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RESUMEN

Antecedentes. Plasmodium vivax es la principal especie causante de paludismo en la
region Mesoamérica. Los estudios clinicos y ensayos in vitro son utilizados para la
deteccion de parasitos resistentes a los medicamentos, sin embargo son costosos Yy
complicados. Para avanzar hacia la eliminacion del paludismo, se sugiere investigar los
mecanismos de resistencia y moleculares implicados en la resistencia a los medicamentos
utilizados, indispensable en la vigilancia epidemiolégica. Principalmente las sustituciones
58Arg, 117Asn/Thr de la enzima Dihidrofolato Reductasa (PvMDR) estan asociados con la
resistencia a la pirimetamina y la sustitucion 976Phe de la proteina de multiresistencia a

farmacos 1 (PvMDR1) de P. vivax contribuye a la baja sensibilidad de la cloroquina.

Meétodos. Los parésitos del Sur de México y de Nicaragua se obtuvieron de pacientes
infectados con P. vivax. EI ADN gendémico fue extraido y utilizado para amplificar los
fragmentos de los genes pvdhfr y pvmdrl por reacciones de la polimerasa en cadena y se
secuenciaron. En las secuencias consenso se identificaron las sustituciones sinénimas y no
sindénimas y se tradujo la secuencia a aminoacidos. Se prepard una base de datos de las
secuencias obtenidas y las extraidas del GenBank (NBCI). Las secuencias correspondientes
de la cepa Sal | se utilizaron de referencia. Se calcularon las frecuencias para cada
sustitucion del amino acido y se determinaron los haplotipos. Se usaron los programas
BioEdit v7.0 y DNAsp v3.5.

Resultados. EI fragmento de 429pb del gen pvdhfr de 73 parésitos de México fue idéntico a
la secuencia de la cepa Salvador I, mientras en el 22.5% y 18.3% de los 71 de Nicaragua se
encontré una mutacion sinénima en el codén Tyr69 y una insercion TSGGDN en el coddn
104. Las sustituciones asociadas con la resistencia a la pirimetamina en PvDHFR han sido
reportadas en América y con mayor extension en Asia y Oceania, pero no se detectaron en
México y Nicaragua. Por otro lado, en 1254pb del gen pvmdrl en parasitos de México se
encontraron cuatro mutaciones, dos fueron no-sindnimas en los codones Thr958Met y
Phel070Leu con frecuencias del 100% y 1.8%, respectivamente. En contraste, en parasitos
de Nicaragua se detectaron siete mutaciones, cinco fueron no sinénimas; Asp500Asn,
Thr958Met, Tyr976Phe, Phel070Leu y Phel076Leu, con frecuencias del 21.5%, 100%,
63.1%, 2.6% y 89.4% respectivamente. Los haplotipos de PvMDR1 976Phe/1076Leu
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(57.8%) y Tyr976/1076Leu (31.5%) predominaron en Nicaragua y se detectaron en
distintas frecuencias en otras regiones de América y el mundo, pero no se detectaron en el

México.

Conclusiones. La ausencia de mutaciones asociadas a la resistencia en PvDHFR en
parasitos de México y Nicaragua concuerda con el no uso de pirimetamina para el
tratamiento de infecciones paludicas en la region y aunque se ha reportado para el Sur del
continente no parece haber migracion de estos genotipos resistentes. De manera similar, la
no deteccion de polimorfismos en PvMDRL1 en parasitos de México denota una limitada
presion por los antipaludicos como la cloroquina. Sin embargo, la alta frecuencia de la
sustitucion Tyr976Phe en parasitos Nicaragua sugeriria una baja sensibilidad a la
Cloroquina, pero la evidencia de tal asociacion es aun muy limitada asi que esto deberia
interpretarse con cautela. Adicionalmente, algunos polimorfismos encontrados en estos

genes fueron regionales y podrian ser Gtiles en la vigilancia molecular de P. vivax.

Palabras clave: Plasmodium vivax, resistencia, cloroquina, pirimetamina, mdr, dhfr,

insersion, TSGGDN, codén, mutacion.



INTRODUCCION

Plasmodium vivax es la especie causante de paludismo con mayor distribucion en las
Ameéricas y Asia. La region Amazonica concentra el mayor nimero de casos por esta
especie, en el 2009 esta region presentd el 87% del total de casos en el continente (OPS,
2011). Los paises de Centroamérica y México, conforman una subregién con niveles de
transmision menores, con un predominio de mas del 93% de paludismo causado por P.
vivax (OPS, 2008). En los tltimos afios el nimero de casos ha disminuido, pero aun existe
una porcion importante de la poblacion de las Américas que vive bajo el riesgo de adquirir
paludismo.

En México se ha observado una disminucién de la incidencia de 85% durante el periodo
2000-2011; focalizando areas de transmision persistente en estados como; Sinaloa, Nayarit,
Quintana Roo y Chiapas. En Centroamérica, la incidencia ha disminuido el 96%, pero la
persistencia en la transmision del paludismo se ha concentrado en la frontera de Nicaragua

con Honduras donde se reporta el mayor nimero de casos (OPS, 2011).

En la region Mesoamérica y el mundo, un componente de las medidas de control ha sido el
tratamiento farmacoldgico de pacientes que son diagnosticados con paludismo por el
método de la gota gruesa o la prueba rapida (OMS, 2012). Este tratamiento se basa en la
administracion de Cloroquina (CQ) y Primaquina (PQ) en distintos esquemas (OPS, 2011).
La Cloroquina es un farmaco que interfiere con la digestion de la hemoglobina por el
parasito ha sido de eleccién para la cura de la infeccion sanguinea por P. vivax, mientras la
Primaquina se utiliza para el tratamiento de las fases intra-hepaticas (Gonzélez-Cerén vy

Legorreta-Herrera, 2012).

En regiones donde P. falciparum ha desarrollado resistencia a Cloroquina, se sugiere
administrar la combinacion Sulfadoxina-Pirimetamina (SP) como primera linea de
tratamiento para mujeres embarazadas y nifios y/ o poblacién en general, estos

medicamentos interfieren con el metabolismo de folatos, afectando las enzimas;



dihidrofolato reductasa (PfDHFR) y dihidropteroato sintetasa (PfDHPS) (OMS, 2010;
Yuthavong et al., 2006). El tratamiento con SP no es recomendado para P. vivax debido a
su pobre eficacia clinica y por la rapida generacion de resistencia (Young y Burgess, 1959;
Imwong et. al., 2001) Sin embargo en zonas afectadas por ambas especies P. vivax y P.
falciparum, los pacientes con infeccion mixta (P. vivax -P. falciparum) son tratados con SP,
esto expone de forma indirecta a P. vivax a la presion de seleccion por estos medicamentos
(White, 2004; Stepniewska y White, 2008).

El excesivo y mal uso de los medicamentos antipaltdicos puede someter a los parasitos del
paludismo a una presion selectiva, generando desde una disminuida eficacia de los
tratamientos hasta la resistencia farmacoldgica. Debido a esto, la Organizacion Mundial de
la Salud recomienda la evaluacion de la eficacia y efectividad de los tratamientos. Los
estudios clinicos, que evaluan la eficacia clinica y parasitologica de los tratamientos,
pueden ser muy costosos y dificiles de completar. Los estudios in vitro evallan la
susceptibilidad intrinseca de los parasitos a un farmaco en un cultivo controlado, pero es
muy dificil desarrollar un cultivo para P. vivax, ademas de que no todos los parasitos que
provienen de aislamientos de campo crecen en estas condiciones. Por estos motivos, se ha
propuesto ampliar los estudios para detectar posibles mecanismos y marcadores
moleculares asociados a la resistencia Utiles para el monitoreo de la eficacia y efectividad
de los farmacos antipaltdicos, asi como para la deteccion temprana del desarrollo de la
resistencia. Esta estrategia permite, después de un tnico contacto con un paciente infectado
y una pequefia muestra de sangre, procesar grupos grandes de estas y en mas corto tiempo
(OMS, 2010).

La resistencia a CQ por P. falciparum fue documentada en los afios 50 “s (Harinasuta et al
1962; Moore y Lainer 1961). Las bases genéticas de esta resistencia han sido analizadas en
estudios in vitro coincidiendo en cierta medida con resultados de estudios in vivo,
encontrando una fuerte asociacion entra la sustitucién Lys76Thr del gen pfcrt que codifica
a una proteina transportadora (CRT) vy la falla al tratamiento con CQ (Sidhu et al., 2002;
Wellems y Plowe, 2001), mientras la molécula resistente a multifarmacos 1 de P.

falciparum (PfMDR1) ha sido parcialmente asociada con la resistencia a Cloroquina y



Mefloquina, y la sobreexpresion o incremento en el nimero de copias del gen reduce la
sensibilidad a la Amodiaquina, Mefloquina y Cloroquina (Valderramos y Fidock, 2006). En
P.vivax los primeros indicios de resistencia a la CQ se reportaron en Papua Nueva Guinea
(Rieckmann et al., 1989) después en Indonesia (Baird et al., 1997; Schwartz; 1991) India
(Garg et al., 1995; Dua et al., 1996), Myanmar (Kyaw et al., 1993) y Sudamérica (Phillips
et al., 1996). Los mecanismos y bases moleculares de la resistencia a la CQ y otros
farmacos de P. vivax parecen ser distintos a P. falciparum. Al parecer no hay asociacion del
fenotipo resistente con sustituciones en el transportador PvCRT (Barnadas et al., 2008). La
participacion de MDR de P. vivax (PvMDR1) en la resistencia no ha sido claramente
establecido. Sin embargo, la baja sensibilidad a este medicamento se ha relacionado con las
sustituciones Tyr976Phe y PhelO76Leu, posibles marcadores moleculares que indican
inicios del desarrollo de la resistencia a la CQ (Brega et al., 2005; Suwanarusk et al., 2007).
Sin embargo, en Madagascar, no se encontré correlacion entre las sustituciones en
PVMDR1 y la falla terapéutica a la Cloroquina (Barnadas et al., 2008). Pero hay que
considerar que la deteccion de recrudescencias por falla terapéutica en P. vivax es
complicado (De Santana et al., 2011; Congpuong et al., 2011; Baird, 2009).

La resistencia a la pirimetamina fue primero reportada para P. falciparum (Sirawataporn et
al., 1997) y las sustituciones en los codones Cys59Arg y Serl08Asn de PfDHFR fueron
asociados a la resistencia. Estos corresponden a los codones Ser58Arg y Ser117Asn/Thr de
PVDHFR, también asociados a la resistencia (De Pécoulas et al., 1998). La resistencia de
P. vivax a antifolatos fue reportada en Indonesia en el afio 2005. En esta region, los
polimorfismos 57Leu, 58Arg, 117Thr/Asn, 173Phe del gen pvdhfr se encontraron asociados
con la reduccion de la sensibilidad y distintos grados de resistencia in vitro a la
pirimetamina, la acumulacién de mutaciones favorece la resistencia. (Hastings et.al., 2005).
En un reporte reciente, indica la presencia de las sustituciones 57Leu y 58Arg de la
PvDHFR en Honduras (Jovel et al., 2011).

Para la vigilancia epidemioldgica y en el proceso de avanzar hacia la eliminacion de la
trasmision es importante generar una linea basal con informacion molecular para el
monitoreo en las poblaciones parasitarias. Por ello, en este trabajo se analizaron los

polimorfismos en los genes que codifican a la proteina de multiresistencia a farmacos que
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se expresa en la membrana de la vacuola digestiva de P. vivax (PvMDR1) y de la enzima
dehidrofolato reductasa (PvDHFR) obtenidas de pacientes que viven en las zonas
endémicas del Sur de México y Nicaragua.

METODOS

El estudio fue aprobado por las Comisiones de Etica, Investigacion y Bioseguridad del

Instituto Nacional de Salud Publica de México y por el Ministerio de Salud de Nicaragua.

Obtencion de muestras de P. vivax

Las muestras de sangres infectadas con parasitos de Plasmodium vivax fueron obtenidas de
pacientes del Sur de Chiapas, México en el periodo 2008-2011 y de Nicaragua durante
2006-2007 y 2012.

El diagndstico de la infeccion sanguinea con P. vivax fue realizado por el analisis de gota
gruesa tefiida con Giemsa al 10%. Todos los pacientes que resultaron infectados con P.
vivax dieron su consentimiento y/o asentimiento y proporcionaron 3-5 gotas de sangre del
dedo de la mano para impregnar una superficie de aprox. 3cm de diametro de papel filtro
Whatman #2 (Whatman International, Ltd., Maidstone, England, 1002110). Después, a
estas personas se les proporciond el tratamiento combinado Cloroquina-Primaquina; para
México segun las dosis establecidas en la Norma Oficial Mexicana para la vigilancia,
prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vector NOM-032-SSA2-2010
(http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/032ssa202.html) 'y en Nicaragua, el
establecido por las autoridades del Ministerio de Salud Nicaragua.

Extraccién del ADN y amplificacidon de fragmentos de genes pvdhfr y pvmdrl

El ADN de las sangres infectadas y preservadas en papel filtro fue extraido usando el
sistema QlAamp DNA mini kit siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN, CA,

USA). Los fragmentos de los genes pvdhfr y pvmdrl de P. vivax identificados como mas

6



informativos (Hastings et al, 2005; Kongsaeree et al. 2005; Suwanaruks et al, 2007) se
amplificaron utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucle6tidos
utilizados, la mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion estan indicadas en el
Cuadro 1. Los productos amplificados por PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1%, y las bandas se identificaron y fotografiaron en un transiluminador
ultravioleta (UVP, BioDoc-1t ™ Imaging system). Los tamafios de banda esperados fueron
estimados de acuerdo a la longitud del fragmento contenido entre los sitios de unién a los
primers disefiados: para pvdhfr fue de aproximadamente 567 pb, y los fragmentos de

pvmdrl fueron de aproximadamente 441, 610y 613 pb.

Purificacion y secuenciacion de los productos amplificados

Los productos amplificados para pvdhfr y pvmdrl fueron purificados con MinElute®
PCR Purification Kit, (QIAGEN, CA USA) y secuenciados en sentido y antisentido con los
oligonucleotidos de amplificacion anteriormente descritos (Cuadro 1). Las secuencias se
obtuvieron en un secuenciador ABI 3730xl (Applied Biosystems, CA, USA) en la
Universidad de Washintong (Washintong, D.C. EUA) (http://www.htseg.org/).

La calidad de las secuencias obtenidas se revisé manualmente y con el software BioEdit
7.2.0 (Hall, 1999). Para cada fragmento de ADN se obtuvieron las secuencias consenso de
las lecturas en ambos sentidos.  Las secuencias de nucledtidos se alinearon con la
secuencia de la cepa de referencia Sal I; para pvdhfr (XM_001615032.1) y para pvmdrl
(AY571984.1).

Anadlisis de datos

Para calcular las frecuencias de cada sitio polimorfico se obtuvo el coeficiente del nimero
de secuencias que presentaran la sustitucion del amino acido entre el nimero total de
secuencias, por pais, en el caso de Nicaragua por municipio y region. Para comparar la
presencia y frecuencia de las sustituciones PvDHFR y PvMDR1 encontrados en México y
Nicaragua con lo reportado para otras zonas geograficas, se obtuvieron las secuencias

respectivas para los dos genes que estan disponibles en la base de datos GenBank del NCBI



(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) (Cuadro 2). Todas las secuencias se alinearon

mediante la funcién Clustal W Multiple Alignment del programa BioEdit v7.0 (Thompson

et al., 1994). Para la identificacion de los haplotipos se utilizo el programa DNAsp v3.5

(Librado, 2009)

Cuadro 1. Amplificacién por reaccion de la polimerasa en cadena de fragmentos de
genes pvdhfr y pvmdrl: se indican los oligonucleétidos y condiciones de amplificacion.

Gen Oligonucleotidos

Mezcla de reaccién

Condiciones de reaccion®

sentido (dhfr25.44) ,
5-GACATTTACGCCATCTGCG-3’

~antisentido (dhfr 570.592) ]
YCGTTGATCCTCGTGAAGTAGATC?

pvdhfr

Fragmento |
sentido (mdrF1)
pvmdrl
antisentido (mdrR1)
SCTT CTG TCC ACC TGA CAACTT AG*®

Fragmento 11
sentido (mdrF2)
5-CAA GGA CAG CAA TGA GAA GAA-3

antisentido (mdrR2)

5-CGC GAT GAC TAA GAT GTA GAG G-3’

Fragmento 111
sentido (mdrF3)
5-ACC AGG ATA GTC ATG CCC-3’
antisentido (mdrR3)
5-TCTCCCTTT AGG GAC ATC AAC-3’

5-GAG GGA GAT GTC ATC ATC AAC GA-3"

10 pl Buffer® 1X

4 ul MgCl,? 2mM

2.5 pl ANTP’s” 0.06mM
1.9 ul Oligos 0.4uM
0.5 pl *Polimerasa

4 pl ADN molde

10 pl Buffer® 1X

4 pl MgClL,* 2mM

2.5 pl ANTP’s” 0.06mM
1.9 ul Oligos 0.4uM
0.5 pl *Polimerasa

4 ul ADN molde

10 pl Buffer® 1X

5 ul MgCl,? 1.5 mM

2.5 pl dNTP’s” 0.06mM
1.9 ul Oligos 0.4uM
0.5 pl *Polimerasa

4 ul ADN molde

10 pl Buffer® 1X

5 pl MgCl,? 1.5 mM

2.5 pl ANTP’s” 0.06mM
2.5 ul Oligos 0.5 uM
0.5 pl *Polimerasa

4 pl ADN molde

Cl

35 ciclos:

CF

Cl

35 ciclos:

CF

Cl

35 ciclos:

CF

Cl

35 ciclos:

CF

94°C 3 mins

94°C 40 seg
54°C 40 seg
72°C 1 min

72°C 5 mins

94°C 3 mins

94°C 40 seg
55°C 40 seg
72°C 1 min

72°C 5 mins

94°C 3 mins

94°C 40 seg
55°C 40 seg
72°C 1 min

72°C 5 mins

94°C 5mins

94°C 1 min
60°C 1 min
72°C 1 min
72°C 10 mins

*GoTagPolimerasa (Promega) 1.25U; Cl, ciclo inicial; CF, ciclo final


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Cuadro 2. Lista de numero de acceso de secuencias de los genes pvmdrl, pvdhfr extraidas del

GenBank por pais utilizadas en el analisis genético.

GEN PAIS N NUMEROS DE ACCESO (Gen Bank)
Brasil 7 EU333973.1-EU333979.11
3 AY571981.1-AY571983.1°
Corea del Sur 1 GU476519.1°
12 GU244380.1-GU244391.1*
Pvmdrl India 64 K(C818349.1-KC818412.1°
Madagascar 7 EU683813.1-EU683819.1°
Tailandia 26 JQ925840.1-JQ925865.17
Cambodia 121 JQ925719.1- JQ925839.17
Papla Nueva Guinea 5 AY571975.1- AY571980.1°
Indonesia 1 AY571979.12
China 3 DQ244102.1-DQ244104.18
Corea del Sur 11 DQ514918.1-DQ514921.1;DQ517894.1-
10 DQ517900.1°
GU224151.1- GU224158.1; GU224166.1-
GU224167.1%°
Filipinas 2 DQ244109.1-DQ244110.18
Guayana Francesa 10  FJ384768.1-FJ384777.1%
1 AJ003052.1%2
India 8 EU478857.1-EU478864.1%
44 DQ789629.1-DQ789672.1
81 DQ679969.1-DQ679979.1; EU145878.1-
1 EU145947.15
AJ003072.1%
Indonesia 19 AY772063.1-AY772087.11°
1 AJ003077.1%
Paplia Nueva Guinea 5 AY772068.1- AY772072.1; AY772080.1'6
5 DQ244111.1-DQ244115.18
1 GU224163.1*
Pvdhfr Iran 7 AB547452.1-AB547458.1Y
20 AB674514.1- AB674533.18
Madagascar 13 EU168419.1- EU168431.1°
2 AJ003053.1; AJ003076.1*2
Myanmar 9 AY942925.1-AY942933.1%°
2 GU224164.1- GU224165.1%°
10 AJ003154.1- AJ003158.1; AJ222630.1-
AJ222634.1%
Tailandia 4 GU224159.1- GU224162.1%°
1 AJ003050.1%
9 AF525812.1- AF525821.1%
Timor 4 DQ244105.1-DQ244108.18
Vanuatu 6 DQ244116.1- DQ244121.1®
Vietnam 3 DQ244122.1- DQ244124.1®
Isla Comoros 2 AJ003054.1; AJ003073.1*2
Cambodia 1 AJ003071.1%
Surinam 1 AJ003074.1%
Djibouti 1 AJ003075.1%

'Orjuela-Sanchez, et al., 2009, “Sa et al., 2005, °Chen et al., 2010 NP, “Lu et al., 2011, >Shalini et al.,
2013, ®Barnadas et al., 2008, "Lin et al., 2013, 8Auliff, et al., 2006, °Lee, et al., 2010, *°Lu, et al., 2010,
Barnadas et al., 2009, ?De Pecoulas et al., 1998, *Garg 2009 NP, “*Alam et al., 2007 NP, “*Prajapati
et al., 2006, ®Hastings, et al., 2005, *’Sharifi, et al., 2010 NP, **Maghsoodloorad et al., 2011 NP, °Na, et
al., 2005, 2 De Pecoulas et al., 1997 NP, ?!mwong et al., 2003. NP, No Publicado.



RESULTADOS

De 122 muestras de México de sangres infectadas con P. vivax, se obtuvieron 73
amplificaciones del fragmento de 429pb del gen pvdhfr (posicién: 96-525 nucle6tidos) y
para pvmdrl se obtuvieron 74 secuencias del fragmento | (345pb) que corresponden a las
posiciones nucleotidicas 1371-1713; 78 del fragmento 11 (486pb) (nucledtidos 2073-2556)
y 62 del fragmento 111 (423pb) (nucledtidos 2868-3288) (Anexo 1). En total se obtuvieron
datos de los tres fragmentos de pvmdrl para 52 aislados mexicanos. De 155 muestras
analizadas para Nicaragua se obtuvieron 71 secuencias para el fragmento de la pvdhfry
para el gen pvmdrl se obtuvieron 88 secuencias del fragmento I, 81 del fragmento 1l y 38
del fragmento Ill, de 37 secuencias se obtuvo informacion para los tres fragmentos

analizados
Polimorfismos en el gen pvdhfr.

El fragmento del gen pvdhfr de los parésitos de México fue idéntico al reportado para la
cepa Sal-1, mientras que en los parasitos de Nicaragua se detecté una mutacién sinénima en
el codon 69Tyr (tat—tac) en parésitos de distintos municipios en el afio 2012. Una
observacion interesante: Unicamente en los parasitos de la costa pacifico (todos con la
mutacion sindnima t — c) se detectd una insercion de 18 nucleotidos en la posicion 310-
311 que codifica para el dominio ThrSerGlyGlyAspAsn; esta insercion se observé en el
60% de muestras del 2006-2007 y en todas las muestras obtenidas del 2012, las demas

secuencias fueron idénticas a la cepa Sal | (Cuadro 3).

A nivel global, para la enzima PvDHFR, se han reportado 32 distintas sustituciones de
aminoacidos (Anexo 2). La presencia y distribucion de las sustituciones en la estructura
primaria de la secuencia vario entre parasitos de diferentes regiones geograficas (Cuadro 4;
Anexo 2), observandose que algunas sustituciones son exclusivas para un pais. En general,
las sustituciones Ser58Arg y Serll7Asn/Thr fueron presentes en muchos paises, por
ejemplo Iran, Guyana Francesa, Madagascar, Timor, Filipinas, Vietnam, China y
Cambodia. Pero en otros paises (Tailandia, Corea, Papla Nueva Guinea (PNG), Vanuatu,
India, Indonesia y Myanmar) se reporta, aunque muy variable, la presencia de varias
sustituciones: 57Leu/lle, 58Arg, 61Met, 117Asn/Thr y 173Phe de las asociadas con la
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resistencia a la pirimetamina (Hastings et al., 2005) como en los residuos con prevalencias
muy variables (Cuadro 4). En el caso de Filipinas, Vietham, China, Cambodia y Vanuatu

la muestra de parasitos es muy pequefia.

La insercion detectada en la region repetida en parésitos de Nicaragua, también se reportd
para parasitos de Honduras (Jovel et al., 2011), y otros sitios geograficos este dominio se
ha reportado en distintos tipos de inserciones o exclusiones, por ejemplo: TSGGDN,
THGGDN, NTHGGDN, THGVDN (Anexo 3).
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Cuadro 3. Polimorfismos en PvDHFR y PvMDR1de Plasmodium vivax de México y Nicaragua.

Ubicacion geografica  Total Polimorfismos  Total Polimorfismos en PvMDR1 (%)
(n) en PvDHFR (%) (n)
Codon 104-105 500° 958 976 1070 1076
CepaSall  -—-mmemmmmeee Asp Thr Tyr Phe Phe
(gat) (acg) (tat) (ttc) (ttt)
Sustitucion TSGGDN” Asn  Met Phe Leu Leu
(aat) (atg) (ttt) (ctc) (ctt)
MEXICO
Sur de Chiapas 73 - 55 - 100¢ - 1.8¢ -
NICARAGUA
PACIFICO
Chinandega 17 76.4 8 100 100 100 - 87.5
RAAN?
Rosita 17 - 14 - 100 71.4 7.1 92.8
Bonanza 20 - 11 - 100 45.4 - 81.8
Waspan- Puerto C. 17 - 5 - 100 20 - 100
71 18.3 38 21* 100 63.1 2.6 89.4

“Region Atlantico Norte de Nicaragua, > TSGGDN (Thr-Ser-Gly-Gly-Asp-Asn). ‘La mutacién en el codén 500 fue detectada
en el fragmento | que consta 457-571 aminoacidos, mientras que las demas fueron observadas en el fragmento |11 (956-1096
aminodacidos). Las secuencias analizadas del fragmento 11 fueron idénticas a Sall. “Los cambios en PvMDR1 se detectaron en
el afio 2011 (2008 n=7, 2009 n=11, 2010 n=19, 2011 n=18). * Del total de 88 secuencias obtenidas para el fragmento I, la
sustitucion fue del 21.5%.
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Cuadro 4.- Presencia y frecuencias de polimorfismos de PvDHFR en P. vivax de México-Nicaragua y otros paises.

Sustituciones de aminoacidos (coordenadas 33-175)

Posicion: 33 35 49 57 58 61 93 99 117 130 154 173
sal I: Pro  Thr Cys  Phe Ser  Thr  Ser  His Ser Asn  Ser e Sustituciones exclusivas
Sustitucion Leu ®Asn/ Arg ‘Leu/ Arg Met His *Ser/ *Asn/ Lys Arg Phe por pais y frecuencia (%)
*Pro Ylle 'Arg 9Thr Nle
Pais n
MX 73 - - - - - - - - - - - -
NC 71 - - - - - - - - - - - -
SR 1 - - - - - - - - - - - -
DB 1 - - - - - - - - - - - -
IC 2 50 - - - - - - - - - - -
IR 27 - - - 7.4 37 - - - °51.8 - - - 105Asn (50%); 151Val (50%).
GF 11 - - - - 90 - - - 490 - - 27 50Thr (11%); 131Lys (4%);
156Asn (4%).
MD 15 26 - 66 - 266 - - - %63.6 266 - - 116Gly (9).
™ 4 - %25 - - 50 - - 752 %50 - - -
5
FL 2 - - - - 50 - - - 50 - - -
VT 3 - - - - 66 - - - %6 - - -
CH 3 - - - 33.3 - - °66.6 %66.6 - - -
CB* 1 - - - - 100 - - - 4100 - - -
TL 14 - - - °50/914 85.7 - - - 850/92.1 - - -
CR 21 - - - ©23.8 47 - - °19 2447 - 47 47  172Val (1%).
PN 11 - - - °54.5 63.6 18.1 - - %9/927.2 - - - 82Val (5%); 144Glu (5%);
167Cys (5%).
VN 6 - °33 - °33 66 16 - - *16/%6 ~ 16.6 ‘16 33
IN 134 - - - “15 1 13 5 - 2311 - - 0.7  34Ala (17%); 163Asn (17%).
ID 20 - - 5 35 50 15 5 - #30/935 - - 15 64Met (12%).
MY 21 - - - °19/% 761 238 - - 5719 - - 5 111Leu (10%).

MX, Meéxico; NC, Nicaragua; SR, Surinam; DB, Djibouti ;IC, Isla Comoros, IR, Irdn; GF, Guayana Francesa; MD, Madagascar; TM, Timor; FL,
Filipinas; VT, Vietnam; CH, China; CB, Cambodia; TL, Tailandia; CR, Corea; PN, Papua Nueva Guinea; VN, Vanuatu, IN, India; ID, Indonesia y MY,
Myanmar. De 32 sustituciones Unicamente 12 fueron presentes en mas de un sitio geografico. *(42Asn (66%); 43Trp (66%); 106Asn (33%); 107Gly
(33%); 108Asp (33%); 119Met (33%)).
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Polimorfismos en el gen pvmdrl

En los parasitos de México se encontrd una mutacion sindnima en el codéon 529Thr (aca—acg) en el
95.9% de las secuencias del fragmento I, con frecuencia similar anual durante el periodo 2008-2011. El
fragmento Il fue idéntico a la secuencia correspondiente de la cepa Sal I, mientras que en el Fragmento
I11 se encontraron tres mutaciones; una sindnima en el codén 1021 (ttc—ttt) y dos no-sinénimas en los
codones Thr958Met (acg—atg) y Phel070Leu (ttc—ctc). La sustitucion del codon 958 se encontrd en
todas las muestras analizadas, mientras en cuatro aislados la mutacion sinonima en el codon 1021 y en
dos de estos aislados se detectd la sustitucion en el codon 1070 de parésitos obtenidos en el afio 2010
(Cuadro 3).

En el fragmento | amplificado de los parésitos de Nicaragua, se detectaron dos mutaciones, una no-
sinénima, Asp500Asn (gat—aat) en parasitos del Silais Chinandega y una sinénima en el codon 529Thr
(aca—acg) en parasitos del RAAN. Para las secuencias del fragmento Il no se detectaron polimorfismos,
siendo idénticas a la cepa Sal I. En el fragmento Il se detectaron cinco sitios polimorficos, una
sustitucion sinénima en el codon 1021Phe (ttc—ttt) y cuatro no-sinénimas en los codones Thr958Met
(acg—atg), Tyr976Phe (tat—ttt), Phel070Leu (ttc—ctc) y Phel076Leu (ttt—ctt). Las sustituciones
958Met y 1076Leu se presentaron con alta frecuencia en parasitos de todos los municipios de Nicaragua,
mientras que la mutacion 976Phe se presento en el 63% de los parasitos pero esta frecuencia varié en los
distintos municipios: Chinandega > Rosita > Bonanza > Waspan-Pto. Cabezas. La sustitucion 1070Leu

se detectd Unicamente en el municipio de Rosita en el 7.1% de los parasitos analizados. (Cuadro 3).

Las sustituciones sindnimas se encontraron en proporciones Yy distribuciones diferentes, la del coddn
529Thr Unicamente se observd en los municipios del RAAN en un 42% vy la sustitucion del codén
1021Phe se detecto en todos los aislados de Rosita, Waspan-Pto. Cabezas y Chinandega y con menor

frecuencia (81.8%) en los parasitos del municipio de Bonanza.

Con base a las secuencias de aminoacidos de la proteina PvMDRL1, en este estudio se identificaron siete
haplotipos (Cuadro 5). De las 55 secuencias analizadas Para México, Unicamente dos haplotipos fueron
detectados, el primero con solo una sustitucién (958Met) en el 98.1% de los parasitos y un segundo
haplotipo con dos sustituciones (958Met/1070Leu). Mientras que para las 38 secuencias de Nicaragua
los haplotipos; 958Met/1076Leu y 958Met/976Phe/1076Leu fueron los més prevalentes en un 31.5% y
57.8% (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geografica de los haplotipos la proteina PvMDR1 (codones 956-
1096) de Plasmodium vivax. El circulo indica el nimero de parésitos analizados. a) Sur de
México (n= 62). b) RAAN (n=30) y c¢) Chinandega (n=8) Nicaragua. Cada color indica un
haplotipo. Haplotipos: Tyr976/Phel076 (verde oscuro); Tyr976/1076Leu (verde claro);
Tyr976/1070Leu (amarillo); 976Phe/Phel1076 (naranja); 976Phe/ 1076Leu (marrdn).

De la base de datos en NCBI/Gen Bank se obtuvieron las secuencias de los fragmentos I, Il 'y
Il de algunos parasitos de Brasil, Indonesia, Madagascar y PNG. Para el fragmento | y Il se
identificaron 13 sustituciones de aminodacidos, las sustituciones 500Asn y 529Thr fueron
detectadas en este estudio. La sustitucion 500Asn también fue reportada en Brasil, pero no en
otros parasitos fuera de Ameérica: Indonesia, PNG y Madagascar. Por el Contrario la
sustitucion 529Thr estd presente en todos los sitios antes mencionados. Las demas
sustituciones fueron casi exclusivas para un sitio geografico (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Frecuencia (%) de los haplotipos PvMDR1 de Plasmodium vivax detectados en
México y Nicaragua

Frecuencia (%)

' Meéxico Nicaragua
Haplotipo: n=52 n=62 n= 37 n= 38
FI-11-111 F i FI-11-111 F i

Cepa Sal | - - - -
Asp500/Thr958/Tyr976/Phe1070/Phel076
Sustituciones:
958Met 98 96.7 2.7 2.6
958Met/976Phe - - 2.7 5.2
958Met/1070Leu 1.9 3.2 2.7 2.6
958Met/1076Leu - - 32.4 315
958Met/976Phe/1076Leu - - 40.5 57.8
500Asn/958Met/976Phe - * 2.7 *
500Asn/958Met/976Phe/1076Leu - * 16.2 *

Cepa Sal I, GenBank AY571984.1. *No aplica

La frecuencia de haplotipos fue obtenida considerando los fragmentos juntos (I-11-111) y Gnicamente

para el fragmento Ill. La sustitucion en el residuo 500 corresponde al fragmento I. F, fragmento

Tres de estas sustituciones fueron exclusivas para Brasil (515Gly, 701Glu y 709Pro), tres para
Madagascar (510Thr, 513Arg y 829Val) y otras tres para PNG (556His, 783Val y 823Glu). Algunas
fueron mas regionales, algunas compartidas entre PNG e Indonesia o entre estos paises y Madagascar
(511His y 698Ser).

Para el fragmento Ill, ademas se obtuvo informacion de parasitos de Cambodia, India, Tailandia y
Honduras, con el mayor nimero de aislamientos analizados para este fragmento. En este fragmento se
detectaron seis sustituciones en los codones (Cuadro 3; Cuadro 6). La sustitucion en el codon 1070Leu
fue exclusiva de Mexico y Nicaragua, no fue encontrada en las otras secuencias que son principalmente
fuera de América. La sustitucion en el coddén 1021Phe ademas de presentarse en parasitos de México y
Nicaragua, también se reporta en Brasil. La sustitucion en el coddén 958Met esta presente en todos los
paises indicados en el Cuadro 6. Las sustituciones en los codones Tyr976Phe y Phel076Leu ausente en
parasitos de México, fue presentes en Nicaragua y la mayoria de paises asiaticos. La sustitucion en el

coddn Lys1048Arg fue exclusiva para Brasil (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparacion de la presencia y frecuencias de polimorfismos de PvMDR1en P. vivax de México-Nicaragua
y otras regiones del mundo.

Presencia de sustituciones de amino acidos y frecuencia (%)

Fragmento I: Fragmento I1I: Fragmento IlI:

Residuo 500 510 511 513 515 556 698 701 709 783 823 829 958 976 1048 1070 1076
Sal | Asp  Ser Arg Ser Arg Val Gly Gly Thr Ala Lys Ala Thr Tyr Lys Phe Phe

Sustitucion Asn  Thr His Arg Gly His Ser Glu Pro Val Glu Val Met Phe Arg Leu Leu
Pais n
MX 55 - - - - - - - - - - - - 100 - - 3.2 -
NC 38 21 - - - - - - - - - - - 100 63.1 - 2.6 89.4
Bz 10 40 - - - 10 - - 10 10 - - - 100 10 10 - 20
CB 118 88.1 - - 90.6
IN 64 100 - - - 96.8
ID - - 100 - - - 100 - - - - - 100 100 - - 100
MD - 28.5 - 714 - - 714 - - - - 142 100 85.7 - - 100
PN - - 80 - - 20 100 - - 20 80 - 100 100 - - 100
TL 26 100 7.6 - 69.2

MX, México; NC, Nicaragua; BZ, Brasil; CB, Cambodia; IN, India; ID, Indonesia; MD, Madagascar; PN, Papua Nu
Guinea y TL, Tailandia. Fragmento | (comprende los codones 457-571)/ Fragmento Il (comprende los codones 691-852) y
Fragmento 111 (comprende los codones 956-1096). Areas en gris, indican que no hay informacion correspondiente para esas

regiones.
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DISCUSION

En México y Nicaragua, por mas de 60 afios se ha utilizado la cloroguina (CQ) combinada con la

primaquina (PQ) en el tratamiento de P. vivax y P. falciparum (http://www.dof.gob.mx;

http://www.aisnicaragua.org). La pirimetamina con combinacién con la sulfadoxina (SP) se sugiere

como tratamiento alternativo en caso de P. falciparum resistente a la cloroquina, pero a la fecha no se ha
reportado resistencia a la CQ en las zonas de estudio, por ello, es posible que el tratamiento con SP no
sea administrado a los pacientes afectados, esto concuerda con la ausencia de polimorfismos en
PvDHFR asociados con la resistencia a la pirimetamina en parésitos de México y Nicaragua. A
diferencia del Sur de México, en parésitos de Nicaragua, las sustituciones en PvMDR1 976Phe y
1076Leu fueron de alta prevalencia, esto podria ser el resultado de la seleccion positiva por el uso de la
cloroquina, como ha sido sugerido previamente (Suwanarusk et al., 2007), o bien la introduccién de

estos haplotipos desde otros sitio geografico donde estos son prevalentes.

La cepa Sal | aislada en Centro América (CA) hace varias décadas, tiene similar secuencia de la
PVDHFR con los 73 parasitos de México obtenidos durante cuatro afios (2008-2011). Es interesante que
los parésitos de Nicaragua presentaron dos mutaciones, una silenciosa en el codén 69Tyr (5-8% en el
RAAN; 60% en Chinandega) y una insercion; ambas mutaciones estuvieron presentes en parasitos de la
region pacifico de Nicaragua (Pvdhfr, haplotipo variante). Estas mutaciones parecen no estar
relacionadas con la resistencia a la pirimetamina. La posicion de los residuos PvDHFR Ser58Arg y
Serl17Asn/Thr corresponden a los residuos en PfDHFR Cys59Arg y Serl08Asn asociados a la
resistencia a la pirimetamina en P. falciparum (de Pe’coulas et al., 1998). Al parecer los residuos Ser58
y Ser117 son importantes en la unién al farmaco (Kongsaeree et al., 2005). La ausencia de mutaciones
no sinénimas asociadas al desarrollo de la resistencia concuerda con la ausencia del uso de la
pirimetamina para el tratamiento del paludismo en estas regiones, también se podria interpretar como la
ausencia en la introduccion de parasitos donde las mutaciones (Phe57Leu; Ser58Arg; Thr61Met;
Serl17Asn/Thr; 1le173Phe) asociadas con la resistencia in vitro estan presentes (Hastings et al., 2005),
por ejemplo Iran (Sharifi et al., 2010); Tailandia (Imwong et al., 2003; Lu et al., 2010); Corea (Lee et
al., 2010) e India (Garg et al., 2012; Prajapati et al., 2006 y 2011).

Las sustituciones Phe57Leu y Ser58Arg asociadas a una reducida sensibilidad in vitro a la pirimetamina
(Hastings et al., 2005), fueron reportadas en dos de 59 parasitos estudiados de Honduras (Jovel et al.,

2011). La frontera Nicaragua- Honduras es la zona con mayor transmision en CA, ambos paises tienen
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similar situacion epidemioldgica, donde hay transmision de P. falciparum. En Honduras, la presencia de
tales sustituciones fue atribuible al uso de trimethoprim-sulfamethoxazole en el tratamiento de
infecciones respiratorias. Los casos de P. falciparum resistentes a la CQ han sido identificados s6lo en
casos importados (Jovel et al., 2011)

Es importante resaltar que el haplotipo PvDHFR variante encontrado en el pacifico de Nicaragua, fue en
el 60% durante 2006-2007 pero causante de un brote de paludismo a fines del 2012 en el Silais
Chinandega. Aqui se reportaron mas de 70 casos en Oct-Dic del 2012 (Programa de Control de vectores
de Nicaragua; comunicacion personal). Mientras las 54 muestras del RAAN obtenidas en el mismo afio
(2012) fueron similares a las secuencias de México y la cepa Sal I. Estos resultados de importancia
epidemioldgica sugieren que entre el RAAN vy el pacifico de Nicaragua hay limitado flujo parasitario.
Contrario al posible flujo dentro de las fronteras de Nicaragua y Honduras. En contraste, en Brasil, hace
varios afios se reportd la alta prevalencia de los haplotipos PvDHFR 58Arg/117Asn y
58Arg/117Asn/173Leu en el 57.2 y 42.8% de los parésitos analizados (Gama et al., 2009). Tales
sustituciones se reportan en P. vivax de distintos paises donde se ha utilizado la SP en el tratamientos de
casos de P. falciparum resistente a la CQ, por ejemplo en la India (Alam et al., 2007), Sri Lanka
(Schousboe et al., 2007) y Nepal (Ranjitkar et al., 2011).

Con respecto a PvMDRL, es probable que el residuo 958Met corresponda al fenotipo silvestre, ademas
de estar presente en todos los parasitos de México y Nicaragua, este fue detectado en todas las
secuencias extraidas del GenBank: Brasil (Orjuela-Sanchez et al., 2009); India (Shalini et al., 2013);
Papla Nueva Guinea, Indonesia (Sa et al., 2005) y Tailandia (Lin et al., 2013). También reportado en
parasitos de Nepal (Ranjitkar et al., 2011). Los tratamientos a base de CQ-PQ se han utilizado en la
region Mesoamericana desde hace varias décadas y se esperaria que el efecto protector de la primaquina
evita la sobrevivencia de parasitos poco susceptibles a la CQ. La presencia de parasitos con sustituciones
favorables podrian contar con mayor posibilidad de persistir en las zonas afectadas, entonces la
presencia de sustituciones en PvMDR (976Phe y 1076Leu) que indican?, baja susceptibilidad a la CQ?
Porque Unicamente en Nicaragua?. En el Sur de México la sustitucion Phel070Leu aunque en baja
frecuencia fue encontrada unicamente en el afio 2010, en dos de los 73 parasitos analizados. Mientras las
sustituciones 976Phe y 1076Leu fueron muy prevalentes en los parasitos de Nicaragua, el haplotipo con
dos sustituciones 976 Phe/1076Leu (57%) y los haplotipos con cada una de las sustituciones 976Phe y
1076Leu (5.2% y 31.5%, respectivamente). De hecho, sélo uno de los 38 aislados de Nicaragua tenia el

haplotipo similar a los parasitos de México (Tyr976/Phel076). En este estudio no podemos explicar tal
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diferencia, sin embargo, si esto sugiere parasitos con fondo genético distinto y que responden diferente a
la presion de seleccion o simplemente corresponde a la reciente migracion de estos haplotipos a
Nicaragua, es un tema que requiere ser investigado. No hay reportes de baja susceptibilidad o resistencia
en Nicaragua. La reducida susceptibilidad s6lo podria ser detectada en una evaluacion in vitro

(Suwanarusk et al., 2007), el uso del tratamiento CQ-PQ impediria su deteccion in vivo.

En México, todos los paréasitos del periodo 2008-2011 muestran similar haplotipo PvDHFR y PvMDR a
la cepa Sal I, no obstante se han identificado subpoblaciones con distintas caracteristicas genéticas y
patron de infectividad a los vectores locales (Joy et al., 2008; Gonzalez-Ceron et al., 2010), asi como la
relacion genética de la proteina circunsporozoitica con parésitos de origen Asiatico (Gonzalez-Ceron et
al., 2013). Por ejemplo Tailandia, India, Nepal, donde se ha reportado en PvMDR1 la presencia de los
residuos 976Phe y 1076Leu (Brega et al., 2005; Garg et al., 2012; Ranjitkar et al., 2011). Pero la
informacion en Nicaragua se limita a la presencia del genotipo cspvk210 en el pacifico (Gonzélez Cerdn
et al., 2013), asi como en Guatemala (Mendizabal y Padilla, 2006) y Honduras (Jovel et al., 2011).

En Honduras también se detectaron los residuos 976Phe y 1076Leu y los tres haplotipos encontrados en
Nicaragua 976Phe/1076Leu; 976Phe/Phel076; Tyr976/1076Leu, aunque las prevalencias fueron
muchos menores (10, 7 y 2%, respectivamente), estos aislamientos fueron obtenidos en los afios 2004-
2006/2009 (Jovel et al., 2011). Con esta informacion podemos especular que la persistencia parasitaria
en Nicaragua podria esta relacionada en algin grado con el haplotipo 976Phe/1076Leu, el cual fue
también presente en los parésitos de Chinandega causantes del brote en el 2012. Si esta situacién se
comparte con Honduras, sera necesario determinar si la prevalencia se ha incrementado en afios
recientes. En Tailandia se encontrd que los parasitos con mayor nimero de polimorfismos en Pvdhfr
fueron mas prevalentes en el 1998 que en afios previos (1992-1995) (Imwong et al., 2003), muy
posiblemente causantes de brotes y mas persistentes que otros tedricamente mas sensibles a los

medicamentos.

Es importante resaltar que la informacion obtenida en los estudios clinicos puede complementarse o
diferir con los resultados de estudios in vitro (Imwong et al., 2001; Hastings et al., 2005; Barnadas et al.,
2008), porque en los estudios de eficacia in vivo varios otros factores, ademas de las caracteristicas
intrinsecas del parésito, participan en la eliminacion de la infeccion parasitaria, como es la respuesta
inmune. Como ejemplo de ello, en Tailandia, se observé que los individuos infectados con paréasitos que

presentan mayor numero de sustituciones en PvDHFR, les tom6 mas tiempo para eliminar a dichos
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parasitos en comparacion con los individuos infectados con parasitos que no tenian dichas sustituciones
(Imwong et al., 2001).

Gama y cols (2009) reportaron los haplotipos PvMDRL1 (85.7%) 976Phe y 14.3% 976Phe/1076Leu de
alta prevalencia. Sin embargo, se detectd la ausencia de la sustitucion 976Phe en parasitos
recrudescentes (Orjuela-Sanchez 2009). En Madagascar, el haplotipo
531Arg/698Ser/908Leu//976Phe/1076Leu se encontrd en pardsitos de pacientes con la presencia o
ausencia de falla terapéutica (Barnadas et al., 2008). Demostrar la resistencia en estudios in vivo es mas
complejo, por varios factores, entre ellos la posible confusion de recrudescencias con recaidas y la
adecuada concentracion de CQ-DCQ que se alcanza en sangre (OMS, 2012; De Santana et al., 2011;
Congpuong et al., 2011; Baird, 2009). En Brasil, en el 10.7% de 112 parasitos se consideraron
resistentes a la cloroguina in vitro y 3.4% de 47 a la mefloquina, mientras los alelos para PvMDR1
fueron Tyr976 y Phel076 (Chechuan et al., 2013). Estos resultados concuerdan con la resistencia
reportada in vivo (De santana et al., 2007). La resistencia a la CQ ha sido parcialmente relacionada con
la sustitucion 976Phe en estudios in vitro, con una media IC50 significativamente mayor en parasitos de
Indonesia con la sustitucidén que con los de Tailandia sin la sustitucion (Suwanarusk et al., 2007). Asi
que la sustitucion 976Phe y posiblemente 1076Leu podrian indicar la fase primaria del desarrollo de la
resistencia a la cloroquina (Swanarusk et al., 2007; Marfurt et al., 2008; Gama et al., 2009) y en
consecuencia la baja prevalencia de la sustitucion 976Phe con la susceptibilidad de P. vivax a la CQ, por
ejemplo, el 5% en Nepal (Ranjitkar et al., 2011) y 1.2% en India (Garg et al., 2012), no siendo el mismo
caso de todas las regiones como Nicaragua, es algo que requiere mayor investigacion con estudios in

vitro e in vivo y posiblemente el anélisis genomico.

Los mecanismos moleculares de resistencia de P. vivax a los medicamentos parecen ser muy complejos
y hasta ahora s6lo una fraccion de la informacion es disponible. Ademas la evidencia de la resistencia de
P. vivax a la cloroquina es muy incierta, pocos casos de resistencia estan bien documentados y esta
prevalencia se ha mantenido baja con el tiempo. Estos resultados sobre las caracteristicas moleculares de
los genes Pvdhfr y Pvmdrl aportan informacion para la creacion de una linea basal de referencia para la
vigilancia farmacoldgica y la necesidad de establecer el monitoreo e investigacion epidemiolégica para
la deteccion temprana de la emergencia o introduccion de parasitos poco sensibles o resistentes a los

farmacos.
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Pvmdrl

Pvdhfi

B) Fragmento | C) Fragmento II D) Fragmento 111

ANEXO 1. Imagenes de geles de agarosa con los productos de PCR de Pvdhfr y Pvmdr de Plasmodium vivax
obtenidos en Meéxico y Nicaragua. El tamafio molecular de pvdhfr correspondié a ~450-500pb: Carriles 2,3,5 y 7
muestran mayor tamano molecular ( Nicaragua) que los carriles 1,6 y 8( Mexico-Nicaragua). Para pvmdrl el fragmento [
fue de =350 pb, fragmento II de = 500 pb y ara el fragmento I =450 pb. M, marcador de tamafio molecular.
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Dominio DHFR Dominio de unién Dominio TS
1-231 aa 232-332 aa 333-618 aa

Region de repetidos

Sitio Activo

1l
P33L,R34A,T35

LI I I 1
H

F57L/1,S58R, T61M,V64M M82V S93H

N130K,

H
K42N,G43W,CA49R, D105N,
$106N,L107G,Q108D,V111L,5116G,S117N/T,E119

D144E,1151V,S154R/I,K156N,K163N,Y167C,11

ANEXO 2. Distribucion de las sustituciones de aminoacido reportados para DHFR en P. vivax de distintas partes del
mundo. Se indican 32 sustituciones de aminoacidos a lo largo del fragmento (residuos 33-175) de la enzima Dihidrofolato
Reductasa (Las sustituciones subrayadas, indican su posicion en la region de repetidos de la enzima (codones 93-105).
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ANEXO 3. Tipos y frecuencias de inserciones/exclusiones en la region
repetida de la proteina PvDHFR de México-Nicaragua y otras regiones del

mundo.

Pais N Inserciones/Exclusiones

MX 73 Tipo SAL |

NC 71 18.3% insercién 104-105= TSGGDN

SR 1 Tipo SAL |

DB 1 100% exclusion 93-98= SGGDNT

IC 2 -

IR 27 18.5% inserciéon 98-99= HGGDNT;
3.7% exclusion 93-98= SGGDNT

GN 11 -

MD 15 -

™ 4 -

FL 2 -

VT 3 66.6% exclusion 98-103= THGGDN

CH 3 -

CB 1 100% exclusion 97-103= NTHGGDN

TL 14 28.5% exclusion 98-103= THGGDN

CR 21 80.9% exclusién 98-103= THGGDN

PN 11 36.3% insercién 99-99= HGGDNT;
9% exclusion 93-96= SGGD

VN 6 16.6% exclusion 93-98= SGGDNT

IN 134 0.7% y 3.7%; insercion 103-104= THGVDN y
THGGDN;
3.7% exclusion 98-103= SGGDNT

ID 20 5% y 10% insercion 98-99= HGGDNTS y SGGDNT

MY 21 47% exclusion 98-103= THGGDN

n, nimero de secuencias analizadas
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