalencia en Africa y cominmente asociada
a los cuadros de malaria complicada, asi mismo, ha sido la mas estudiada.

En el aflo 2002 se publicé la secuencia completa del genoma de P. falciparum, el
cual cuenta con alrededor 23 millones de pares de bases divididos en 14
cromosomas conteniendo cerca de 5300 genes que traducen a proteinas; alrededor
del 60% son proteinas hipotéticas, es decir, su funcion no ha logrado ser establecida
(3-5). La secuenciacion del genoma completo de P. falciparum es crucial para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, al igual que la identificacion de
nuevos blancos terapéuticos, dilucidacién de los mecanismos de resistencia a los
antimalaricos, y la caracterizacion de las moléculas con un alto potencial para el
desarrollo de vacunas (3-5).

El abordaje del genoma de P. falciparum, ademas de abrir paso para conocer mejor
ciertos blancos terapéuticos, también permitié la caracterizacion de diferentes
genes relacionados con la patogenicidad de este parasito y que han sido relevantes
al momento de explorar la diversidad y diferenciacion genética, con aplicaciones
gue van mas alla del desarrollo de vacunas, siendo Utiles para comprender la
dindmica del patégeno en diferentes zonas del mundo, lo que constituye una valiosa
herramienta para el desarrollo de estrategias de control de la enfermedad.

Para evaluar la diversidad genética se pueden utilizar marcadores neutros como
microsatélites, SNPs polimérficos o genes como mspl, msp2, glurp y var que son
determinantes en la patogenicidad, y dependiendo del enfoque planteado, pueden
ser utilizados no solo para determinar diversidad genética por una zona geogréfica
especifica sino que pueden intentar relacionarse con presentacion clinica de la
infeccidn, en el caso de genes implicados con factores de virulencia del parasito.

Entre las proteinas propias de P. falciparum, las proteinas MSP1 (Proteina de
superficie de merozoito 1) MSP-2 (Proteina de superficie de merozoito 2) participan



en la invasién al glébulo rojo. El gen mspl tiene 13 bloques, de ellos, el blogue 2
permite la diferenciacion de tres familias alélicas; K1, MAD20 y RO-33. Si bien, los
estudios no son concluyentes en el papel de las distintas familias alélicas en la
respuesta clinica que se produce ante el parasito, se ha informado que la familia
MAD20 puede estar con mayor frecuencia en presentaciones graves de la
enfermedad, pero estas evidencias no son concluyentes (6).

Por otra parte, msp2 posee dos familias alélicas bien caracterizadas en el bloque 3,
gue esta localizado en la region central del geny corresponden a las familias alélicas
IC y FC27. En diferentes estudios se ha explorado su relacion con la presentacion
clinica de la infeccion, sin embargo, no existen evidencias concluyentes. La mayoria
de estudios se han centrado en determinar las frecuencias alélicas en diferentes
poblaciones, pero no han generado suficiente evidencia que permita relacionar a
alguna de estas familias alélicas con una presentacion clinica especifica (6).

En el caso del gen que codifica para la proteina 1 de superficie eritrocitaria de P.
falciparum -PfEMP1-, proteina importante en el fendmeno de secuestro eritrocitario,
el cual es uno de los mecanismos de evasion inmune y de patogénesis mejor
caracterizados en P. falciparum, es codificada por un grupo de hasta 60 genes,
agrupados en la familia de genes var. Una caracteristica importante es la alta
variabilidad de estos genes y por consiguiente de las proteinas. En zonas de alta
endemia el niumero de variantes puede llegar a ser virtualmente infinito, mientras
gue en zonas de baja endemia pueden ser pocas las variantes circulantes (7-9).

Por sus caracteristicas antigénicas las proteinas PfEMP-1 se dividen en 5 grupos
que son el A, B, C, D y E. Hay evidencia de que la expresion de las familias Ay B
estan relacionadas con una presentacion clinica mas grave, mientras que algunos
estudios muestran una relacion de expresion de la familia C con la presentacion
asintomatica (7-9).

En diferentes paises sobre todo en el continente africano se han realizado estudios
donde se describen posibles asociaciones de algunos genes con la presentacion de
malaria complicada, pero se desconoce estudios sobre la genética del parasito con
relacion a la malaria asintomatica. Por otra parte, en Colombia, no se han realizado
estudios para relacionar la genética del parasito y perfiles clinicos, y son pocas las
investigaciones sobre diversidad genética en P. falciparum; estos incluyen los
realizados en los municipios de Quibd6 en el departamento del Chocé (10,11),
Turbo y Necocli en el Urab4 antioquefio (12,13) y en el departamento de Cdérdoba
(11,12,14,15) y otras zonas como Buenaventura en el Valle del Cauca (16), el
municipio la Carpa del departamento del Guaviare (11) y Casuarito en Vichada (11).
Estos estudios han tratado de explorar la variabilidad genética del parasito,
encontrandose en su mayoria que existe poca diversidad genética de P. falciparum
en Colombia.



1.2. Marco teoérico

1.2.1. Caracteristicas generales del parasito y su genoma

Los apicomplexa son parasitos de importancia en medicina veterinaria y humana
donde se destacan los géneros Babesia, Toxoplasma, Cryptosporidium vy
Plasmodium. Estos se caracterizan por poseer tres genomas; el nuclear,
mitocondrial y del apicoplasto, exceptuando a los paréasitos del género
Cryptosporidium que no presentan apicoplasto. Estos son parasitos intracelulares
obligados que tienen ciclos complejos que pueden incluir uno o mas
hospederos(17-19).

El género Plasmodium posee dos hospederos, el definitivo son mosquitos del
género Anopheles en los que se presenta la reproduccién sexual, mientras que en
el hospedero vertebrado ocurre la reproduccion asexual. De manera general el ciclo
de vida de Plasmodium inicia con la picadura de un mosquito infectado, que durante
la hematofagia inocula de manera subcutdnea esporozoitos al hospedero
vertebrado. El esporozoito migra hasta el higado en donde invade hepatocitos, al
interior de estas células se forman miles de merozoitos mediante replicacion
asexual, que posteriormente saldran a circulacion para invadir glébulos rojos.

Los sintomas de la enfermedad aparecen durante el ciclo eritrocitico, en el cual los
merozoitos invaden los globulos rojos y se da la reproduccion asexual. En este ciclo
los parasitos pasan por diferentes estadios de maduracién (todos con un genoma
haploide), desde trofozoitos inmaduros hasta esquizontes, que finalmente liberan
alrededor de 20 merozoitos (para el caso de P. falciparum y P. vivax), los cuales
repiten el ciclo de invasion a nuevos eritrocitos. Es de destacar que el tipo de
glébulos rojos que infectan estos parasitos es distinto de acuerdo a la especie: P.
vivax solo invade eritrocitos jovenes (reticulocitos), mientras que P. falciparum
puede invadir eritrocitos de todas las edades, lo que en gran medida explica por qué
en esta especie se pueden alcanzar altas parasitemias que pueden asociarse con
casos complicados (20).

No todos los merozoitos siguen el ciclo de reproduccion asexual, algunos tienen la
capacidad de diferenciarse a gametocitos, que posteriormente son tomados por el
mosquito durante una picadura, en este hospedero se da el ciclo de reproduccion
sexual; que comienza con la union de un macro y microgametocito, llegando a la
formacion de un ooquiste. Dentro del ooquiste (Unico estadio con genoma diploide)
se forman los esporozoitos, que migran a las glandulas salivales del mosquito, que
seran inoculados por picadura al hospedero vertebrado, cuando el mosquito se
alimente (20).

El genoma de P. falciparum posee 23 millones de pares de bases (23 Mb) y se
caracteriza por tener un alto porcentaje de adenina y timina que alcanzan alrededor
del 81% de las bases. Se han logrado caracterizar alrededor de 5300 genes que
traducen diferentes proteinas, de los cuales cerca de 54% poseen regiones
intrénicas. Ademas, un 60% de estos genes traducen para proteinas hipotéticas (3—



5,21). La estructura del genoma de P. falciparum, como en todo eucariota, esta
distribuido en cromosomas, en este caso en 14 cromosomas lineales que poseen
tamafos diferentes y que en general tienden a ser mas variables en las regiones
subteloméricas (3,5).

1.2.2. Diversidad genética y su utilidad en malaria

La diversidad genética entre los individuos de una poblacion representa,
molecularmente hablando, la forma en que éstos son capaces de soportar o no las
condiciones de ambiente con el cual conviven (22). En el &mbito biolégico habla de
las condiciones para las que puede estar preparada la especie y como su genética
lo puede hacer susceptible o resistente a eventos particulares; sin embargo, cuando
la diversidad genética de una especie decrece puede conllevar a poca adaptacion
y a una paulatina eliminacion de la especie en cuestion (22).

Cuando se trae la diversidad genética al contexto de las enfermedades infecciosas,
ésta comunica de manera directa o indirecta la adaptacién que han sufrido los
agentes infecciosos para adaptarse al hospedero, lo que se traduce en cambios
antigénicos para evadir por ejemplo la respuesta inmune, también en cambios en el
grado de patogenicidad e igualmente en mecanismos para la adquisicion de
distintas moléculas para su adecuada proliferacion (22).

Especificamente hablando de Plasmodium, este microorganismo posee una
enorme plasticidad fenotipica que es cambiante dado sus multiples estadios y que
en gran medida, puede ser explicada por su diversidad intrapoblacional, que le
permite adaptarse muy bien a su entorno por diferentes mecanismos como el
cambio antigénico, la tolerancia aumentada o resistencia a medicamentos y su
facilidad para la evasion inmune. La comprension y exploracién de la diversidad
genética en la malaria es util sobre todo para comprender la dinamica del parasito
para desarrollar mejores estrategias de control (22).

1.2.3. Genes implicados en la patogénesis y de utilidad en el estudio de la
diversidad genética de P. falciparum

La secuenciacién del genoma completo de P. falciparum ha permitido un mejor
entendimiento de los genes y proteinas involucrados en los procesos de
patogénesis y su rol en la génesis de la enfermedad en los humanos (4,21,23).
Dentro de los genes implicados en la patogenicidad del parasito, se encuentran
genes asociados con la resistencia a los antimalaricos, asi como también algunos
relacionados con el fenomeno de citoadherencia y secuestro de eritrocitos
parasitados, y genes asociados con el proceso de invasiéon a los eritrocitos. Los
genes de resistencia a antiparasitarios han sido ampliamente estudiados y se han
asociado a brotes letales en diferentes paises; la expresion de estos genes es un
mecanismo de adaptacién que no esta relacionado propiamente con generar una



respuesta clinica como tal, como si lo estan los genes implicados en la traduccion
de proteinas que participan en procesos de adhesion e invasion y por ultimo, genes
implicados en el metabolismo del parasito que también pueden ser causa de lesion
como lo es el metabolismo de la hemoglobina para producir hemozoina (4,21,23).

En el siguiente apartado se describirdn algunos de los genes mas estudiados con
relacion a la presentacion clinica de la infeccion y que ademas han sido usados para
estudiar la diversidad genética de P. falciparum:

1.2.3.1. Genes var

1.2.3.1.1. Estructura de los genes var

var es una familia de genes altamente polimorficos de los cuales se conocen
alrededor de 60 variantes por genoma, su funcién es la codificacién de la proteina
PfEMPL. Esta proteina, se expresa en la superficie de los eritrocitos infectados,
participa en el fenomeno de citoadherencia que lleva al secuestro de los parasitos
maduros (trofozoitos y esquizontes) en el endotelio vascular con el fin de evadir el
sistema inmune del hospedero y el control esplénico. Este fenbmeno se presenta
en los diferentes o6rganos, mediado por multiples receptores, incluso en tejido
placentario, contribuyendo con la generacion de diferentes complicaciones (Figura
1). Asi, las formas inmaduras o anillos son los que se ven al momento de realizar el
diagndstico microscopico por gota gruesa o por extendido delgado, y el resto de
estadios no pueden observarse a menos de que la biomasa parasitaria sea muy
grande en el tejido donde se produjo el secuestro (7-9).

La PFEMP1 es una proteina altamente polimérfica, esto se explica por la cantidad
de variantes en los genes var que son las responsables de tales cambios. Los genes
var han sido clasificados en 5 grupos diferentes: los grupos A, B, C, Dy E y unas
variedades intermedias llamadas A/B y B/C (9). Estos conservan dos dominios
constantes los cuales son una secuencia que traduce para el N- terminal (NTS) y la
secuencia que traduce para el dominio transmembranal (TM). Sumado a lo anterior,
hay diferentes clases de dominios intragen que dan las caracteristicas antigénicas
principales a las proteinas, entre las que estan principalmente los dominios de unién
a Duffy (DBL) de los cuales existen mas variedades. Finalmente existen las regiones
de interdominios ricos en cisteina (CIDR) (9).

De acuerdo a su ubicacién en el cromosoma, a las caracteristicas del gen y con
base en la region corriente arriba del gen o Ups, los genes var se puede clasificar
en los diferentes grupos descritos anteriormente (8,9). Los genes y proteinas del
grupo A (Figura 2) poseen mas dominios y presentan mayor variedad estructural en
comparacion con los demas grupos y se caracterizan por poseer entre dos a diez
dominios DBL (9).
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Figura 1. Modelo de las interacciones la proteina PFEMP1 de Plasmodium (arriba) y el
endotelio humano (abajo).

La proteina PFEMP1 se expresa sobre unas estructuras denominadas “knobs” que estan formadas
por una combinacion de proteinas humanas y del parasito en un complejo multiproteico. En el lado
humano, una variedad de moléculas, dependiendo del tejido, participan en la citoadherencia,
incluyendo moléculas de expresion constitutiva en el endotelio (por ejemplo, CD36, en el cerebro y
en las plaquetas), o de expresion inducida (por ejemplo, molécula de adhesién intracelular 1 [ICAM-
1]), o que se activan durante la interaccion con otras moléculas (p. ej., receptor de proteina C
endotelial [EPCR] y Trombospondina [TSP]). Otras Interacciones destacables incluyen Condroitin
sulfato (CSA) en la placenta y CR-1 en gldbulos rojos no infectados (que median la formacién de
rosetas). Tomada de: Miller LH. Cold Spring Harb. 2017;1878-83 (24).

Los genes del grupo B, se caracterizan por estar ubicados en las regiones
subteloméricas o centroméricas, el nimero de genes por genoma pertenecientes a
este grupo oscila entre 22 a 27 genes y pueden ser clasificados en cuatro subtipos
de B1 a B4; de acuerdo a la variacion de las secuencias UpsB. Su estructura
proteica tipica esta dada por una cabeza con dominios DBL1a—CIDR1a seguido por
un dominio DBL2d y un dominio no-a de CIDR2 (figura 2), junto con esto que estan
antes del gen (9).

Por su parte los genes del grupo C (Figura 2), se caracterizan por estar ubicados en
las regiones centroméricas y su region corriente arriba del gen (upstream) upscC,
tiene mayor divergencia mas en comparacion con los demas grupos del gen var (9).

Finalmente, el grupo D fue reclasificado como un subtipo del grupo A debido a que
Su regidén ups o upstream es muy similar a upsA, posee la caracteristica de estar
compuesto solo por dominios del tipo DBL y en este momento se conoce como
subgrupo A2. El grupo E también esta compuesto Unicamente por dominios del tipo
DBL, pero con una estructura tipica de tres dominios DBLX, seguido de tres
dominios DBLe. A este grupo pertenece el gen VAR2CSA, que codifica por la



proteina que participa en el secuestro en el tejido placentario, por esto tiene
relevancia en la infeccion de gestantes (9).
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Figura 2. Estructura antigénica de la proteina de membrana eritrocitaria 1 de P.
falciparum (PfEMP1) y sus diferentes tipos.

Ex6n 1 de subgrupos del gen var con sus dominios de adherencia. C2: regién constante; CIDR;
regiéon de dominio rico en cisteina; DBL: dominio compatible a unién con Duffy; NTS: secuencia N-
terminal; TM: dominio transmembranal. Tomada de: Tembo D, Montgomery J. Future Microbiol.
2010; 5(5):801-15. (9)

1.2.3.1.2. Importancia de los genes var en el proceso patoldgico

Se ha reportado que el fendmeno de secuestro mediado por PfEMP1 es el factor de
virulencia mas relevante de P. falciparum, responsable de gran parte de las
complicaciones en la malaria por esta especie, entre las cuales se encuentra la
hipoxia generada en diferentes tejidos asociado a obstrucciéon de los vasos
sanguineos, que puede potenciarse por formacion de rosetas entre eritrocitos
parasitados y no parasitados, la aglutinacion con leucocitos, aglomeraciones de
glébulos rojos parasitados y plaquetas en el endotelio vascular, todas estas
interacciones celulares llevan a dafio endotelial local e inflamacion. Sumado a lo
anterior, se ha observado su asociacion a complicaciones en las gestantes por la
afinidad de los eritrocitos infectados a receptores expresados en la placenta, que
llevan al secuestro en este tejido, que posteriormente, conlleva en el peor escenario
a pérdida del feto o complicaciones del recién nacido como anemia y bajo peso al
nacer (7-9).




1.2.3.1.3. Variantes de los genes var asociadas con cuadros clinicos de malaria.
La expresion de los genes de los grupos A y B se ha asociado con la presentacion
clinica de malaria. En un estudio realizado por Rottmann y colaboradores en el afio
2006, se describio que los nifios con malaria exhiben una mayor transcripcion de
las variantes A y B, en comparacion con infantes con infeccion asintomatica.
Ademads, se observo una relacion directa entre los transcritos de la variante B con
la parasitemia de los pacientes. Asi mismo, sugirieron que los transcritos del grupo
C no se expresaban de forma diferencial entre los nifios con malaria grave, malaria
no complicada y malaria asintomatica (25).

En otro estudio realizado en una poblacién de nifios en Papua Nueva Guinea en el
afo 2009 por Falk y colaboradores, se reporté que una mayor proporcién de nifios
con malaria sintomatica presentaron altos niveles de transcritos del grupo A,
mientras que la infeccion asintomética se asocié con la expresion de genes del
grupo C. Se describieron dos casos de nifios infectados y asintomaticos con
parasitemias superiores a 40000 p/uL, que presentaron altos niveles de transcritos
del grupo C, en comparacion con los niveles encontrados en pacientes con malaria
sintomética (26).

Estos estudios muestran que hay una asociacion entre la presentacion clinica y la
expresion de genes del grupo A. Warimwe y colaboradores (27) plantearon como
hipétesis que la relacién entre los genes del grupo A con la clinica se debe a una
mayor formacion de rosetas mediada por las proteinas que codifican estos genes,
pero sus hallazgos no lograron ser concluyentes. Lo anterior, pone de manifiesto un
proceso complejo en el que se ven implicados diferentes mecanismos de
citoadherencia, que es necesario comprender a profundidad y que sugieren una
relacion entre la malaria complicada y la expresion de genes var.

En 2008, Vigan-Womas y colaboradores evidenciaron tanto in vivo como in vitro,
gue la malaria cerebral estaba asociada a las variantes del grupo A y esto puede
ser explicado por una mayor formacién de rosetas. Adicionalmente, en este trabajo
se observé una relacion directa con el dominio de la proteina NTS- DBL1a1 (28).

Como se menciond en los anteriores parrafos, es posible inferir que los grupos Ay
B estan mas asociados con la presentacion clinica de malaria y con la malaria
complicada. Estudios adicionales han explorado el papel de los diferentes dominios
mas que la expresion de grupos como tal. Por ejemplo, Mugasa y colaboradores en
2012, estudiaron las secuencias del dominio DBL1a1 en parasitos obtenidos de
nifios en Tanzania con malaria complicada, no complicada y asintomatica.
Concluyeron que existe mayor diversidad de DBL1a1 en aquellos con malaria
complicada en comparacion con los que presentaban malaria asintomatica, que en
general parecian tener un comportamiento clonal (29).

Otros trabajos como los de Jespersen y colaboradores (30), y Bernabeu y
colaboradores (31) han estudiado la regién CIDRai. En el primero, se evaluaron
muestras de nifios con malaria grave; se evidencio una mayor expresién de CIDRa1
en pacientes con malaria grave que en pacientes con malaria no complicada.
Ademas, lograron encontrar una asociacion especifica con la malaria cerebral y la
anemia grave. En el segundo estudio se llegd a conclusiones similares en adultos;



se identificd que este dominio se une al receptor de la proteina C endotelial (EPCR);
gue se expresa en diferentes 6rganos y puede explicar las complicaciones
multiorganicas por P. falciparum.

Otro estudio realizado mas recientemente, en el afio 2017 por Mkumbaye y
colaboradores en una poblacion de nifios en Tanzania, evidencid y reafirmé el rol
de CIDRa1 en malaria grave, expresado con mayor frecuencia en pacientes con este
perfil clinico; igualmente observaron el papel de otros dos dominios como
potenciadores de la enfermedad; el DBLB y DBLE, que posiblemente aumentan la
afinidad de CIDRa1 a EPCR (32).

En varios estudios se ha logrado esclarecer que la malaria cerebral puede ser
explicada en gran medida por la expresion exacerbada de diferentes grupos de
genes var y pueden tener una estructura particular con dominios de mayor afinidad
por el tejido cerebral (30, 32—-37). En resumen, los genes var han sido asociados
con diversas presentaciones clinicas de la malaria por P. falciparum, de los cuales
estan asociados los grupos A y B con malaria grave y malaria cerebral tanto en
poblacion infantil como en adultos; se han identificado tres dominios responsables
de gravedad que son DBL1a1, DBLB y DBL¢ y CIDRai1. De los deméas grupos no
esta establecido un rol especifico en la presentacion clinica de malaria.

1.2.3.2. Genes de la proteina de superficie del merozoito 1y 2 (msply msp2)

1.2.3.2.1. Caracteristicas generales del gen y su proteina

Los genes msp traducen proteinas de superficie del merozoito, especificamente se
destacan en este caso, los genes mspl y msp2 que a su vez codifican para las
proteinas MSP1 y MSP2, que han sido blancos para el desarrollo de vacunas y
tratamientos contra el parasito (38—41).

La estructura de las proteinas codificadas por estos genes esta bien definida,
destacandose tres partes principales: las secuencias N-terminal y C-terminal que
estan conservadas en todas las familias alélicas y una regién central hipervariable
compuesta en general por diferentes repeticiones de nucleétidos, que traducen
tripletas de aminoacidos de repeticiones definidas por un patrén especifico (40) .

Las proteinas MSP1 y MSP2 son abundantes en el estadio de merozoito donde
desempefian un rol relevante en adhesion e invasion al glébulo rojo. El gen mspl
se clasifica en dos grupos de alelos diferentes, el grupo | y el grupo Il, contrario a
msp2, no son tan variables y fueron denominados como las cepas originalmente
descritas: Grupo | (K1) y grupo Il (MAD20) (Figura 3). La estructura del gen de mspl
posee 17 segmentos, de los cuales siete son variables, cinco son conservados y
cinco son semi-conservados (40). De los 17 bloques mencionados cabe destacar el
bloque 2, el cual cuenta con una familia alélica adicional conocida como RO33y por
tanto este bloque muestra mucha mas variabilidad que los demas (Figura 3) (6).



A Blogue b 2 3 45 6 T B 9 10 1112 131415 16 17

. Blogues variables

!
! Y
! Y |:| Bloques semi-conservados
b
.-" "‘-.\' |:| Bloques conservados
."Ill ."."-.
B / M,
! )
Ay Familias
EBlogque 2 'H.." alélicas
[ | MAD=20

| | K=t

D Ro-ss

Figura 3. Estructura del gen msp1y sus familias alélicas.

A. Representacién esquematica del gen de la proteina de superficie del merozoito-1(MSP1).
Comparaciones de secuencias de este gen han permitido identificar 17 bloques, 7 altamente
variables (negro), 5 conservados (blanco) y 5 semi-conservados (gris). B. Familias alélicas del bloque
2 del gen msp1l: el bloque 2 presenta tres alelos denominados MAD-20, K-1 y RO-33, a diferencia
de los demas bloques variables que presentan 2 alelos. Tomado de Jiménez y colaboradores 2005,
Biomédica 25:588-602 (6).

Por su parte, el gen msp2 tiene similitudes con msp1l, es hipervariable en la region
central y cuenta con un numero mayor numero de repeticiones en tdndem
comparado con mspl. El gen msp2 esta clasificado en dos familias alélicas
derivados de los aislados originales son conocidos como FC27 y 3D7/camp (Figura
4); FC27 se caracteriza por tener en su regién central hipervariable un dominio inicial
de 32 aminoacidos seguido de un numero variable de repeticiones de doce
aminoacidos. Por otra parte, la familia 3D7/camp se caracteriza por tener en su
region hipervariable residuos de aminoacidos en tandem de longitud entre 4 a 10
aminoacidos, a su vez 3D7/camp se puede dividir en diferentes subclases
dependiendo del numero de aminoacidos en tAndem de su regién central, entre
estos se conocen las subclase Al que posee generalmente repeticiones de 4
aminoacidos, y la subclase A3 que posee repeticiones de un aproximado de 8
aminoacidos (40).
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Figura 4. Representacién esquematica del bloque 3 o bloque central del gen de la
proteina de superficie del merozoito 2 (MSP2).

El bloque central es la secuencia polimérfica mas utilizada en estudios de diversidad genética de P.
falciparum en que se emplea el gen msp2. Este bloque presenta en sus extremos secuencias no
repetidas conservadas (lineas verticales), que permiten clasificar el gen MSP2 en dos grandes
familias alélicas, denominadas FC27 e IC, y en el centro, el bloque central presenta secuencias
repetidas polimorficas (negro y gris) las cuales permiten caracterizan los alelos dentro de cada familia
alélica. Tomado de Jiménez y colaboradores 2005, Biomédica 25:588-602 (6).

Ambas proteinas estan involucradas en procesos de invasion al globulo rojo, en
especifico el complejo proteico de MSP1 esta relacionado con la iniciacion de la
invasion donde su seccion N-terminal ayuda a la union en la membrana del
eritrocito; por su parte, la proteina MSP2 esta involucrada en los procesos finales
de la invasion y la terminacion de la internalizacion y formacién de la vacuola
parasitéfora; cabe destacar que terminados estos procesos estos complejos
proteicos son liberados(42).

1.2.3.2.2. Asociacion de MSP1 y MSP2 con los perfiles clinicos.

Las proteinas de adhesion MSP1 y MSP2 de P. falciparum, han sido asociadas con
la presentacion clinica de malaria por esta especie. En un estudio realizado en
Filipinas por Mirano-Bascos y colaboradores en 2012, se describié que los pacientes
con malaria tienen una mayor prevalencia de la familia alélica K1, seguido de
MAD20. Sin embargo, no se establecié una clara relacion entre el perfil clinico de la
malaria con alguna de las familias alélicas de MSP1 (43).

Un estudio realizado por Ghanchi y colaboradores de 2014 en Pakistan, mostré una
asociacion significativa entre la familia alélica MAD20 de mspl con la malaria
complicada, sin embargo, el nUmero de pacientes en el estudio fue bajo (44).

Kiwuwa y colaboradores de 2013, determinaron la multiplicidad de infeccién a través
de los genes mspl, msp2, csp y glurp, en sus resultados mostraron que el nimero
de genotipos difiere de acuerdo a la clinica, siendo mayor en los pacientes con
malaria grave. Sin embargo, no se presento una diferencia significativa con relacion
a las familias alélicas particulares en msply msp2 (45).



De otro lado, en Burkina Faso, Soulama y colaboradores en 2009, evidenciaron un
fendmeno de diferenciacion geografica de los grupos de mspl y msp2 entre areas
rurales y urbanas, mas no de perfiles clinicos; en este estudio observaron que la
poblacién rural presenté mayor proporcion del grupo alélico MAD20 de mspl y 3D7
de msp2. A pesar de que no hubo una diferencia en la respuesta clinica por area, si
se observé una gran diversidad de los tipos alélicos de estos dos genes. (46).

En resumen, los genes mspl y msp2 se han relacionado con la presentacion clinica
de malaria, pero no se conoce con certeza si hay asociacién entre sus haplotipos
con la presentacion clinica de malaria.

1.2.3.3. Gen de la proteina rica en glutamato (glurp)

1.2.3.3.1. Estructura de los genes e Importancia de estos genes en el proceso
patoldgico

El gen de la proteina rica en glutamato estd ubicado en el cromosoma 10
codificando una proteina de 220kDa. El gen esta subdividido en tres segmentos que
dan lugar los dominios de la proteina partiendo desde la region N-terminal esta la
region no repetitiva (R0), una region central repetitiva (RI) y la region C-terminar
repetitiva (RI1)(6,47).

Esta proteina se encuentra expresada en todos los estadios cuando el parasito se
encuentra en el hospedero mamifero, y esta involucrada en proceso de adhesion al
glébulo rojo junto con el complejo proteico de Pfs38 que se une a la glicoforina
A(47,48).

1.2.3.3.2. Importancia en estudios de perfiles clinicos

En la revision de Fowkes y colaboradores de 2010 se muestra que anticuerpos
dirigidos contra las regiones RO y RIl tienen una respuesta protectora debido a que
son mas frecuentes en pacientes con presentacion asintomatica en comparacion
con pacientes febriles, debido a esto se ha tratado de explorar el uso de esta
proteina como vacuna para la prevencion de la aparicion de sintomas y que genere
una respuesta protectora multiestadio (49).

Por otra parte, en el campo genético no hay evidencia clara de algun tipo de
polimorfismo asociado con una presentacion clinica especifica, pero este gen si se
utiliza ampliamente para estudios de diversidad genética e igualmente para
diferenciar casos de reinfeccién ya que los segmentos RO y RIl pueden tener
diferentes polimorfismos y segmentos repetitivos que son utilizados para determinar
recrudescencia 0 nuevas infecciones, en estudios que evallan resistencia a
medicamentos y para determinar multiclonalidad (50-57).

1.2.4. Metodologia de estudio de la diversidad y diferenciacién genética

En genética de poblaciones los organismos pueden ser estudiados por medio de la
diversidad genética, utilizando algunas medidas como la frecuencia de los
diferentes alelos de un locus para caracterizar, a modo de proporcion, los alelos
presentes en tal poblacion. Cuando se utilizan secuencias de nucleotidos o
aminoéacidos se puede, ademas, obtener el nimero de haplotipos que puede ser



aplicado no solo al estudio de un gen particular, sino cuando se trabaja con mas de
un gen o con el genoma completo. A partir de la frecuencia de alelos o de la
frecuencia de haplotipos presentes es posible calcular la heterocigosidad, en el caso
de Plasmodium spp que es un organismo haploide, se describe una heterocigosidad
virtual y ésta se define como la probabilidad de obtener un heterocigoto al juntar dos
individuos al azar. Otra medida relevante es la diversidad nucleotidica, que permite
ver las diferencias promedio de las secuencias de nucleétidos de un gen o grupos
de genes de una poblacién. Todo esto nos aporta una descripcion de como se esta
comportando un gen en una poblacion o poblaciones determinadas con el fin de
caracterizar su genética para una posterior comparacién de acuerdo a grupos de
interés (22).

Al momento de comparar poblaciones se usa el término de diferenciacion genética
para comparar la diversidad genética de grupos definidos sea temporalmente, por
zona geografica o por un patrén de interés. Entre los parAmetros mas utilizado en
genética de poblaciones se encuentra la evaluacion del flujo genético en donde se
explora mediante la varianza genética, el indice de fijacion o Fst que indica el grado
de diferenciacidon genética; valores cercanos a cero en este indice sugieren que no
hay diferencias entre las poblaciones comparadas y que son panmicticas, o por el
contrario, si es cercano a 1 indica que las poblaciones se encuentra aisladas entre
si y son diferentes (subpoblaciones) (22).

Las medidas mencionadas son aplicables a diferentes modelos biologicos y en el
campo de las enfermedades infecciosas. Especificamente en estudios de diversidad
genética en Colombia para P. falciparum se ha recurrido a las metodologias de
diversidad genética y se han centrado especificamente en la medicién de las
frecuencias alélicas de genes como mspl, msp2, glurp y var (Tabla 1) dando como
conclusion general que hay una diversidad genética baja en el pais en los genes
evaluados.



Tabla 1. Estudios de diversidad genética de P. falciparum en Colombia.

Autores Zona de estudio MSP1 MSP2 GLURP VAR
Montoya L. et al 2003 Antioguia MAD20 3D7 700-800 bp i
(58) g (100%) | (88%) | (100%)

Guerra AP. et al Cérdoba, Guaviare y MAD20 i i i
2006*(14) Vichada (95,9%)

Osorio L. et al Chocé MAD20 3D7 i )
2007(10) (94,3%) | (96,3%)

Barrera SM. et al Coérdoba, Guainia, MAD20 3D7 800-899 pb i
2010(15) Guaviare y Vichada (100%) |(96,3%) | (72,8%)

De la Hoz Restrepo Chocé MAD20 i i i
F. etal 2012(59) (100%)

Maestre A. et al Antioguia MAD20 3D7 i i
2013*(57) 9 (>95%) | (100%)

Rougeron V. et al Antioguia i i i DBL1a
2017(60) 9 (112)

*Se encontraron las tres familias alélicas de MSP1

1.3. Planteamiento del problema

La malaria es la enfermedad transmitida por vectores de mas reconocimiento en la
historia, la cual ha cobrado gran cantidad de victimas y hoy es una de las
enfermedades mas consideradas en los programas de control de la OMS. La
especie que se ha caracterizado por tener mayor impacto en la salud de las
comunidades afectadas es P. falciparum, la cual se ha asociado a presentaciones
clinicas mas graves que las otras especies que afectan a los humanos (60,61).
Dentro de los perfiles clinicos de la enfermedad, esta la malaria aguda la cual
generalmente se caracteriza por un cuadro febril intermitente acompanado de
escalofrios y sudoracion. Sin embargo, estas manifestaciones no son exclusivas del
paludismo y por ello facilmente puede ser confundida con otras enfermedades con
manifestaciones febriles, o que hace necesario establecer nexos epidemiologicos
y un adecuado diagnostico de laboratorio (61,62). La enfermedad puede cursar
hasta una malaria grave con la aparicién de signos de peligro que son indicadores
de lesidn; las complicaciones incluyen la anemia grave, acidosis metabdlica y otras
gue son especificas del o6rgano afectado; también se presentan signos
parasitologicos de peligro como la esquizontemia de P. falciparum y una alta
biomasa parasitaria, evidenciada por una hiperparasitemia al examen microscoépico
de sangre periférica (61,62). Si estos pacientes se encuentran en alguno de los
extremos de la vida, es decir en primera infancia o es un adulto mayor, o estan en
periodo de gestacién, tienden a empeorar rqpidamente sin un manejo adecuado y
a desarrollar un cuadro paludico grave (61).



En la malaria grave se evidencian lesiones de érgano, mediante el examen clinico
0 pruebas de laboratorio; estos pacientes pueden presentar complicaciones
hepéticas, renales, hematoldgicas o neuroldgicas hasta una falla multiorganica;
necesitan una intervencién urgente y en muchos casos atencién en unidad de
cuidados intensivos intrahospitalarios; los cuadros malaricos que avanzan a
enfermedad grave son escasos en las regiones de baja endemia (61) pero en las
regiones de alta endemia pueden alcanzar el 1% de los casos.

Por dltimo se tienen las infecciones asintomaticas por Plasmodium spp., o los
portadores asintomaticos, es decir, no presentan signos o sintomas de enfermedad
pero estan infectados con el parasito. A pesar de no tener un efecto evidente en la
salud del sujeto infectado si hay una implicacion epidemiologica importante, ya que
al tener estadios sexuales viables, estos podran ser tomados por mosquitos que
continuaran el ciclo de transmision; es decir las personas con infeccion asintoméatica
son reservorios del parasito y contribuyen en gran medida que se dé un control
incompleto de los focos de la enfermedad; esto cobra gran importancia ya que en
los ultimos afios los programas de control se dirigen a la eliminacion de la malaria
en el mundo.

Distintos genes estan implicados en la patogenicidad del parasito, tales como genes
de resistencia a antiparasitarios que son los mas descritos y que han sido asociados
a brotes letales en diferentes paises; la expresién de estos genes es un mecanismo
de adaptacion que no esta relacionado propiamente con generar una respuesta
clinica como tal. En segundo lugar y mas relacionados con la respuesta clinica estan
los genes que participan en procesos de adhesion e invasion del parasito y otros
genes implicados en el metabolismo del parasito (4,21,23) que también pueden ser
causa de lesiébn como lo es el metabolismo de la hemoglobina para producir
hemozoina, proceso que esta directamente relacionado con la presentacion de
anemia.

En estudios realizados en Colombia (Tabla 1) se muestra que el abordaje
metodolégico de la diversidad genética de P. falciparum se ha centrado en una Unica
medida que son las frecuencias alélicas de los genes en los respectivos estudios
(mspl, msp2, glurp y var), pero no se ha complementado con las medidas de
heterocigosidad y la diversidad nucleotidica y aminoacidica de los mismos. Esto de
cierta forma sesga la informacion de baja diversidad en Colombia, y que han
mostrado una diversidad genética limitada en los genes estudiados.

Por tanto, hace falta ahondar, por ejemplo, con otras metodologias para el estudio
de la genética de los plasmodios circulantes en Latinoamérica especificamente en
Colombia. Ademas, el estudio de esta diversidad puede explicar relaciones con la
presentacion clinica de los pacientes con malaria por P. falciparum. Con base en lo
anterior y utilizando una metodologia alternativa a PCR alelo especificas, basada
en secuencias nucleotidicas para genes determinantes de patogenicidad, se
plantearon las siguientes preguntas de investigacion: ¢Qué tan diversos son los
parasitos de la especie P. falciparum que circulan en Turbo y El Bagre (Antioquia),
y Tumaco (Narifio)? Y ¢Cual es la relacion entre la diversidad genética de este
parésito y la presentacion clinica de la infeccion? Para dar respuesta a estas



preguntas se plante6 un estudio donde se caracterizo la diversidad genética de P.
falciparum y su relacion con la sintomatologia (sintomético/asintomatico) en
residentes de tres regiones endémicas de Colombia. Este estudio aporta a la
descripcion de la diversidad genética de los parasitos que circulan en Colombia y
permite el entendimiento de algunos factores relacionados con la patogénesis de P.

falciparum



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Caracterizar la diversidad genética de Plasmodium falciparum mediante el analisis
de los genes mspl, msp2, glurp y var y explorar su relacién con la presentacion
clinica de la infeccion en residentes de tres municipios endémicos para malaria en
Colombia.

2.2. Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas genéticas de las poblaciones de P. falciparum,
midiendo diferentes descriptivos genéticos.

2. Comparar la diversidad genética de P. falciparum en funcién del periodo de
tiempo.

3. Comparar la diversidad genética de P. falciparum en funcién de las zonas
geograficas estudiadas (Turbo y El Bagre -Antioquia, Tumaco-Narifio).

4. Comparar la diversidad genética de P. falciparum en funcion de la
presentacion clinica (sintomética y asintomatica).

3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Qué tan diversos son los parasitos de la especie Plasmodium falciparum que
circulan en Turbo y El Bagre (Antioquia) y Tumaco (Narifio)?

¢, Cuadl es la relaciéon entre la diversidad genética de Plasmodium falciparum y la
presentacion clinica de la infeccion?



4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de estudio: descriptivo transversal.

4.2. Sitio de estudio: Las zonas de estudio fueron Turbo y El Bagre en el
departamento de Antioquia, y en Tumaco en el departamento de Narifio (Figura 5).

El Bragre

Antioquia

Tumaco

Narifio

Figura 5. Mapa de las zonas de estudio

Tumaco es un municipio perteneciente al departamento de Narifio, ubicado en la
costa del Pacifico, region caracterizada por tener un clima tropical himedo. Este
municipio se destaca por tener un importante puerto y por tanto sus principales
actividades economicas incluyen el comercio y la pesca. En cuanto al panorama del
paludismo en esta zona en 2018 a la semana epidemioldgica 52 se reporté como el
segundo municipio con mas casos de malaria en el pais con un total 12627 casos
(20,9%) con 11861 casos de malaria por P. falciparum. El municipio de Tumaco
aporto el 16,2% de todos los casos del departamento.



Turbo es un municipio ubicado en la zona del Uraba Antioquefio, la cual se
caracteriza por tener un clima tropical himedo y donde las principales actividades
econdémicas son la agricultura y la pesca. El Bagre esta ubicado en la region del
Bajo Cauca antioquefio, la cual tiene un clima tropical humedo y sus principales
actividades econdémicas son la mineria del oro, silvicultura y agricultura. Ambos
municipios son endémicos para malaria; en la semana epidemiologica 52 del afio
2018, Antioquia fue el cuarto departamento que mas que mas casos de malaria
reporto con un total 5415 casos (9% de todo el pais) siendo mayor la proporcion de
caso por P. vivax con 4360; Turbo aport6 el 4,3% de los casos del departamento,
mientras que El Bagre aporto el 23,2%.

4.3. Poblacién de estudio: parasitos de la especie P. falciparum de los
residentes de las zonas de estudio.

4.4, Muestreo: fue por conveniencia y se recolectaron muestras de sangre
obtenidas de participantes de dos estudios sobre caracterizacién clinica de la
infeccion por Plasmodium.

4.5. Criterios de inclusion:
e Muestras de participantes con diagnostico de infeccion uUnica por P.
falciparum confirmado por microscopia y métodos moleculares.
e Consentimiento escrito del participante.

4.6. Criterios de exclusion:
e Electroferogramas de mala calidad luego de la secuenciacion

4.7. Informacion sociodemograficay clinica

De cada patrticipante con diagnostico de infeccidn por P. falciparum se diligencié un
formulario estandarizado con informacion socio-demogréafica que incluyd la
ubicacion geografica, edad y sexo, entre otras variables. Se registré6 ademas
informacion clinica que incluyé la presencia de sintomas en los tres dias previos a
la toma de la muestra de sangre, sintomas el dia de estudio que incluyeron fiebre
(con registro de la temperatura axilar) y otros signos y sintomas clinicos; ademas se
determiné la hemoglobina y la parasitemia.

4.8. Infecciones sintométicas y asintoméaticas. Segun la presencia de fiebre
(temperatura axilar mayor a 37.5°C) o el antecedente de fiebre en las ultimas 48
horas, se clasificaron los participantes como sintomaticos o asintomaticos,
considerandose entonces como infeccién asintomatica la evidencia de parasitemia
microscopica en ausencia de fiebre. Los participantes asintomaticos fueron
seguidos por dos semanas para verificar que no desarrollaran sintomas.



4.9. Recoleccion de la muestra

A los participantes de las zonas seleccionadas se les realiz6 toma de muestra por
punciéon venosa para la obtencion de 5mL de sangre, con EDTA como
anticoagulante. A partir de esta muestra, se hizo gota gruesa, extendido delgado
para el diagndéstico por microscopia y se recolecté sangre en papel Whatman No 3,
para extraccion de ADN. Ademas, de las muestras recolectadas en el trabajo de
campo en el periodo de 2016 a 2018 se utilizaron muestras del banco del laboratorio
del Grupo Malaria que corresponden a pacientes con presentacion clinica aguda y
malaria grave, recolectadas en 2006 (Tabla 2). En total se obtuvieron 143 muestras
para el estudio.

Tabla 2. Muestras obtenidas por departamento, municipio, periodo de tiempo y
presentacion clinica.

Presentacion
Departamento  Municipio Periodo clinica Muestras  Total
>2016 Sintomatico 20
Narifio Tumaco PéS_Irltomi'_uco 3(15 .-
intomatico
2000 Asintomatico 0
>2016 As'f‘tomf{t'flo 146
El Bagre SSjlntom,apco : 20
2006 |r1tomat|.co
ioqui Asintomatico 0
Antioquia = at 8
>2016 A |.ntoma,t|.co °
Turbo SS.Intom,a'.uco o "
2006 |T1toma,t|f:o
Asintomatico 0
Total 143

4.10. Extracciéon de ADN y nPCR diagnoéstica

Se realizé el tamizaje de todas las muestras por microscopia por medio de la
visualizacion de la gota gruesa y el extendido delgado. Se realizé la extraccion de
ADN a partir de papel filtro utilizando el método por columnas de silica gel usando
el kit Qiaamp DNA mini kit de QIAgen referencia 51306, siguiendo el protocolo
descrito por el proveedor: Se cortod el papel filtro y se incub6 a 85°C en 180uL de
buffer ATL, luego se adicionaron 20uL de proteinasa K y se incub6 una hora a 56°C;
seguidamente se afladieron 200uL de buffer AL y se incubé a 70°C por 10 minutos;
luego se adicionaron 200uL de etanol absoluto, se le realizé vortex, todos los pasos
anteriores fueron realizados para liberar la sangre y lisar las células para obtener el
ADN; el lisado se transfirio a la columna donde se realiz6 una centrifugacion a 6000
g por un minuto, luego se realizaron dos pasos de lavado con los buffer AW1y AW?2



adicionando 500uL y realizando los pasos de centrifugacion, finalmente se eluyo el
ADN en 100uL de buffer AE.

A las muestras positivas por microscopia se les realiz6 PCR anidada —-nPCR-, para
amplificar el gen del ARN ribosomal 18S para las especies P. falciparum, P. vivax y
P. malariae, con el fin de confirmar mono-infeccion por P. falciparum y descartar
coinfecciones con otras especies. Se reveld el producto de cada PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% con gelred (Biotium) como agente
intercalante y se determiné el tamafio en pares de bases comparado con un
marcador de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder - Thermo
Scientific)

4.11. PCR para los marcadores genéticos

Para la genotipificacion se utilizaron las muestras con mono-infeccion por P.
falciparum, confirmadas por nPCR. A estas muestras se les realiz6 PCR dirigida
contra los genes mspl (Bloque 2), msp2 (Bloque 3), glurp (region RII) y var (dominio
DBL1a) usando los cebadores cuyas secuencias se presentan en la Tabla 3. Los
cebadores fueron seleccionados con el fin de que amplificaran los segmentos
mencionados de cada gen independiente de la familia alélica para un posterior
analisis general de la secuencia de nucleétidos.

Tabla 3. Cebadores de las PCR de los genes marcadores genéticos.

Marcador Ronda Nombre Secuencia Referencia

1 MSP1A 5'-CACAATGTGTAACACATGAAAG-3'
MSP1B - -3'
MSP1 5'-AGTACGTCTAATTCATTTGCA C-3 Kaur et al 2017 (63)
MSP1C 5-TAGAAGCTTTAGAAGATGCAG-3

MSP1D 5'-GACAATAATCATTAGCACATAC-3'

MSP2 S2  5-GAAGGTAATTAAAACATTGTC-3'
MSP2 S3 - -3'

MSP2 5'- GAGGGATGTTGCTGCTCCACA-3 Kidima W et al 2015 (64)
MSP2 S1  5-GAGTATAAGGAGAAGTATG-3'

MSP2 S4  5-CTAGAACCATGCATATGTCC-3'

] PF2 5'- ATATTACTATATCCTTTGCTATTCC - 3
PF3 - -3
GLURP 5 ACATGCAAGTGTTGATCCTGAAG =3 [ o ryiomac o014 (65)
) PF4 5- TGTAGGTACCACGGGTTCTTGTGG -3
PF5 5- TGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC -3
aAF "- GCACGMAGTTTTGC -3’
VAR 1 > - GCACGMAGTTTTGC -3 Taylor HM et al 2000 (66)
aBR 5-GCCCATTCSTCGAACCA -3

La amplificacién de los diferentes marcadores se realiz6 mediante PCR y PCR
anidada —nPCR acorde a los siguientes protocolos:

Protocolo para amplificacién de mspl. La reaccién de primera ronda se llevé a cabo
con las siguientes condiciones: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a 1,5mM; dNTPs a
0,2mM cada uno, cebador MSP1A a 0,2uM, Cebador MSP1B a 0,2uM, Taq




polimerasa convencional (Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente 2
uL de ADN, la reaccioén se llevé a cabo en un volumen final de 20 pL. El protocolo
de amplificacién fue llevado a cabo con una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por un minuto, 55°C por un minuto y 72°C
por un minuto, finalizando con una elongacion final a 72°C por 7 minutos. Para la
segunda ronda se utilizaron las siguientes condiciones para la preparacion de la
mezcla: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a 1.5mM, dNTPs a 0.2mM cada uno,
cebador MSP1C a 0.2uM, Cebador MSP1D a 0.2uM, Taq polimerasa convencional
(Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente 2 uL del producto de la ronda
1 a una dilucion 1/300, la reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL; el
protocolo de amplificacion fue llevado a cabo con una desnaturalizacion inicial a
94°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C por un minuto, 35°C por un minuto
y 72°C por un minuto, finalizando con una elongacién final a 72°C por 7 minutos.

Protocolo para la amplificacién de msp2. La reaccion de primera ronda se llevo a
cabo con las siguientes condiciones: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a 1.5mM,
dNTPs a 0.2mM cada uno, cebador MSP2 S2 a 0.2uM, Cebador MSP2 S3 a 0.2uM,
Tag polimerasa convencional (Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente
2 YL de ADN, la reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 20 pL. Para la
segunda ronda se utilizaron las siguientes condiciones para la preparacion de la
mezcla: Buffer de reacciéon a 1X, MgCI2 a 1mM, dNTPs a 0.2mM cada uno, cebador
MSP2 S1 a 0.2uM, Cebador MSP2 S4 a 0.2uM, Taq polimerasa convencional
(Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente 2 uL del producto de la ronda
1 a una dilucion 1/300, la reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 uL; el
protocolo de amplificacion para ambas rondas fue el mismo y fue llevado a cabo
con una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
94°C por un minuto, 55°C por dos minutos y 72°C por dos minutos, finalizando con
una elongacién final a 72°C por 5 minutos.

Protocolo para la amplificacion de glurp. La reaccion de primera ronda se llevo a
cabo con las siguientes condiciones: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a 1.5mM,
dNTPs a 0.2mM cada uno, cebador PF2 a 0.2uM, Cebador PF3 a 0.2uM, Taq
polimerasa convencional (Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente 2
UL de ADN, la reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 L. Para la
segunda ronda se utilizaron las siguientes condiciones para la preparacion de la
mezcla: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a 1mM, dNTPs a 0.2mM cada uno, cebador
PF4 a 0.2uM, Cebador PF5 a 0.2uM, Tag polimerasa convencional (Thermo
Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente 2 uL del producto de la ronda 1 a una
dilucién 1/300, la reaccidn se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL; el protocolo
de amplificacion para ambas rondas fue el mismo y fue llevado a cabo con una
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
un minuto, 48°C por dos minutos y 72°C por dos minutos, finalizando con una
elongacion final a 72°C por 10 minutos.




Protocolo para la amplificacién de var. Se realizé PCR convencional. La reaccion se
llevd a cabo con las siguientes condiciones: Buffer de reaccion a 1X, MgCI2 a
1.5mM, dNTPs a 0.2mM cada uno, cebador aAF a 0.2uM, Cebador aBR a 0.2uM,
Tag polimerasa convencional (Thermo Scientific) 1 unidad por reaccion, y finalmente
2 uL de ADN, la reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL; el protocolo
de amplificacion fue llevado a cabo con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por un minuto, 42°C por un minuto y 72°C
por un minuto, finalizando con una elongacion final a 72°C por 5 minutos.

Todas las PCR se revelaron en un gel de agarosa al 2% usando GelRed (Biotium)
como agente intercalante y se determind el tamafio de las bandas usando un
marcador de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder - Thermo
Scientific). (Figura 6).

Figura 6. Geles de las PCR de los marcadores genéticos.

A. nPCR MSP1; B. nPCR MSP2; C. nPCR GLURP; D. PCR VAR. C+ control positivo P. falciparum
FCR3, C - control de mix

4.12. Secuenciacion y edicion de las secuencias.

Para la secuenciacion de los productos de PCR se seleccionaron las muestras que
amplificaron adecuadamente y que tuvieron una banda Unica. La secuenciacion se
llevd a cabo por el método de Sanger para las dos hebras de ADN de cada
amplificado (cadena sentido y anti-sentido), adicionalmente para evitar ruido en el
resultado final, a cada reaccion se le realiz6 un proceso de purificacion de los
amplicones. Para verificar la calidad de las secuencias se visualizaron y editaron los



electroferogramas por el aplicativo Segman del programa DNASTAR; y finalmente
para obtener la secuencia consenso se tomaron las secuencias sentido y antisentido
por muestra, se alinearon, se verific6 que se complementaran adecuadamente y se
exporto el producto como secuencia sentido en formato Fasta.

Mediante el programa MEGA 7 se realizaron los alineamientos de todas las
secuencias consenso por gen bajo el aplicativo ClustalW incluido en el software,
estos alineamientos se guardaron en formato Fasta y formato Mega para posteriores
analisis. Ademas de ello estos alineamientos se concatenaron por cada muestra
para un andlisis global donde se inicid por el gen msp2 (cromosoma 2), seguido de
mspl (cromosoma 9) y glurp (cromosoma 10), este alineamiento conjunto fue
exportado en formato Fasta y Mega como sucedié con los alineamientos de cada
gen individual.

4.13. Anélisis genético

4.13.1. Diversidad genética

Inicialmente se exploré la frecuencia alélica para cada marcador, visualizando el
tamano de las bandas en un gel de agarosa al 2% y realizando un conteo de cada
tamano de banda por cada gen. Los resultados fueron expresados en porcentajes,
para dar un acercamiento inicial al nimero de genotipos presentes en todas las
muestras evaluadas. Con esta estrategia se determind la multiclonalidad, donde se
tomo6 como una muestra multiclonal aquella con més de una banda visualizada en
cada marcador.

Para el célculo de los descriptivos genéticos se usé el programa DnaSP version 6
(67), en el cual se introdujo como informacion basica: organismo haploide, con
genes autosémicos y cbdigo genético para protozoos. Se definieron como
categorias o grupos el periodo de tiempo (2006 y >2016), municipio (Tumaco, Turbo
y El Bagre), presentacion clinica (Sintomaticos y Asintomaticos) y presentacion
clinica extendida (Asintomatica, Aguda y Complicada). Debido a que Tumaco
presento los tres grupos de presentacion clinica extendida, se realiz6 también un
este analisis solo para este municipio. Finalmente se calculé tanto para el total de
las muestras como para cada categoria los sitios nucleotidicos utilizados, sitios
divergentes, numero de haplotipos, diversidad haplotipica o heterocigosidad
esperada y diversidad nucleotidica Pi, para cada gen y para el concatenado de
todos los genes (Tabla 4). Para los andlisis no se tuvieron en cuenta sitios que
presentaran gaps en mas del 5% de las secuencias utilizadas.



Tabla 4. Medidas de diversidad y diferenciacion genética.

Parametro Objetivo Rango Interpretacion
Numero de Evaluar diversidad =1 Cantidad de haplotipos diferentes en una
haplotipos genética B poblacién
Heterocigosidad Evaluar diversidad 0-1 Probabilidad de obtener un heterocigoto al tomar
esperada (h) genética dos secuencias al azar
Numero promedio de nuclettidos diferentes al
Diversidad Evaluar diversidad tomar dos secuencias al azar Ej.. 0,0065; en
nucleotidica (Pi) enética 0-1 promedio al tomar dos secuencias de un dataset
9 hay 6,5 nuclettidos diferentes por cada 1000
nucledtidos totales.
Evaluar diversidad
Distancias p genéticay 0-1 Proporciéon promedio de diferencias intragrupo
intragrupo heterogeneidad basado en las secuencias de nucleotidos
dentro del grupo
Evaluar
Distancias p diferenciacién 0-1 Proporcién promedio de diferencias entre grupos
entre grupos genética entre basado en las secuencias de nucleotidos
poblaciones
Cuando es cercano a 0 indica que no existen
Evaluar : . . )
- o . o diferencias genéticas entre las poblaciones
Indice de fijacion diferenciacién ; . L b
o 0-1 estudiadas es decir hay panmixia, mas cercano a
(Fst) genética entre o : ) .
; 1 implica un aislamiento genético entre las
poblaciones .
mismas.

4.13.2. Diferenciacidén genética

Con los alineamientos generados y los archivos mega se uso el programa MEGA 7
para definir el mejor modelo de sustitucién nucleotidica por gen y en el concatenado
de todos los genes. Se generaron en el mismo programa archivos Mega donde se
definieron los grupos a comparar: periodo de tiempo (>2016 y 2006), municipio
(Tumaco, Turbo y El Bagre), presentacion clinica (Sintomatica y Asintomatica), y
presentacion clinica extendida (Asintomatica, Aguda y Complicada) esto con el fin
de preparar los archivos para los andlisis de distancias p intragrupo y entre grupos.

Para la comparacién de la diversidad genética o diferenciacion genética entre los
grupos mencionados se uso el indice de fijacion Fst (Tabla 4), este se calculd en el
programa Arlequin version 3,5 (68). Para llevar a cabo este ensayo se definieron los
grupos a comparar en el programa DnaSP version 6, y se exporto el proyecto en un
archivo Arlequin, luego en el programa Arlequin version 3.5 se abri6 el proyecto se
marcaron los grupos a comparar con numeros sucesivos (ej.: 1. >2016, 2. 2006), y
se procedid a programar el analisis de indice de fijacién donde se realizaron 1000
réplicas con un nivel de confianza del 95%. Al igual que los estadisticos anteriores
no se tuvieron en cuenta los sitios nucleotidicos que presentaran gaps en mas del
5% de las secuencias

Finalmente, los alineamientos utilizados en los analisis anteriores se exportaron en
un archivo Nexus, utilizando el software DnaSP version 6 y se modificaron con una
matriz donde se definieron nuevamente las categorias para adaptarlo al programa



PopArt version 1.7 (69), en este programa se realizaron las redes haplotipicas por
red de hilatura minima o MSN (por las siglas en inglés Minimum Spinining Network),
para cada categoria en cada marcador y con el concatenado de los genes. No se
tuvo en cuenta para los analisis sitios que presentaran Gaps en mas del 5% de las
secuencias.

4.14. Andlisis de datos.

Para la descripcion de los pacientes se sacaron medidas de resumen; a las
variables cualitativas categoricas se les calculd frecuencia y porcentaje, mientras
gue a las variables cuantitativas se les calcul6 la mediana con su respectivo rango
intercuartilico; ademas éstas se compararon por presentacion clinica usando la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney con una confianza del 95%. Para
descripcion genética de los grupos anteriormente mencionados se usaron la
diversidad nucleotidica, nimero de haplotipos, heterocigosidad y distancias p
intragrupos. Para la diferenciacion genética se uso el indice de fijacion Fst al cual
se le realizaron 1000 réplicas y se tomo como significativo un valor p menor a 0,05.

4.15. Aspectos éticos.

Este proyecto cumplié con los principios de la Declaracién de Helsinki, con las
pautas éticas internacionales para la investigacion biomédica en seres humanos del
Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) y con
los pardmetros establecidos en la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
Nacional (Capitulo I: De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos).
Segun el articulo 11 de dicha resolucién esta investigacion se clasifica como de
riesgo minimo ya que es un estudio prospectivo en donde se aplicaron
procedimientos comunes como examen fisico, diagndstico rutinario para malaria
(gota gruesa) y obtencién de sangre por puncion venosa (5mL).

La captacion y seguimiento de los sujetos del estudio fueron realizados personal
entrenado en toma de muestras y en reconocimiento de signos y sintomas de la
enfermedad quienes se encargaron de verificar que las personas invitadas a
participar del estudio cumplian con los criterios para participar.

Los sujetos fueron informados del proyecto, sus objetivos, riesgos y beneficios y
demas informacién para que los participantes aclararan sus dudas. Se incluyeron
personas que expresaron voluntariamente su deseo participacion en el estudio; en
todos los casos se obtuvo su consentimiento informado, el cual fue firmado por cada
sujeto de investigacion, respetando las normas éticas nacionales e internacionales
para investigacion biomédica con sujetos humanos. En menores de edad, el
consentimiento fue firmado por el padre/madre/tutor adulto y se obtuvo el
asentimiento del menor. El consentimiento informado fue firmado por dos testigos.

Toda la informacién (tanto de encuestas como resultados de pruebas de laboratorio)
se guardé de manera confidencial por los investigadores del Grupo Malaria
responsables del estudio en las instalaciones de la Sede de Investigaciones



Universitaria de la Universidad de Antioquia, ubicada en Medellin, acorde con lo
estipulado en la Ley Estatutaria 1581 DE 2012 por la cual se dictan disposiciones
generales para la proteccidén de datos personales.



5. RESULTADOS

5.1. Informacion sociodemograficay clinica

Se procesaron muestras obtenidas de 143 participantes, recolectadas en los dos
periodos de estudio 2016-2018 y 2006. Se incluyeron 77 (53,8%) muestras de
residentes de Tumaco, 46 (32,2%) de Turbo y 20 (14%) de El Bagre (Tabla 5). La
mayoria de los pacientes fueron de sexo masculino (59,4%) y la edad present6 una
mediana de 27 afios. En cuanto a la presentacion clinica, 25 (17,5%) participantes
fueron asintométicos y tuvieron parasitemias detectables por microscopia (Tabla 5).
La mediana de la hemoglobina en el total de participantes fue de 12,30 g/dL (RIC
10,6-13,3 g/dL), valor ligeramente disminuido del intervalo biolégico de referencia.
La mediana de parasitemia de todos los participantes fue de 3760 p/uL (RIC 800
p/uL — 11200 p/uL) (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas generales.

n=143 Porcentaje

Departamento Antioquia 66 46,2%

Narifio 77 53,8%

Municipio El Bagre 20 14,0%

Turbo 46 32,2%

Tumaco 77 53,8%

Sexo Femenino 58 40,6%

Masculino 85 59,4%

Presentacion clinica  Asintomaticos 25 17,5%

Sintomaticos 118 82,5%

Mediana RIC

Edad (afos) 27 (16-39)
Hemoglobina (g/dL) 12,30 (10,6-13,3)
Parasitemia (p/uL) 3760 (800-11200)

RIC: rango intercuartilico, g/dL: gramos por decilitro, p/uL: parasitos por microlitro.

Entre los 25 casos de infeccion asintomatica2l (84%) se captaron en Tumaco y 4
(16%) en el Bagre; no se identificaron infecciones asintomaticas en las muestras de
Turbo. En general los participantes mostraron caracteristicas muy similares en
cuanto la edad y la hemoglobina y solo se observé una diferencia estadisticamente



significativa en la parasitemia siendo mayor en los participantes sintomaticos (Tabla
6).

Tabla 6. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas generales por presentacion
clinica.

Presentacion clinica
Asintomaética Sintomatica
n=25 Porcentaje n=118 Porcentaje
Departamento  Antioquia 4 16,0% 62 52,5%
Narifio 21 84,0% 56 47,5%
Municipio El Bagre 4 16,0% 16 13,6%
Turbo 0 0,0% 46 39,0%
Tumaco 21 84,0% 56 47,5%
Sexo Femenino 11 44,0% 47 39,8%
Masculino 14 56,0% 71 60,2%
Mediana RIC Mediana RIC
Edad (afios) 25 (12-43) 27 (17-38)
Hemoglobina (g/dL) 11,80 (10,2-13,3) 12,30 (10,8-13,3)
Parasitemia (p/pL) * 160 (40-440) 4740 (2000-14160)

RIC: rango intercuartilico, g/dL: gramos por decilitro, p/pL: parasitos por microlitro. *p<0,001 por
prueba U de Mann-Whitney.

5.2. Clonalidad

Todos los participantes (n=143) tuvieron diagndstico positivo de P. falciparum por
microscopia y por PCR anidada, y fueron negativos para las otras especies
evaluadas: P. vivax y P. malariae. A todas las muestras se les realiz6 PCR para la
amplificacion de los marcadores genéticos MSP1, MSP2, GLURP y VAR. El gen
MSP1 no amplifico en 11 muestras (7,7%), el mayor porcentaje de pérdidas se
presentd en los participantes con infeccién asintoméatica (20%), mientras que en los
sintomaticos la pérdida fue menor (5,1%). El marcador MSP2 no presentd
amplificacion en el 7,7% del total de las muestras; al igual que con MSP1, la mayoria
de las pérdidas ocurrieron en el grupo de los asintomaticos (16%), mientras que en
los sintoméaticos no amplificé en el 5,9%. El marcador GLURP tuvo una pérdida del
11,2%, por parte de los asintomaticos se presentd una pérdida por amplificacion
negativa del 28%, y en los sintoméaticos la pérdida fue del 7,6%. Finalmente, en el




marcador VAR se dio la mayor pérdida por no amplificacion, con un 12,6%, en los
participantes asintomaticos la pérdida fue del 48% mientras que en los sintomaticos
fue del 5,1% (Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Recuento y porcentaje de amplificacion para cada marcador genético.

Marcador [Amplificacion n=143 Porcentaje
No 11 7,7%
MSP1
Si 132 92,3%
No 11 7,7%
MSP2
Si 132 92,3%
No 16 11,2%
GLURP
Si 127 88,8%
No 18 12,6%
VAR
Si 125 87,4%

Tabla 8. Recuento y porcentaje de amplificacién para cada marcador genético por
presentacion clinica.

Presentacion clinica
Marcador Amplificacién Asintomética Sintomética
n=25 Porcentaje n=118 Porcentaje
No 5 20,0% 6 5,1%
MSP1
Si 20 80,0% 112 94,9%
No 4 16,0% 7 5,9%
MSP2
Si 21 84,0% 111 94,1%
No 7 28,0% 9 7,6%
GLURP
Si 18 72,0% 109 92,4%
No 12 48,0% 6 5,1%
VAR
Si 13 52,0% 112 94,9%




Con respecto a la clonalidad, la amplificacién en todos los marcadores mostré una
frecuencia no superior al 25% de perfiles con multiples bandas, siendo el porcentaje
mas alto para MSP1 (22%), seguido de GLURP (13,4%) y MSP2 (3%), mientras que
en VAR no se evidenciaron bandas multiples (Figura 7, 8, 9). Se destaca que las
muestras de los participantes asintomaticos no mostraron multiples bandas en los
marcadores MSP2, GLURP y VAR, mientras que en MSP1 fue de un 15% (Figura
7,8,9).
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Figura 7. Porcentaje de amplificaciones con bandas Gnicas y multiples en MSP1.
Total (n=132), Sintomaticos (n=112), Asintomaticos (n=20).
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Figura 8. Porcentaje de amplificaciones con bandas Unicas y multiples en MSP2.

Total (h=132), Sintomaticos (n=111), Asintomaticos (n=21).
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Figura 9. Porcentaje de amplificaciones con bandas Unicas y multiples en GLURP.
Total (n=127), Sintomaticos (n=109), Asintomaticos (n=18).

5.3. Secuenciacion

Se realiz6 la secuenciaciéon de productos de PCR para cada marcador y se
obtuvieron secuencias consenso asi: para MSP1 se secuenciaron 103 muestras y
se obtuvo secuencias consenso en 96 (93,2%); para MSP2 se secuenciaron 128
con 118 (92,2%) secuencias consenso; para GLURP 110 muestras se secuenciaron
y se obtuvieron secuencias consenso en 65 (59,1%). Para el marcador VAR no se
logré recuperar ninguna secuencia ya que todas presentaron electroferogramas no
interpretables con picos inespecificos (Figura 10).
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Figura 10. Ejemplo de electroferograma invalido del gen VAR.

El electroferograma no muestra picos Unicos y definidos en ninguna de las posiciones.



5.4. Frecuencia alélica por PCR

6.4.1. Frecuencia alélica de MSP1. Se identificaron seis tamafos diferentes de
bandas y sus respectivas frecuencias: 400pb (3,9%), 500pb (55,3%), 550pb (1%),
600pb (10,7%), 700pb (19,4%), 800pb (9,7%). Los participantes sintomaticos
presentaron amplicones de todos los tamafios, siendo el de 500pb (59,3%) el mas
frecuente, mientras que en los participantes asintomaticos no presentaron
amplicones con tamafios de 400pb y 550pb; en estos participantes, el perfil mas
frecuente fue el de 500pb (35,3%) (Figurall). Con bandas mdultiples se presentaron
dos perfiles: 400pb y 500pb (93,1%), y 400pb y 600pb (6,9%); el primer perfil fue el
mas comun en ambas presentaciones clinicas (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de variantes de MSP1 por presentacion clinica.

Total (n=132), sintomaticos (n=112), asintomaticos (n=20). Bandas Unicas (n=103); sintomaticos,
bandas Unicas(n=86), asintomaticos bandas Unicas (n=17). Bandas multiples (n=29); sintomaticos
bandas mudltiples (n=26), sintomaticos bandas multiples (n=3).

5.4.2. Frecuencia alélica de MSP2

El marcador MSP2 mostré6 5 tamafios de bandas diferentes por PCR, 400pb
(15,6%), 450pb (2,3%), 500pb (31,3%), 600pb (46,9%) y 700pb (3,9%). Al igual que
en MSP1, los participantes sintomaticos presentaron todos los tamafios de bandas
siendo la banda mas frecuente la de 600pb (45,8%), en los participantes
asintomaticos no se presento la banda de 450pb y al igual que los sintométicos la
banda mas frecuente fue la de 600pb (52,4%). En cuanto a las bandas multiples
hubo tres perfiles de bandas 300pb y 500pb, 450pb y 600pb, y 400pb y 550pb siendo
este Ultimo el mas frecuente con una frecuencia del 50%, es de destacar que no se

presentaron perfiles de bandas mdltiples en los participantes asintomaticos (Figura
12).
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Figura 12. Porcentaje de variantes de MSP2 por presentacion clinica.

Total (n=132); sintomaticos (n=111), asintomaticos (n=21). Bandas Unicas (n=128); sintomaticos,
bandas Unicas (n=107), asintomaticos bandas Unicas(n=111). Bandas multiples (n=4); sintomaticos
bandas mudltiples (n=4), asintomaticos bandas multiples (n=0).

5.4.3. Frecuencia alélica de GLURP.

Para el marcador GLURP se evidenciaron amplicones con siete tamafos de bandas
diferentes por gel de agarosa: 300pb (0,9%), 600pb (2,7%), 700pb (62,7%), 750pb
(0,9%), 800 pb (18,2%), 900 pb (6,4%) y 1000 pb (8,2%). En el grupo de los
sintomaticos se observaron amplicones de todos los tamafios de bandas, siendo el
mas frecuente el de 700pb (60,9%), mientras que, en grupo de los asintomaticos,
no se observaron amplicones de 300pb, 600pb, 750pb y 1000pb, y al igual que con
los sintomaticos la banda mas comun fue de 700pb (72,2%) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de variantes de GLURP por presentacién clinica.

Total (n=127); sintomaticos (n=109), asintomaticos (n=18). Bandas Unicas (n=110), sintométicos
bandas Unicas(n=92), asintomaticos bandas Unicas(n=18). Bandas mudltiples (n=17); sintomaticos
bandas mudltiples (n=17), asintomaticos bandas mudltiples (n=0).



5.4.4. Frecuencia alélica de VAR

Finalmente, el marcador VAR por PCR mostré cuatro perfiles de bandas: 400pb
(16,3%), 450pb (15,4%), 500pb (55,3%), y 600pb (13%). Los participantes
sintomaticos presentaron todos los perfiles de bandas siendo el mas comun el de
500pb (51,8%), mientras que para los participantes asintomaticos se presentaron
Unicamente los perfiles de 450pb y 500pb teniendo este ultimo una frecuencia del
84,6% (Figura 14). Dado que no se contd con ninguna secuencia interpretable para
este marcador no se pudo sacar las demas medidas de diversidad genética.
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Figura 14. Porcentaje de variantes de VAR por presentacidn clinica.

Total (n=125), Sintomaticos (n=112), Asintomaticos (n=13).

5.5. Diversidad y diferenciacion genética

5.5.1. Diversidad genética por marcador

MSP1: Al realizar el analisis con las secuencias de ADN para MSP1 se conté con
un total de 96 secuencias, con 565 sitios nucleotidicos totales, luego de eliminar los
sitios con gaps se utilizaron en total 244 sitios y se obtuvieron 64 sitios variables. El
andlisis mostré un total de 4 haplotipos con una heterocigosidad de 0,341 y
diversidad nucleotidica de 0,0199 y (Tabla 9).

MSP2: La diversidad genética por secuencias de ADN para MSP2 se estim6 con
118 secuencias con 688 sitios totales, al eliminar las zonas con gaps se contd con
74 sitios de los cuales 67 fueron variables. Por este marcador se encontraron 9
haplotipos con una heterocigosidad de 0,742 y una diversidad nucleotidica de



0,3044 (Tabla 9) siendo en este caso el marcador con una mayor diversidad
nucleotidica y el segundo con un mayor grado de heterocigosidad.

GLURP: En GLURP se utilizaron 65 secuencias de ADN para estudiar la diversidad
genética, se tuvieron 1017 sitios totales, al eliminar los gaps se utilizaron 390 sitios,
35 de estos fueron sitios variables. Este marcador mostré el mayor nimero de
haplotipos con un total de 16 con una diversidad haplotipica o heterocigosidad de
0,752; ademas mostré la menor diversidad nucleotidica entre los marcadores
evaluados de 0,0072 (Tabla 9).

Concatenado: al concatenar los tres genes se utilizaron un total de 44 secuencias,
con un total de 2269 sitios nucleotidicos totales que al excluir los gaps pasaron a
ser 760, de ellos 131 fueron sitios variables; con estos datos se determing un total
de 22 haplotipos con una heterocigosidad de 0.9300 y una diversidad nucleotidica
de 0.0472 (Tabla 9); el analisis concatenado mostré un valor de heterocigosidad
elevado muy cercano a 1 que es concordante con el alto nimero de haplotipos.

Tabla 9. Diversidad genética por marcador.

sitios Sitios Sitios
Marcador Secuencias totales utilizados variables Pi SD Pi  Haplotipos h
MSP1 96 565 244 64 0,0199 0,0050 4 0,341
MSP2 118 688 74 67 0,3044 0,0216 9 0,742
GLURP 65 1017 390 35 0,0072 0,0013 16 0,752
Concatenado 44 2269 760 131 0,0472 0,0045 22 0,930

Diversidad nucleotidica (Pi), Desviacion estandar de la diversidad nucleotidica (SD Pi),
diversidad haplotipica o heterocigosidad (h).

5.5.2. Diversidad y diferenciacidén genética por periodo de tiempo

Se estudiaron las caracteristicas genéticas segun el periodo de tiempo en donde
fueron muestreados los individuos: un muestreo en el afio 2006 y otro mas reciente
entre los afios 2016 a 2018 (>2016).

Usando el marcador MSP1 los dos periodos de tiempo muestran caracteristicas
similares en cuanto al nimero de haplotipos; cada uno con 3 (Tabla 10). Los anéalisis
de la red haplotipica muestran dos haplotipos dominantes presentes en ambos
periodos de tiempo y un haplotipo particular en cada periodo, donde se observa que
tiene un mayor nimero de pasos mutacionales el haplotipo que es particular de
2006 (Figura 15). En ambos periodos se ve una diversidad genética similar, siendo
los parametros mas altos en 2006 para diversidad nucleotidica, heterocigosidad y
distancias p intragrupo. Los estadisticos de diferenciacion genética indican una
diferenciacion reducida por distancias p, sin embargo, el indice de fijacién indica
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 10).



Tabla 10. Diversidad y diferenciacion genética por periodo de tiempo.

SDd d SDd
Marcador  Periodo Secuencias Pi Haplotipos h dintra intra entre entre Fst

>2016 42 141 24 17

MSP1 0.0 3 03240 0,0175 0,0038 0,0226 0,0041 0,0132*
2006 54 0,0244 3 0,3599 0,0282 0,0047
>2016

MSP2 54 0,3441 8 0,7918 0,6882 0,1016 0.6157 0.0755 00916
2006 64 0,2638 4 0,6528 0,3873 0,0787
>2016

GLURP 35 0,0047 9 0,6437 0,0051 0,0015 0008 00022 0.0745*
2006 30 0,0089 10 0,8092 0,0092 0,0021
>2016

Concatenado 21 0,0493 12 0,9000 0,0701 0,0061 0,068 0,0059 0,0912*
2006 23 0,0416 12 0,8933 0,0055 0,0055

Diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica o heterocigosidad (h), distancias p intragrupo (d
intra), distancias p entre grupos (d entre), desviacion estandar distancias p intragrupo (SD d intra),
desviacién estandar distancias p entre grupos (SD d entre), indice de fijacién (Fst). *p<0.05,

**p<0.005, ***p<0.001.
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Figura 15. Red haplotipica MSN del marcador MSP1 basado en 244 nucleotidos por

periodo de tiempo.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del grupo > 2016 y el color gris al grupo de 2006.




Al observar el marcador MSP2 se ven diferencias mucho mas marcadas en cuanto
al numero de haplotipos, en el periodo 2016 se identificaron 8 haplotipos, en
comparacion a 4 identificados en 2006 (Tabla 7). La red de haplotipos indica que
tres haplotipos dominantes estan compartidos en ambos periodos de tiempo,
ademas que el periodo >2016 tuvo 5 haplotipos Unicos, mientras que el periodo de
2006 solo uno. También se observaron varios pasos mutacionales entre la mayoria
de haplotipos presentes en la red (Figura 16). Se observé una mayor diversidad
genética para el periodo de 2016, dado que los parametros de diversidad
nucleotidica y heterocigosidad fueron mayores. La heterocigosidad fue elevada en
ambos periodos (>0.65), pero se observa una alta variabilidad intra grupo para
ambos grupos siendo superior en el periodo de >2016 (p intra 0,6882). Al hacer la
diferenciacion genética se ve un valor cercano a 1 en el analisis de distancias p
entre grupos, ademas de diferencias estadisticamente significativas al comparar los
periodos por el indice de fijacion (Tabla 10).
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Figura 16. Red haplotipica MSN del marcador MSP2 basado en 74 nucled6tidos por
periodo de tiempo.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del grupo > 2016 y el color gris al grupo de 2006.

Utilizando el marcador GLURP, se observé que ambos periodos de tiempo tienen
un numero similar de haplotipos, siendo 10 haplotipos para el periodo de 2006 y 9
para >2016 (Tabla 10); al observar la red de haplotipos se destaca que entre ambos
grupos comparten Unicamente tres haplotipos que parecen diferenciarse y cambiar
de proporcion, ademas se destaca que entre la mayoria de haplotipos hay muy
pocos pasos mutacionales (Figura 17). El periodo de 2006 tiene una mayor
diversidad con base en los valores de diversidad nucleotidica y heterocigosidad; por
analisis de distancias p ambos periodos no exhiben una gran variabilidad intragrupo
y entre grupos. Por este marcador no se observan diferencias al usar el analisis de




distancias p, sin embargo, es posible ver diferencias significativas por medio del
indice de fijacién (Tabla 10).
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Figura 17. Red haplotipica MSN del marcador GLURP basado en 390 nucleétidos por
periodo de tiempo.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del grupo > 2016 y el color gris al grupo de 2006.

Finalmente, al comparar los periodos de tiempo con base en las secuencias
concatenadas se observan valores similares de nimero de haplotipos, 10 para 2006
y 9 para >2016, sin embargo, cuando se analiza la red de haplotipos se distingue
gue estos periodos solo comparten dos haplotipos y estan poco relacionados dentro
de la red (Figura 18). Al comparar los valores de diversidad nucleotidica y
heterocigosidad son muy similares entre periodos, y con base en el analisis de
distancias intragrupo el periodo con mayor heterogeneidad es el del muestreo
reciente del grupo >2016. La diferenciacién genética de los grupos es clara por
medio de indice de fijacion que muestra diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 10).
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Figura 18. Red haplotipica MSN del concatenado de genes basado en 760 nucleétidos
por periodo de tiempo.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del grupo > 2016 y el color gris al grupo de 2006.

5.5.3. Diversidad y diferenciacion genética por zona geogréfica

En el marcador MSP1, se observé un mayor numero de haplotipos para el municipio
de Tumaco (Narifio), con 4 haplotipos presentes, seguido por Turbo (Antioquia) con
2 y finalmente El Bagre (Antioquia) con solo un haplotipo (Tabla 11). La red
haplotipica confirma estas observaciones, indicando la presencia de dos haplotipos
particulares solamente en Tumaco. Los haplotipos encontrados en Turbo son los
dos mas frecuentes y el Unico presente en El Bagre es el haplotipo mas comun
(Figura 19).



Tabla 11. Diversidad genética por zona geografica.

Marcador Municipio Secuencias Pi Haplotipos h dintra SDd intra
Tumaco 51 0,0309 4 0,5043 0,0334 0,0057
MSP1 Turbo 32 0,0030 2 0,0625 0,0037 0,0008
El Bagre 13 0,0000 1 0,0000 0,0000 0,0000
Tumaco 64 0,3228 7 0,7445 0,3245 0,013
MSP2 Turbo 37 0,0848 4 0,2057 0,0801 0,0079
El Bagre 17 0,1326 3 0,4044 0,1248 0,125
Tumaco 42 0,0053 8 0,7085 0,0176 0,0031
GLURP Turbo 11 0,0149 8 0,8909 0,0685 0,0128
El Bagre 12 0,0021 4 0,4546 0,012 0,0032
Tumaco 28 0,0497 14 0,9048 0,0711 0,0061
Concatenado  Turbo 9 0,0329 7 0,9167 0,0441 0,0044
El Bagre 7 0,0019 3 0,5238 0,0019 0,0008

Diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica o heterocigosidad (h), distancias p intragrupo (d
intra), desviacion estandar distancias p intragrupo (SD d intra).
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Figura 19. Red haplotipica MSN del marcador MSP1 basado en 244 nucleétidos por
zona geografica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa
su frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del municipio de Tumaco, el color gris al grupo de los parasitos de
Turbo y el color negro a los de El Bagre.



Se encontré mayor diversidad genética de MSP-1 en el municipio de Tumaco, en
donde se observaron valores superiores en los parametros de diversidad
nucleotidica y heterocigosidad en comparacion con los otros dos sitios geogréficos,
ademas se destaca que hay una diversidad genética nula en El Bagre (Tabla 11).
La diferenciacion genética entre los sitios es evidente entre Tumaco y los otros sitios
(Antioquia), por medio del analisis de distancias p entre grupos y por el indice de
fijacibn que fue estadisticamente significativo. Entre los municipios de Antioquia
(Bagre y Turbo) no se ve una diferencia clara por ninguno de los dos estadisticos
(Tabla 12).

Tabla 12. Diferenciacién genética por zona geogréfica.

Marcador Municipio 1  Municipio 2 d entre SD d entre Fst
Tumaco El Bagre 0,0232 0,0040 0,1899*
MSP1 Tumaco Turbo 0,024 0,0042 0,2065***
El Bagre Turbo 0,0018 0,0004 0,0335
Tumaco El Bagre 0,253 0,0133 0,2557***
MSP2 Tumaco Turbo 0,3752 0,0241 0,4125***
El Bagre Turbo 0,3017 0,0295 0,7262***
Tumaco El Bagre 0,0164 0,0039 0,2153***
GLURP Tumaco Turbo 0,0435 0,0074 0,1579%**
El Bagre Turbo 0,0403 0,0075 0,0216
Tumaco El Bagre 0,0491 0,0045 0,2961***
Concatenado Tumaco Turbo 0,0783 0,0072 0,1373*
El Bagre Turbo 0,0630 0,0073 0,3899***

Distancias p entre grupos (d entre), desviacién estandar distancias p entre grupos (SD d entre),
indice de fijacion (Fst). *p<0,05; **p<0,005; *** p<0,001.

Al observar el marcador MSP2, se destaca que en Tumaco (Narifio) existe un mayor
namero de haplotipos; en total siete, comparado con los haplotipos encontrados en
los municipios de Antioquia; Turbo y El Bagre (Tabla 11). La red haplotipica indica
gue en Tumaco circulan cuatro haplotipos particulares y tres compartidos con los
municipios antioquefios, por su parte en Turbo solo se observé un haplotipo
particular y en El Bagre se observaron dos haplotipos compartidos con Tumaco y
uno particular (Figura 20).
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Figura 20. Red haplotipica MSN del marcador MSP2 basado en 74 nucle6tidos por
zona geogréfica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del municipio de Tumaco y el color gris al grupo de los parasitos
de Turbo y el color negro a los de El Bagre.

En Tumaco se encontraron los valores mas altos en diversidad nucleotidica y
heterocigosidad para el gen MSP2. En los municipios de Antioquia, El Bagre posee
valores mas altos de estos parametros en comparacion con Turbo (Tabla 11).
Finalmente, al comparar las poblaciones de parasitos de estos tres municipios; se
observa que son mas similares las poblaciones de Tumaco y El Bagre, como lo
indican los estadisticos de distancias p entre grupos y el Fst, y se destaca que por
este marcador tienden a ser mas diferentes los parasitos de Turbo y El Bagre, sin
embargo, hay diferencias estadisticamente significativas entre todos los municipios
por medio del indice de fijacion (Tabla 12).

Al analizar el marcador GLURP se observa que tanto Tumaco como Turbo poseen
un numero igual de haplotipos con un total de ocho, mientras que El Bagre cuenta
con un total de cuatro (Tabla 11). En la red haplotipica se observa una subdivisién
de los haplotipos presentes en Tumaco donde uno de los que aporta mas
secuencias so6lo se encuentra presente alli, ademas entre los tres sitios geogréficos
solo se comparten dos haplotipos (Figura 21).
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Figura 21. Red haplotipica MSN del marcador GLURP basado en 390 nucle6tidos por
zona geogréfica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa a los parasitos del municipio de Tumaco y el color gris al grupo de los parasitos
de Turbo y el color negro a los de El Bagre.

Por el marcador GLURP se observo una mayor diversidad genética utilizando los
estadisticos de diversidad nucleotidica y heterocigosidad en el municipio de Turbo
y una diversidad menor en El Bagre, ademas de ello el municipio mas homogéneo
por el analisis de distancias p intragrupo es El Bagre, seguido Tumaco y finalmente
Turbo (Tabla 11). La diferenciacidén genética usando el andlisis de distancias p entre
grupos Yy el indice de fijacion reveld diferencias significativas entre Tumaco y El
Bagre, entre Tumaco y Turbo, pero es no entre El Bagre y Turbo (Tabla 12).

Finalmente, el andlisis con los genes concatenados mostré resultados similares a
los obtenidos con los genes individuales; donde Tumaco (Narifio) muestra el mayor
numero de haplotipos con 14, seguido por Turbo (Antioquia) con 7 y finalmente El
Bagre con 3 haplotipos (Tabla 11); cuando se compara por la red de haplotipos los



municipios comparten pocos haplotipos; solo un grupo dominante en Tumaco Yy El
Bagre, y otro entre Tumaco y Turbo, los demas haplotipos muestran ser particulares
de cada municipio (Figura 22).
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Figura22. Red haplotipica MSN del concatenado de genes basado en 760 nucleétidos
por zona geografica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El color
blanco representa a los paréasitos del municipio de Tumaco y el color gris al grupo de los parasitos
de Turbo y el color negro a los de El Bagre.

En el analisis de los descriptivos genéticos con el concatenado de genes, se
confirma que Tumaco (Narifio) posee los valores méas altos de diversidad
nucleotidica y el segundo de heterocigosidad, y el que posee los valores mas
reducidos es El Bagre (Antioquia) (Tabla 11). Al comparar los municipios por medio
del analisis de distancias p no se ven valores muy altos, sin embargo, por el indice
de fijacion se ve una clara diferenciacion entre todos los municipios, siendo los mas
similares Tumaco y Turbo (Tabla 12).



5.5.4. Diversidad y diferenciacién genética por presentacion clinica

5.5.4.1. Diversidad y diferenciacion genética por presentacion clinica (Sintomaticos
y Asintomaticos)

Por el marcador MSP1 se observan 3 haplotipos para cada presentaciéon clinica
(Tabla 13); en la red haplotipica ambos grupos comparten dos haplotipos y tiene
uno caracteristico, pero solo con una secuencia que los representa (Figura 23). En
este caso se observa que hay una mayor diversidad genética en el grupo de los
parasitos de los participantes asintométicos siendo mayores los parametros de
diversidad nucleotidica y heterocigosidad; por medio de los andlisis de distancias
parece ser ligeramente mas heterogéneo el grupo de los asintomaticos. Cuando se
observa los estadisticos de diferenciacion genética, hay diferencias
estadisticamente significativas por medio del indice de fijacién (Tabla 13).

Tabla 13. Diversidad y diferenciacién genética de acuerdo a la presentacion clinica.

Presentacion SDd d SDd
Marcador clinica Secuencias Pi Haplotipos h dintra intra entre entre Fst

Sintomaticos

MSP1 _ lic 81 0,0181 3 0,2765 0,0195 0,0032 0,027 00050 01299
Asintomaticos 15 0,0258 3 0,5905 0,0304 0,0063
Sintomaticos

MSP2 . ic 99 0,322 7 0,7192 0,3183 0,0162 0278 00180 01514
Asintomaticos 19 0,0535 5 0,6491 0,0667 0,0099
Sintomaticos

GLURP ' ic 55 0,0078 16 0,7838 0,03 0,0045 0,018 0,0030 0,0005
Asintomaticos 10 0,0043 2 0,5556 0,103 0,0042
Sintomaticos

Concatenado I. ,I_ 40 0,0488 20 0,9295 0,0679 0,0058 0,0548 0,0048 0,0451
Asintomaticos 4 0,0204 4 1,0000 0,0245 0,0041

Diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica o heterocigosidad (h), distancias p intragrupo (d
intra), distancias p entre grupos (d entre), desviacién estandar distancias p intragrupo (SD d intra),
desviacion estandar distancias p entre grupos (SD d entre), indice de fijacion (Fst). *p<0,05;
**p<0,005; *** p<0,001.
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Figura 23. Red haplotipica MSN del marcador MSP1 basado en 244 nucleétidos por
presentacion clinica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de los Asintomaticos y el color gris al grupo de los Sintomaticos.

En el marcador MSP2 se observa un numero inferior de haplotipos en el grupo de
los asintomaticos siendo cinco en comparacion de siete que estan presentes en el
grupo de los sintoméaticos (Tabla 13). Al observar la red de haplotipos, se observa
gue ambos grupos comparten tres haplotipos que son los mas frecuentes, y se
diferencian en que dos haplotipos son particulares del grupo de los asintomaticos
los cuales solo cuentan con una secuencia que representa a cada uno (Figura 24).
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Figura 24. Red haplotipica MSN del marcador MSP2 basado en 74 nucleétidos por
presentacion clinica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de los Asintomaticos y el color gris al grupo de los Sintomaticos.

La diversidad genética para MSP2 fue mayor para el grupo de los sintomaticos
siendo superiores los pardmetros de diversidad nucleotidica y heterocigosidad, al
observar el andlisis de distancias intragrupo fue mas heterogéneo el grupo de los
sintomaticos; los grupos pueden diferenciarse adecuadamente por los parametros
de distancias p entre grupos (0,278) y por el indice de fijacién (0,334) este ultimo
siendo estadisticamente significativo (Tabla 13).

Utilizando el marcador GLURP se ve una clara diferencia entre el nimero de
haplotipos presentes en los grupos, siendo de 16 haplotipos para los sintoméaticos y
s6lo de 2 para los asintométicos (Tabla 13); al explorar la red de haplotipos se
confirma la informacion y ademés de ello, estos haplotipos de los asintométicos son
compartidos con el grupo de los sintomaticos (Figura 25).
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Figura 25. Red haplotipica MSN del marcador GLURP basado en 390 nucleétidos por
presentacion clinica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de los Asintomaticos y el color gris al grupo de los Sintomaticos.

Los parametros de diversidad genética para GLURP de diversidad nucleotidica y
heterocigosidad fueron mayores en el grupo de los sintomaticos, por otra parte, fue
mas heterogéneo el grupo de los asintoméaticos por el analisis de distancias p
intragrupos. En los pardmetros de diferenciacién genética; distancias p entre grupos
y el indice de fijacion se ven valores cercanos a cero y Son menores en comparacion
con los demas marcadores utilizados, y no se observan diferencias estadisticas por
el indice de fijacion (Tabla 13).

Finalmente, cuando se realizan los analisis concatenando los genes se observa una
clara diferencia entre el nimero de haplotipos, donde los sintométicos poseen 20
comparado con 4 en los asintomaticos (Tabla 13); cuando se explora la red
haplotipica se destaca que los asintomaticos poseen dos haplotipos particulares y
dos de ellos estan compartidos con el grupo de los sintométicos (Figura 26).
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Figura 26. Red haplotipica MSN del concatenado de genes basado en 760 nucleétidos
por presentacion clinica.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El color
blanco representa al grupo de los asintomaticos y el color gris al grupo de los sintomaticos.

Al observar los descriptivos genéticos por esta estrategia al concatenar los genes,
se destaca que ambos grupos presentan una alta heterocigosidad que es 1 en el
caso de los asintomaticos donde todos los haplotipos fueron diferentes; sin
embargo, cuando se mira la diferenciacion genética no es estadisticamente
significativa (Tabla 13).

5.5.4.2. Diversidad y diferenciacién genética por presentacion clinica extendida
(infeccién asintomatica, malaria aguda y malaria complicada)

Para el marcador MSP1 los grupos de infeccion asintomatica y malaria aguda
presentaron el mayor numero de haplotipos siendo en ambos casos de 3, y en el
grupo de los complicados se presentaron dos haplotipos (Tabla 14). Al observar la
red de haplotipos de MSP1 se observan dos haplotipos dominantes en el cual




estaban presentes los tres grupos, y un haplotipo particular para los asintomaticos

y para el grupo de malaria aguda (Figura 27).

Tabla 14. Diversidad genética por presentacién clinica extendida.

Marcador Clinica Secuencias Pi Haplotipos h d intra SD d intra
Asintomatica 15 0,0258 3 0,5905 0,0320 0,0070
MSP1 Aguda 56 0,0120 3 0,2539 0,0215 0,0034
Complicada 25 0,0164 2 0,3333 0,0206 0,0046
Asintomatica 19 0,0536 5 0,6491 0,0859 0,0136
MSP2 Aguda 63 0,3633 7 0,7686 0,7444 0,0961
Complicada 36 0,2351 4 0,6206 0,3256 0,0503
Asintomatica 10 0,0043 2 0,5556 0,0036 0,0020
GLURP Aguda 42 0,0080 13 0,7514 0,0088 0,0019
Complicada 13 0,0049 6 0,7180 0,0042 0,0017
Asintomatica 4 0,0204 4 1,0000 0,0232 0,0038
Concatenado Aguda 31 0,0512 16 0,9312 0,0624 0,0045
Complicada 9 0,0390 6 0,8889 0,0466 0,0044

Diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica o heterocigosidad (h), distancias p intragrupo (d

intra), desviacion estandar distancias p intragrupo (SD d intra).
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Figura 27. Red haplotipica MSN del marcador MSP1 basado en 244 nucle6tidos por

presentacion clinica extendida.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nUmero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color




blanco representa al grupo de infeccion Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

En MSP1 el grupo de los asintométicos presento los valores mas altos de diversidad
nucleotidica (0,0258) y heterocigosidad (0,5905), y el grupo de malaria aguda fue el que
presento los menores valores (Pi=0.0120 y h=0.2539) (Tabla 14). Al observar la
diferenciacion genética entre los grupos solo se presente diferencias significativas usando
el indice de fijacién entre el grupo de los asintoméaticos y malaria aguda (Fst=0,1482) (Tabla
15).

Tabla 15. Diferenciacién genética por presentacion clinica extendida.

Marcador Clinica 1 Clinica 2 d entre SD d entre Fst
Asintomatica Aguda 0,0298 0,0058 0,1482*
MSP1 Asintomatica Complicada 0,0273 0,0060 0,0534
Aguda Complicada 0,0207 0,0038 0,0141
Asintomatica Aguda 0,5882 0,0796 0,1309**
MSP2 Asintoméatica Complicada 0,3680 0,0498 0,2257**
Aguda Complicada 0,5706 0,0766 0,0227
Asintomatica Aguda 0,0064 0,0020 0,0378
GLURP Asintomatica Complicada 0,0040 0,0019 0,0064
Aguda Complicada 0,0077 0,0023 0,1109*
Asintomatica Aguda 0,0518 0,0042 0,0356
Concatenado Asintomatica Complicada 0,0371 0,0038 0,0543
Aguda Complicada 0,0557 0,0045 0,0137

Distancias p entre grupos (d entre), desviacion estdndar distancias p entre grupos (SD d entre),
indice de fijacién (Fst). *p<0,05; **p<0,005; *** p<0,001.

En el marcador MSP2 el grupo que presento un mayor nimero de haplotipos fue el de
malaria aguda con 7 haplotipos, seguida por los asintomaticos con 5 y finalmente los
complicados con 4 (Tablal4). Al explorar la red de haplotipos de MSP2 se observan tres
haplotipos dominantes en donde estan presentes todas las presentaciones clinicas,
ademas el grupo de malaria aguda presento tres haplotipos Unicos y uno compartido con el
de malaria complicada; el grupo de los asintomaticos presento dos haplotipos particulares
y el grupo de los complicados no presento ningun haplotipo Gnico; en esta red la mayoria
de haplotipos se diferencian en una gran cantidad de pasos mutacionales (Figura 28).
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Figura 28. Red haplotipica MSN del marcador MSP2 basado en 74 nucleétidos por
presentacion clinica extendida.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccidon Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

Los parametros de diversidad nucleotidica, heterocigosidad y distancias p intra
grupo en el marcador MSP2 fueron mayores en el grupo de malaria Aguda (Tabla
14). Al evaluar la diferenciacion genética de entre las presentaciones clinicas se
destaca diferencias estadisticamente significativas usando el indice de fijacion entre
el grupo de los asintomaticos y malaria aguda (Fst=0,1309), y entre los
asintomaticos y malaria complicada (Fst=0,2257), y no se presentaron diferencias
entre las poblaciones de los grupos de malaria aguda y malaria complicada (Tabla
15)



Para el marcador GLURP el grupo de malaria aguda presente el nUmero mas alto
de haplotipos con un total de 13, seguido por el grupo de malaria complicada con 6
y finalmente el de infeccidén asintomatica con 2 (Tabla 14). En la red haplotipica se
confirma la informacion anterior y se observan dos haplotipos dominantes donde
estan todos los grupos, por su parte el grupo de malaria aguda presento 10
haplotipos unicos, el grupo de malaria complicada presento 3 y uno compartido con
el de malaria aguda y finalmente el grupo de los asintomaticos no presento ningun
haplotipo particular (Figura 29).
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Figura 29. Red haplotipica MSN del marcador GLURP basado en 390 nucle6tidos por
presentacion clinica extendida.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa
su frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccion Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

Al observar los parametros de diversidad nucleotidica y heterocigosidad nuevamente el
grupo que presento los valores mas elevados fue el de malaria aguda, y el que presento los
valores mas bajos fue el grupo de los asintomaticos (Tabla 14). La diferenciacion genética
al usar el indice de fijaciéon fue significativa solo entre el grupo de malaria aguda vy
complicada, en las demas comparaciones no se observan diferencias entre las poblaciones
(Tabla 15). Se destaca que hay valores cercanos a cero mediante el uso de comparacion
entre grupos por distancias p (Tabla 15).



Finalmente, cuando se realizé el analisis con el concatenado de los tres genes, se
observa que el grupo de malaria aguda presenta numero mas alto de haplotipos con
un total de 16, seguido del grupo de malaria complicada con 6 y finalmente el grupo
de los asintomaticos con 4 (Tabla 14); al corroborar la informacion en la red de
haplotipos el grupo de malaria aguda presenta un total de 13 haplotipos uUnicos, el
de malaria complicada 4 y el de asintomaticos solo 1 (Figura 30).
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Figura 30. Red haplotipica MSN del concatenado de genes basado en 760 nucleétidos
por presentacion clinica extendida.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa
su frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccion Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

En el concatenado de genes, nuevamente se observa que los valores mas elevados
de diversidad nucleotidica fueron del grupo de malaria aguda y el mas bajo de los
asintomaticos, pero este presento un valor de heterocigosidad de 1 mostrando que
todos sus haplotipos fueron diferentes (Tabla 14). Sin embargo, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos usando el indice de
fijacion (Tabla 15).



5.5.4.3. Diversidad y diferenciacion genética por presentacion clinica extendida solo
en Tumaco Narifio (infeccion asintomatica, malaria aguda y malaria complicada)
En el marcador MSP1 se observan resultados similares con el total de las muestras
donde se observan que los grupos con mayor cantidad de haplotipos fueron los
asintométicos y los de malaria aguda con tres haplotipos, y finalmente el que mostro
menor cantidad fue el de malaria complicada con dos haplotipos (Tabla 16); al
analizar la red de haplotipos se ven dos haplotipos dominantes donde estan
contenidos los tres grupos y un haplotipos particular en el grupo de los
asintomaticos y en el grupo de malaria aguda (Figura 31).

Tabla 16. Diversidad genética por presentacion clinica extendida en Tumaco,
Narifio.

Marcador Clinica Secuencias Pi Haplotipos h dintra SDd intra
Asintomatica 12 0,0326 3 0,6212 0,0324 0,0069
MSP1 Aguda 28 0,0327 3 0,4048 0,0344 0,0050
Complicada 11 0,0321 2 0,5454 0,0321 0,0069
Asintomatica 15 0,0684 5 0,6286 0,0950 0,0129
MSP2 Aguda 31 0,4244 6 0,7892 0,9820 0,1207
Complicada 18 0,1919 4 0,7059 0,3617 0,0809
Asintomatica 8 0,0038 2 0,5357 0,0034 0,0019
GLURP Aguda 23 0,0058 6 0,7391 0,0053 0,0020
Complicada 11 0,0032 5 0,6181 0,0029 0,0013
Asintomatica 3 0,0238 3 1,0000 0,0252 0,0039
Concatenado Aguda 18 0,0745 9 0,9020 0,0878 0,0069
Complicada 7 0,0348 5 0,8571 0,0382 0,0039

Diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica o heterocigosidad (h), distancias p intragrupo (d
intra), desviacion estandar distancias p intragrupo (SD d intra).

Al observar la diversidad nucleotidica en MSP1 en Tumaco el valor mas elevado fue
en el grupo de malaria aguda y el valor mas bajo fue en el grupo de malaria
complicada, sin embargo, los valores mas altos de heterocigosidad se presentaron
en primer lugar en los asintoméaticos, luego en los de malaria complicada vy
finalmente en el grupo de malaria aguda, ademas, la variacion interna de los grupos
por el analisis de distancias p intragrupo fue similar en todos los grupos (Tabla 16).
Al explorar la diferenciacion genética en este marcador no se observaron diferencias
estadisticamente significativas usando el indice de fijacion (Tabla 17).
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Figura 31. Red haplotipica MSN del marcador MSP1 basado en 244 nucleétidos por
presentacion clinica extendida en Tumaco, Narifio.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccién Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

Tabla 17. Diferenciacidn genética presentacion clinica extendida en Tumaco,
Narifio.

Marcador Clinica 1 Clinica 2 d entre SD d entre Fst
Asintomatica Aguda 0,0357 0,0063 0,0846
MSP1 Asintomatica Complicada 0,0296 0,0063 0,0866
Aguda Complicada 0,0342 0,0061 0,0322
Asintomatica Aguda 0,7976 0,1284 0,1361*
MSP2 Asintomatica Complicada  0,2428 0,0473 0,0134
Aguda Complicada 0,8284 0,1127 0,1005*
Asintomética Aguda 0,0044 0,0019 0,006
GLURP Asintomatica Complicada  0,0032 0,0015 0,0481
Aguda Complicada 0,0051 0,0020 0,0724
Asintomatica Aguda 0,0714 0,0058 0,0606
Concatenado  Asintomatica Complicada 0,0268 0,0029 0,0215
Aguda Complicada 0,0726 0,0058 0,0311

Distancias p entre grupos (d entre), desviacion estandar distancias p entre grupos (SD d entre),
indice de fijacién (Fst). *p<0,05; **p<0,005; *** p<0,001.




Dentro del marcador MSP2 el grupo con mayor numero de haplotipos fue el de
malaria aguda con 6 haplotipos, seguido del grupo de asintomaticos con 5 y
finalmente el grupo de malaria complicada con 4 (Tabla 16); al comparar los grupos
en la red de haplotipos se observan tres haplotipos que comparten todos los grupos,
uno que esté presente en los grupos de malaria aguda y complicada, y finalmente
dos unicos en malaria aguda y dos en malaria complicada, ademas de ello, se
observan una gran cantidad de pasos mutacionales entre la mayoria de haplotipos
presentes en la red (Figura 32).
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Figura 32. Red haplotipica MSN del marcador MSP2 basado en 74 nucle6tidos por
presentacion clinica extendida en Tumaco, Narifio.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccién Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

En MSP2 el grupo con mayor diversidad nucleotidica y heterocigosidad fue el de
malaria aguda y el menor fue el grupo de asintomaticos, sin embargo, se presentd
una alta heterogeneidad por el andlisis de distancias p en el grupo de malaria aguda
(Tabla 16). Al explorar la diferenciacion genética de los grupos se presentaron
diferencias significativas por el indice de fijacién entre el grupo de malaria aguda y
los asintomaticos (Fst=0.1361) y entre el grupo de malaria aguda y malaria
complicada (Fst=0.1005) (Tabla 17).



En el marcador GLURP nuevamente se observa un mayor nimero de haplotipos en
el grupo de malaria aguda con un total de 6 haplotipos, y en este caso el grupo que
presente menor nimero de haplotipos fue el de los asintomaticos con solo 2 (Tabla
16); en la red de haplotipos se observan dos haplotipos dominantes en el que estan
todos los grupos, y uno solo en el que se encuentran los complicados y el grupo de
malaria aguda, ademas, el grupo de malaria aguda presento tres haplotipos Unicos
y el de malaria complicada dos; la red presento pocos pasos mutacionales entre los
diferentes haplotipos (Figura 33).
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Figura 33. Red haplotipica MSN del marcador GLURP basado en 390 nucle6tidos por
presentacion clinica extendida en Tumaco Narifio.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nUmero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccidon Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

Al comparar la diversidad genética de las presentaciones clinica Unicamente en
Tumaco utilizado el indice de fijaciobn, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 17).



En el andlisis del concatenado de genes, los resultados coincidieron con lo
observado en GLURP donde el grupo de malaria aguda presento el mayor nimero
de haplotipos con un total de 18, seguido por el grupo de malaria complicada con 7
y finalmente los asintomaticos con 3 (Tabla 16); en la red de haplotipos se observa
un solo haplotipo compartido por los tres grupos y uno compartido entre la
presentacion complicada y aguda, el resto de haplotipos fueron Unicos para cada
presentacion clinica (Figura 34).
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Figura 34. Red haplotipica MSN del concatenado de genes basado en 760 nucleétidos
por presentacion clinica extendida en Tumaco, Narifio.

Cada circulo dentro de la red representa un haplotipo diferente y el tamafio del circulo representa su
frecuencia. Las lineas pequefias que se encuentran dentro de la linea que conecta cada haplotipo
representa el nimero de pasos mutacionales para que ambos haplotipos sean idénticos. El Color
blanco representa al grupo de infeccién Asintomatica, el color gris al grupo de Malaria Aguda y el
color negro al grupo de Malaria Complicada.

La diferenciacién genética utilizando el andlisis concatenado de genes, no mostro
diferencias significativas entre las presentaciones clinicas usando las secuencias
de Tumaco, Narifio (Tabla 17).



6. DISCUSION

Diversidad genética general y desempefio general de los marcadores:

El estudio de los genes mediante la comparacion de sus secuencias de ADN es una
manera de entender el comportamiento bioldgico de diferentes organismos como
por ejemplo los agentes infecciosos; tanto genes particulares o de un grupo
pequefio, hasta enfocarlo a la mirada poblacional, permite la comprension de
fendmenos de diferente indole como las caracteristicas antigénicas que puede
determinar el grado de virulencia del microorganismo. En este estudio se realiz
una descripcion de la diversidad genética poblacional de P. falciparum presente en
tres municipios de Colombia, mediante el estudio de cuatro genes diferentes, que
codifican para proteinas involucradas en la patogénesis de la malaria;
particularmente en la invasion del eritrocito y el fendmeno de secuestro. Se
estudiaron los genes VAR (gen de la proteina de superficie eritrocitaria 1 de
Plasmodium falciparum), MSP1 (gen de la proteina de superficie de merozoito 1),
MSP2 (gen de la proteina de superficie de merozoito 2) y GLURP (gen de la proteina
rica en glutamato), usando estadisticos de diversidad y diferenciacién genética,
comparando por grupos segun sitio geografico, periodo de tiempo y presentacion
clinica de la infeccion.

Gen MSP1

MSP1 es un gen que codifica para una proteina involucrada en el proceso de
invasion e internalizacion del parasito en el glébulo rojo, por tanto es un gen que
puede estar bajo una presion de seleccidén constante dada por el sistema inmune
del hospedero humano (38—-40). En el presente estudio se caracterizo la diversidad
de las secuencias de ADN, superando el enfoque tradicional con el que se ha
estudiado este gen que es por PCRs alelo especificas. Se contdé con 96 secuencias
y fue el marcador que menos haplotipos present6 con un total de 4; a pesar de que
se presentaron 6 tamafios de bandas diferentes; ademas de ello, este gen presenté
la heterocigosidad mas baja. Al analizar las redes haplotipicas se observé la
presencia de dos haplotipos dominantes, y dos que tenian representacion con una
secuencia.

De manera general se puede afirmar que de los tres marcadores estudiados, éste
fue el que arroj6 menos informacién tanto por diversidad genética como por
diferenciacion genética; esto de cierta manera se complementa con lo reportado en
otros estudios de Colombia, que han estudiado la diversidad genética por
frecuencias alélicas, usando PCR alelo especificas, y que han encontrado presencia
de solo una o dos familias alélicas y donde una de ellas domina con una frecuencia
mayor al 80% (10,14,15,57-59).



Gen MSP2

MSP2 al igual que MSP1, codifica por una proteina involucrada en procesos de
invasion al globulo rojo y también en el establecimiento de la vacuola parasitofora,
este gen por estar involucrado en procesos patologicos estd potencialmente
sometido a presion de seleccion (6,40) . Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron que este gen tuvo los valores mas altos de diversidad nucleotidica y
heterocigosidad elevados siendo en el panorama total mayor a 0.7. Este gen fue el
segundo con mayor nimero de haplotipos con un total de 9 y al observar las redes
haplotipicas se destaca un gran niumero de pasos mutacionales entre los grupos, lo
gue nos da a entender que estos haplotipos son muy distantes entre si.

De acuerdo con los resultados de diferenciacién genética de MSP2, se sugiere que
este gen es un marcador adecuado para diferenciar los grupos de estudio, mediante
los estadisticos de distancias genéticas e igualmente por el indice de fijacion, pero
se debe tener cierto cuidado al interpretar estos valores ya que las distancias p
intragrupo mostraron en la mayoria de casos, que los grupos evaluados tenian una
tendencia a ser heterogéneos. Los resultados del presente trabajo estuvieron
basados en andlisis de secuencias de ADN y no en PCR alelo especificas, pero si
se comparan estos resultados con los obtenidos por los estudios tradicionales, en
general, contradice de cierta medida los estudios locales (10,15,57,58), ya que en
éstos, tanto MSP1 como MSP2 muestran frecuencias alélicas decantadas por una
sola familia particular, pero aqui se muestra que hay un numero superior de
haplotipos presentes y que este marcador puede ser una herramienta util para el
estudio genético de las poblaciones al interior del pais.

Gen GLURP

El marcador GLURP es un gen que traduce a una proteina que se encuentra en
todos los estadios del parasito y hay evidencia de que esta proteina es blanco de
anticuerpos que pueden proteger o prevenir la aparicion de sintomas clinicos(49).
Por tanto, se espera que este gen esté sometido a una presion de seleccion por el
sistema inmune del hospedero humano.

Este marcador fue el que mayor pérdida de secuencias tuvo, y el que presenté una
diversidad nucleotidica mas baja dado que presenté muy pocos sitios variables, sin
embargo, de los tres marcadores fue el que presentd un mayor namero de
haplotipos y el que presenté una mayor heterocigosidad. La red haplotipica fue
compleja y en ella se observaron pocos pasos mutacionales entre la mayoria de los
grupos.

Al momento de usar el marcador para diferenciacion genética se ve que los andlisis
de distancias no fueron estadisticamente representativos entre las poblaciones ya
gue los valores tendian a ser muy cercanos a 0 y fue mucho mas util el parametro
de indice fijacion donde se evidenciaron diferencias estadisticas. Los resultados
relacionados con este gen muestran coincidencia con lo reportado con otros



estudios, relacionado con las frecuencias alélicas y con los tamafios de bandas
reportadas siendo las mas frecuentes las superiores a 700 pb (15,58); pero este
estudio complementa esta informacién ya que muestra que las medidas de
diversidad y diferenciacion genética usadas pueden ser aplicables para caracterizar
de manera mas completa estas poblaciones de parasitos.

Gen VAR

En primer lugar, cuando se caracterizaron las muestras del gen VAR se logro
observar una variedad pequefa de tamafos de banda que fue de cuatro, y que fue
solo de dos tamafios para los asintométicos, de cierta forma muestra un panorama
reducido por medio de este gen en comparacion con otros estudios. Debido a que
no se pudo recuperar ninguna secuencia luego de la secuenciacion, los datos de
este estudio estan limitados s6lo al tamafio y no se logré estudiar a profundidad el
namero total de haplotipos que podria haber generado el dominio amplificado
DBL1a que en otros estudios reportan mas de 100 haplotipos diferentes (60).

La imposibilidad de tener las secuencias de los genes var, puede ser atribuida a la
naturaleza de estos genes, dado que existen un total de 60 copias por genoma de
P. falciparum, ademas cada copia puede variar enormemente en su secuencia. El
tamafio de banda correspondiente a var luego de la PCR fue homogéneo en este
estudio, sin embargo, los resultados de la secuenciacion sugieren la presencia de
multiples haplotipos que no permitieron la resolucion clara de la secuencia,
obteniéndose electroferogramas con picos inespecificos o mudiltiples en las
diferentes posiciones nucleotidicas.

En muchos de los trabajos que tratan de caracterizar este gen, se utiliza como
estrategia de estudio la clonacion de amplicones purificados del gel agarosa, esto
con el fin de separar los diferentes tipos de secuencias del mismo tamafio e intentar
recuperar el mayor numero posibles de haplotipos del mismo individuo (60,66,70);
esta estrategia es una opcion aceptable, pero tiene problemas tales como que se
subestima el numero total de haplotipos presentes, porque se seleccionan solo
algunas colonias por muestra, ademas es una estrategia costosa cuando se
pretende trabajar con un nimero elevado de individuos. En el presente estudio no
se aplico esta estrategia metodoldgica ya que no se contd con los recursos para
llevarla a cabo y porgue se tenia un numero elevado de individuos (66,70).

Concatenado de genes

El uso de la concatenacion de genes en los analisis genéticos es una manera Uutil
de hacer un acercamiento al analisis gendémico, ya que involucra genes de distintos
cromosomas, en este caso se usaron tres genes en la concatenacion; MSP1, MSP2
y GLURP. Los resultados con la concatenacion muestran un aumento en el namero
de haplotipos, en comparacion a lo observado con los genes individuales; con un



total de 22 haplotipos e igualmente con una heterocigosidad elevada de 0,930, que
concuerda con los resultados mostrados en el gen GLURP.

Los analisis de diferenciacion genética mostraron diferencias estadisticas en los
diferentes periodos de tiempo, y zonas geogréaficas, mas no la presentacion clinica,
sin embargo, se tuvo la limitacion de que fueron pocas las secuencias utilizadas en
la concatenacion ya que se recuperaron pocas por parte de GLURP y algunas de
ellas no coincidieron con las presentes en MSP1 y MSP2.

Se destaca que la metodologia utilizada en este estudio para evaluar la diversidad
y diferenciacion genética de los genes estudiados no ha sido utilizada en estudios
colombianos y en general no se encontraron trabajos similares en otras regiones
del mundo para realizar comparaciones adecuadas.

Diferenciacién genética por afios

El analisis de los indices de diversidad genética para todos los marcadores
evidencia que estos tienden a ser valores muy similares, en especifico por
diversidad nucleotidica, heterocigosidad y numero de haplotipos, este ultimo
mostrando una diferencia importante en el marcador MSP2, observandose el doble
de haplotipos en las muestras posteriores a 2016.

En las redes haplotipicas de los diferentes marcadores, no se ve una gran diferencia
con MSP1 mostrando dos haplotipos dominantes presentes en ambos periodos y
un haplotipo particular para cada periodo con apenas una secuencia representante.
Para MSP2, GLURP y el concatenado de los tres genes se pueden diferenciar
mucho mejor las poblaciones de parésitos; ello se evidencia especialmente en la
red de GLURP, donde se diferencian mucho mejor estos periodos de tiempo con
tres haplotipos comunes a los dos periodos de tiempo y se observa un panorama
similar en la red del concatenado de genes donde la red se ve segmentada por
periodos de tiempo y solo comparten entre ellos dos haplotipos. Los analisis de
distancias intragrupo no indican heterogeneidad para los marcadores MSP1 y
GLURP, pero si para el marcador MSP2 siendo superior en el grupo de muestras
de 2016 y 2018. Finalmente, al analizar los estadisticos de diferenciacion genética,
se observa claramente que en todos los genes hay diferencias estadisticamente
significativas por periodo de tiempo.

Es importante resaltar que ambos periodos de tiempo son muy diferentes en cuanto
a la epidemiologia de la malaria y las medidas para su control en el territorio
colombiano, en ambos periodos se usaron tratamientos diferentes para P.
falciparum, ademas entre los afios 1991 y 2004 se presentd una gran camparfa de
control en Colombia; esto por su parte pudo haber sido una fuerte presion de
seleccion en los parasitos de tal época (71). Ademas, debe resaltarse que la
campafa de control presenté un cambio significativo en los esquemas terapéuticos,



donde se reemplazoé el uso la terapia con amodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina,
usados hasta 2004-2005, por el uso de terapias con derivados de artemisininas, que
es una gran presion de seleccién en los parasitos. No se puede inferir que el cambio
de las poblaciones de parasitos se deba completamente a este cambio, ya que en
el presente estudio no se evaluaron marcadores de resistencia que aclararia de
mejor manera esta hipotesis.

Diferenciacién genética por municipios

Los resultados mostrados sugieren que en Tumaco (Narifio) circula una poblacion
de parasitos mas diversa, entre los tres municipios evaluados y en El Bagre,
Antioguia circula una poblacion menos diversa. Este es uno de los primeros estudios
gue describe las caracteristicas genéticas de los parasitos circulantes en Tumaco,
en donde se observo una diversidad genética moderada de P. falciparum y una
diferenciacion genética clara con los demas municipios. Por su parte al comparar
los resultados mostrados en Antioquia, son acordes con otros estudios (Tabla 1)
con el marcador MSP1, donde se ve una diversidad genética baja, pero al mismo
tiempo este estudio complementa tal informacion ampliando el panorama con datos
del nimero de haplotipos y de la diversidad nucleotidica.

Es importante resaltar que los tres municipios estdn geograficamente muy
separados con una distancia superior a 200 km entre cada municipio; esto puede
explicar por qué presentan tal diferenciacion genética, sin embargo, es importante
destacar que los parésitos de Turbo y El Bagre en Antioquia, por dos de los
marcadores muestran ser un solo corredor de parasitos y parecen tener un
comportamiento de intercambio genético constante con valores reducidos en el
indice de fijacion. A pesar de los resultados mostrados, se debe tener cautela en la
interpretacion de los mismos ya que tanto Turbo como El Bagre no contaron con un
namero muy grande de secuencias, en especial El Bagre y se puede estar
subestimando o sobrevalorando la informacion genética.

Diferenciacién genética por presentacion clinica

La diferencia en la presentacion clinica de la enfermedad puede ser explicada por
multiples factores, entre ellos el componente genético humano o el componente
genético del paréasito. En este trabajo se encontr6 que en los participantes
asintomaticos existe menor frecuencia de multiclonalidad que en los sintométicos,
en cuanto a MSP1, y frecuencia nula en los demas marcadores, lo que en un
principio sugiere que la complejidad genética de los parasitos puede estar
relacionada con la presentacion de sintomas en los participantes; igualmente esto
se refleja en el numero de bandas, dado que para todos los marcadores la cantidad
de perfiles fue menor en los asintométicos.

La multiplicidad de infeccion es una medida de diversidad genética en donde se
evalla la cantidad de clones diferentes que se encuentran en un mismo paciente.
Esta medida cobra importancia debido a la implicacion en cuestion de numero de



picaduras en la zona e igualmente de picaduras heterogéneas. En el aspecto de la
supervivencia del parasito los mdultiples clones implica una competencia dentro del
mismo hospedero, pero también que este se ve expuesto a una mayor cantidad de
antigenos que puede o no estimular en mayor medida la respuesta inmune(72).

Diversos estudios sugieren que la multiplicidad de infeccion puede estar relacionada
con menor cronicidad de la infeccién, y con una respuesta clinica reducida.
Contrario a lo mostrado en la literatura, nuestros resultados sugieren un escenario
diferente en donde por los marcadores utilizados se observa una menor tasa de
multiclonalidad en parasitos de participantes asintomaticos, sin embargo, la mayoria
de los estudios que han explorado la multiclonalidad con respuesta clinica reducida
son de areas de alta endemia y este escenario puede ser diferente en zonas de baja
endemia o endemia inestable como es Colombia. Sin embargo, es de considerar
gue el nimero de participantes asintomaticos fue reducido en comparacién con los
participantes sintomaticos y esto puede estar subestimando es panorama real de la
multiplicidad de infeccion siendo reducido solo pro implicaciones del
muestreo(73,74).

Complementario a estos resultados se observé que el nimero de haplotipos fue
menor en los marcadores MSP2 y GLURP en el grupo de asintomaticos; en el caso
de GLURP se observaron 16 haplotipos en el grupo de sintomaticos comparado con
2 en los asintomaticos. La red haplotipica indicé que los haplotipos encontrados en
los asintomaticos se comparten con los encontrados en los participantes
sintomaticos; los resultados de GLURP se complementan al concatenar los genes
donde se observan 20 haplotipos en el grupo sintomaticos en comparacién con solo
4 de los asintométicos.

Al analizar los estadisticos de diferenciacion genética, se encontraron valores bajos
en los marcadores GLURP y en el concatenado de los genes que no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Sin embargo, con
MSP1y MSP2 se encontraron valores mas altos y con diferencias estadisticamente
significativas por el indice de fijacién. Los genes MSP1 y MSP2 estan involucrados
en procesos de invasién al glébulo rojo, que son relevantes en cuanto a la capacidad
gue tiene el parasito para ingresar a su célula blanco y potencialmente generar
mayor cantidad de parasitos en su ciclo eritrocitico e igualmente generar
consecuencias tales como la anemia; teniendo en cuenta lo anterior es posible que
dado este escenario la diversidad genética puede ser un factor relevante que
explique la diferencia entre los grupos de sintomaticos y asintoméaticos(39-41).

Por otra parte, es importante considerar que en este estudio se tuvieron pocos
participantes asintomaticos, ademas de ello, que se presentaron mas pérdidas en
este grupo porgque no se amplificaron un alto porcentaje por PCR debido a que estos
participantes tenian bajas parasitemias; por tanto, esto es un acercamiento inicial
gue debe ser confirmado en estudios posteriores donde se cuente con una mayor
cantidad de participantes asintomaticos.



Diferenciacién genética por presentacion clinica extendida

Para confirmar los hallazgos comparando sintomaticos y asintomaticos, se
subdividio el grupo de sintomaticos en malaria aguda y malaria complicada. La
presentacion clinica aguda se destaca principalmente por ser una presentacion
febril, mientras que la complicada presenta una serie de sintomas conocidos como
los signos de peligro que evidencian el dafio de 6rganos que comprometen la vida
del paciente. Al evaluar la diversidad genética de los parasitos de estos grupos se
destaca que la presentacién clinica con mayor diversidad parasitaria fue la malaria
aguda, confirmado tanto por el nimero de haplotipos presentes como por el mayor
valor de diversidad nucleotidica (con excepcion del gen MSP1), esto se confirmo
usando las redes de haplotipos donde se destacaba un alto nimero de haplotipos
anicos.

En cuanto a la diferenciacion genética, los resultados fueron concordantes con los
mostrados comparando sintomaticos y asintomaticos, en donde se observaron
diferencias entre el grupo de los asintomaticos y malaria aguda usando los
marcadores MSP1 y MSP2, pero solo se vio diferencias significativas entre los
grupos de los asintomaticos y malaria complicada por el marcador MSP2. Este
acercamiento confirma lo presentado entre sintoméaticos y asintomaticos, muestra
diferencias entre el grupo de los asintomaticos y malaria aguda. Se mantiene la
incégnita de la diferenciacion entre complicados y asintomaticos y el grupo de
malaria aguda y complicada; este es un acercamiento inicial en la evaluacion en
profundidad entre la presentacion clinica y puede estar subestimado o
sobreestimado dado que el bajo numero de muestras en los perfiles de infeccidén
asintomética y malaria complicada.

Al observar la diferenciacion genética Unicamente en los participantes de Tumaco,
donde se cuentan con representantes de todos los grupos de presentacion clinica y
se intenta elimina el sesgo de zona geografica, se ve un efecto particular en donde
no se ve diferenciacidbn genética entre ninguno de los grupos por todos los
marcadores, con excepcion de marcador MSP2 donde se observaron diferencias
significativas entre los grupos de malaria aguda y los asintomaticos concordante
con lo observado en el total de muestras, ademas de ello se ven diferencias entre
los de malaria aguda y malaria complicada, sin embargo, estas diferencias deben
de interpretarse con cuidado dado que solo se ven en ese marcador y porque le
namero de secuencias fue menor que el utilizado en el total de muestras.

Finalmente es importante resaltar que una limitacion para el analisis de la diversidad
genética entre los grupos radica en que éste es un estudio descriptivo transversal,
es decir, que no se realizd un seguimiento a los participantes , con excepcion de los
asintométicos, y no se profundizo en la evolucion de la clinica de cada participante,
por tanto no se tiene la total certeza que el grupo de participantes sintométicos con



malaria aguda, no evolucionaron a un cuadro complicado, lo cual puede estar
sesgando los analisis.

7. CONCLUSION

La exploracion por medio de genética de poblaciones usando estadisticos de
diversidad y diferenciacion genética son una herramienta util para la comparacion a
nivel nucleotidico que aporta informacion relevante para la descripcion de las
poblaciones de P. falciparum presentes en Colombia. Los marcadores genéticos
utilizados en conjunto complementan los estudios que solo se basan en frecuencias
alélicas y pueden ser utiles para la diferenciaciéon de grupos sea por periodo de
tiempo, zona geogréfica o presentacion clinica donde el que arroja informacién méas
clara de diversidad nucleotidica y heterocigosidad.

Los marcadores MSP2 y GLURP aportaron una mejor diferenciacion por medio de
los haplotipos. Hay una clara diferencia de los parasitos entre ambos periodos de
tiempo siendo mas diversos los presentes en el afio 2006, sin embargo, esta mirada
es necesario complementarla con estudios que aclaren o expliquen el porqué de
estos cambios en la diversidad. Todos los marcadores genéticos utilizados en el
estudio fueron Utiles para la diferenciacion genética de las poblaciones de parasitos
segun zona geografica donde Tumaco es el que presenta mayor diversidad.
Finalmente, es posible determinar diferenciacién genética entre los grupos de
sintomaticos y asintomaticos usando los marcadores MSP1 y MSP2 donde se
sugiere que son mas diversos los parasitos en la presentacion sintomatica y en
general el grupo de malaria aguda, sin embargo, esto no es concluyente ya que por
el gen GLURP y analisis concatenado de los genes no se evidenciaron diferencias
entre los grupos, que puede ser explicado por la falta de secuencias en el grupo de
los asintomaticos.

8. IMPLICACIONES DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran las implicaciones de
trabajar con las herramientas de secuenciacién y los estadisticos de diversidad y
diferenciacion genética en las poblaciones de P. falciparum, como medio para
diferenciar poblaciones por periodo de tiempo y zona geografica, ademas de un
primer acercamiento para comprender cOmo se relaciona la presentacion clinica de
la infeccion con la genética del parasito en genes determinantes de patogenicidad.

9. LIMITACIONES

En este estudio se presentaron tres limitaciones principales, en primer que no se
conté con muestras del periodo de 2006 de El Bagre, en segundo lugar, que el grupo
de los asintomaticos presente en menor numero de muestras y que en su mayoria



fueron del municipio de Tumaco (Narifio); finalmente que se obtuvo informacion
limitada para el gen VAR ya que no se logré obtener secuencias interpretables de
este gen para explorar los estadisticos de diversidad y diferenciacion genética.

10. PERSPECTIVAS

El presente estudio abre las puertas para intensificar los estudios de diversidad
genética al interior de Colombia para caracterizar los parasitos presentes en el pais,
ademas de ello es un primer acercamiento para explorar la relacion entre la
diversidad genética y la presentacion clinica, que en futuros estudios podria
realizarse a mayor escala con un niamero mas representativo de pacientes con
presentacion asintomética.
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