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RESUMEN

Introduccién: Plasmodium vivaes la especie que causa el paludismas distribuido en el mundo
y s6lo en América se reportan mas de medio milnasos nuevos cada afo. Los estudios de
epidemiologia molecular y genética de poblaciongesipn ser aplicados en la caracterizacion de
poblaciones de parésitos para la descripcion derpet de transmision, disefio de vacunas y
vigilancia parasitaria. La Proteina de Union alépgor Duffy Pvdbp) es un candidato para
vacunas, participa en la invasioén del merozoitet&tulocito, capaz de inducir anticuerpos
blogueadores, la cual muestra polimorfismo antiggrien este estudio se analizaron los cambios
en las frecuencias de las variantes pPar@bp con respecto a los residuos 417, 437 y 503,
implicados en deriva antigénica, en parasitos ded8 México.

Métodos: Se utilizaron muestras dRe vivaxde pacientes obtenidas durante 1993-2011. El ADN
gendmico se utilizé para amplificar por PCR fragtoerde los geneBvdbp y Pvcitb.Los
productos de PCR se purificaron y secuenciarorelpamétodo de Sanger y se obtuvieron las
secuencias consenso. PBralbp y por periodo de tiempo se calcularon las frecuerdgas
haplotipos, de las variantes para los residuosA8¥¢503 y los indices de diversidad genética. Con
el programa structure se determinaron los grupoétg®s basados €&vdbp y Pvcitby su

relacién con las variantés/dbp /417-437-503. Se comparo el indice de diferenciagéética
(Fsm) deP. vivaxentre la muestra del Sur de México y otros siesgraficos basado &vcitbvs
Pvdbp.

Resultados:Se obtuvieron las secuencias consenso de 25220nuestras de los periodos 1993-
1994, 2000-2002 y 2010-2011 y se incluyeron 35eemas del 2006-2007 ya previamente
obtenidas. En las 102 muestras se identificardmaplotipos dé’>vdbp y cuatro variantes para los
residuos 417-437-503; KRK en el 80.4% de los aisath frecuencia se incrementé a lo largo del
tiempo. Seguido del tipo Sal I/ NWI en el 15.68%akaislados, su frecuencia disminuyo con el
tiempo y no fue detectado en el periodo 2010-2D&4 tipos NWK y KWK fueron poco
frecuentes. Con el programa structure, se ideatin tres grupos genéticos en base aRyelbp
(P1, P2y P3), P1y P2 se agruparon en un sol@dhugt b(l) y mostraron la variante KRK,
mientrasPvdbp P3 correspondié al grupo genétieecit b(ll) que expresa la variante NWI. Los
valores de Erentre México y otros sitios geogréficos dentragré de América fueron mas altos
con el marcadadPvcitbque conPvdbp.

Conclusiones:Los resultados sugieren geedbp en el Sur de México es poco polimérfico, y que
las variantes NWI y KRK para los residuos 417-483-thuy probablemente corresponden a

grupos genéticos distintos que se diversificarare hi@mpo en la region de estudio o corresponden



a migraciones distintas; las variantes NWK y KWIléran de baja frecuencia. También se sugiere
gue la reduccion en la frecuencia de la variantd NVl incremento en la variante KRK fueron
eventos independientes. En este primer acercantgntnién nos mostré reduccion gradual en la
diversidad, y perdida de haplotipos a lo largotiéehpo que concuerda con la reduccion en el

registro de casos en la region durante el periedestudio.

Palabras Claves:Plasmodium vivaxRProteina de Union al Receptor Duffy, DBP, diverdida
genética, diferenciacion genétidasf), grupos o subpoblaciones genéticas, haplotipdentido,

amino acido, variante antigénica, gevdbp, genPvcitb.

l. Introduccién

Plasmodium vivaes el parasito del paludismo mas ampliamente loistto en el mundo,
siendo un importante problema de salud publicassp@ita morbilidad en las regiones
tropicales y subtropicales fuera de Africa (Junigeial, 2014). Pese a los notables
progresos realizados para su control, el paludissmigado por esta especie sigue siendo
una de las enfermedades infecciosas mas importghte®, 2014). En la actualidad, se
estima que mas de 3.3 millones de personas estésgo de infeccion, de los cuales 1.2
millones estan en alto riesgo (WHO, 2014). En Ag#rel nimero de casos confirmados
de paludismo en la regién se ha reducido de 1]bmes en el afio 2000 a 469 000 casos en
el 2012 (OPS, 2013). En México, aunque los casgmhlelismo han disminuido
considerablemente, aln existen factores que mantiem alto riesgo de infeccién en la
region; la presencia del vector, condiciones clicagtfavorables, la baja inmunidad
humana, entre otros (WHO, 2013). Los casos repasted paludismo en México se
encuentran localizados en focos residuales dentiaits); en la costa Norte del Pacifico, en
la zona fronteriza entre los estados de Sinalogu@hua, Sonora y Durango, y en el limite
fronterizo de Durango y Nayarit. El tercer foco gande principalmente en la zona
selvética y la zona del soconusco del Estado dap@hkia lo largo de la frontera con la
Republica de Guatemala, (OPS, 2011).

Los estudios genéticos nos permiten definir lamdidad, la distribucion y la dinamica

poblacional deé°. vivaxen los sitios afectados, ademas se ha documentedas



poblaciones de parasitos difieren ampliamente éadreegiones afectadas (Escalaattal.,
2015). La coincidencia de dos o mas haplotiposnemigmo vector, permite que al ser la
recombinacién un evento comun para esta espegiernsgen nuevas variantes por ejemplo
en los genes de fases sanguineas durante la uepi@ad meidtica. (Arnotet al.,2012).

Los antigenos de fases sanguineas estan sometalpsesion selectiva, por la exposicion
a la respuesta inmune en el torrente sanguineat@uealiberacion de los merozoitos y el
proceso de invasién. La diversidad genética, sectieprincipalmente en los segmentos de
las moléculas que interaccionan con el eritrocitono parte de un mecanismo de evasion
inmune (VanBuskirlet al.,2004; Cole-Tobiart al.,2007).

Los merozoitos dB. vivaxinvaden a los reticulocitos por una serie de prasesmplejos

de interaccion de ligandos del parasito y receptdet hospedero; las principales fases son:
I. Union inicial del merozoito; Il. Reorientaciorfgrmacion de la unidon estrecha
merozoito-reticulocito; Ill. Entrada del parasitéoymaciéon de la membrana parasitofora
(Corzo-Mancilla, 2013; Tesis de Maestria/CRISP-INS®DBP participa en la formacion
de la union estrecha e irreversible con el receggajuimiocinas antigeno Duffy (DARC)
mediante la unidn al dominio extracelular N-terrhth@ DARC con la region rica en

cisteina de PvDBP justo antes de la invasion auletito (Vanbuskirket al.,2004; Dean,
2005).

La Proteina de Unién al receptor Duffy (DBP) lozatio en el cromosoma seis y que
codifica una proteina integral de membrana tipe 14D kDa; en su estructura contiene
siete dominios bien definidos: el péptido sefia$, dominios ricos en cisteinas adyacentes
amino N-cys y carboxilo C-cys (el dominio Il conslia 325 aminoacidos y el VI de 105).
Tres dominios hidrofébicos (el dominio Il consta 56 aminoacidos, el dominio IV de
151 aminoécidos y el dominio V de 111 aminoacigas dominio transmembranal (VII
gue consta de 63 aminoacidos) (Cole-Tob&éml, 2003; Vanbuskirlet al.,2004).

El dominio Il de DBP dé. vivax(Pvdbp) es muy inmunogénico y contiene los residuos
criticos para el reconocimiento del receptor, panobién contiene la mayor parte de los
residuos polimorficos que ocurren dentro de la owd&DBP (Cole-Tobiaet al.,2003).

Un andlisis global de la diversidad genéticdPgdbpm mostrd, que en 511 secuencias
analizadas se encontraron 46 polimorfismos de linmealeétido (SNP’s); los siguientes



presentaron una frecuencia alélica por encima@b: R308S, K371E, G384D, E385K,
K386N, H390RN417K, L4241,W437R, I503K y participan erepitopos de célulasBy T
(Nobrega de Soust al.,2011) La mayoriadetectados en el Sur de México (Corzo-
Mancilla, 2013; Tesis de Maestria/CRISP-INSP).

Los polimorfismos N417K, W437R e 1503K han sidoagpdos importantes por afectar la
accion de anticuerpos bloqueadores (Vanbuskied, 2004). La inmunizacion con el
fenotipo Sal-I (N417, W437, 1503; NWI) protegi6 ¢anlos parasitos que expresan el
haplotipo homadlogo; pero los haplotipos dados asicombinaciones de los polimorfismos
417N/K, 437W/R e 503I/K produjeron infecciones es tjue la actividad bloqueadora de
los anticuerpos inducidos contra el fenotipo NW4 faoderada a nula (ver anexo 2:
VanBuskirket al.,2004). Las variantes genéticas pueden mantenaigmioarse
dependiendo de las presiones selectivas, sobredddmspedero humano (Putapormip
al., 2002).

Estudios previos en México sefialan que la may@iasiparasitos circulantes son
genéticamente Unicos comparado con otras regiadesjas de tener una estructura
genética particular (Gonzalez-Ceretnal, 2013; Cerrito®t al.,2014; Corzo-Mancilla,
2013; Tesis de Maestria/CRISP-INSP;). Se ha slgaiexistencia de distintos linajes de
P. vivaxen el Sur de México (Cerritat al.,2014), y con el uso de microsatélites se han
encontrado tres subpoblacionesRderivaxde distinta compatibilidad con las especies de
mosquitos simpatricas (Jey al, 2008). Para definir subpoblaciones de parasstos,
diferenciacion y/ o estructuracion genética, lasegemitocondriales son preferibles a los
marcadores nucleares (Taykidral.,2013; Rodriguest al.,2014). Ademas, el analisis del
genoma mitocondrial sugiere que las subpoblacida®&s vivaxde América son el

resultado de migraciones multiples (Taybal.,2013).

En este estudio, para obtener conocimiento de dasnariantes antigénicas se presentan
con el tiempo, se analizaron los polimorfismo$gdbp y los cambios en las frecuencias
de haplotipos, resaltando los polimorfismos errésgduos 417, 437 y 503 en una muestra
deP. vivaxdel Sur de México durante el periodo 1993-2011a Eafinir si los distintos
haplotipos dé’>vdbp corresponden a una unica poblacion, se deternmniaso

subpoblaciones genéticas basadas en un fragmdr@itakaomo b.



.  Materiales y Métodos

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de pegiafgctados coR. vivaxque

acudieron al laboratorio de inmunoparasitologia@kitro Regional de Investigacion en
Salud Publica (CRISP-INSP) en Tapachula Chiapasgjddé&lurante el periodo 1993-2011
(Gonzélez-Cerontal., 1998, 2000, 2007, 2010, 2013; Cerrigtsal, 2014). Para este
estudio se incluyeron grupos de muestras seleat#sra azar de cada periodo de tiempo;
1993-1995, 2000-2002, 2006-2007 y 2010-2011 detdde muestras que se resguarda en
el CRISP/INSP. Las muestras correspondientes ailas 1993-1995, 2000-2001, 2010-
2011 fueron preservadas en papel filtro. Mientrgeslgs muestras correspondientes a los
afos 2002, 2006-2007 se preservaron como sangq@etanen congelacion; las secuencias
del periodo 2006-2007 fueron previamente obtenjGaszo-Mancilla, 2013; Tesis de
Maestria/CRISP-INSP). El anexo 1 muestra los cdsgmludismo en el estado de Chiapas
y la Jurisdiccion VIl del estado.

2.1. Amplificacion de los fragmentos de genes dePaoteina de union al antigeno
Duffy dominio 1l ( Pvdbpii)y del Citocromo b (Pvcitb)

La extraccion de ADN de las muestras sanguineesatigd utilizando un kit comercial
Qiagen Qiamp blood Minikit (Qiagen CA, USA) sigutkenlas instrucciones del fabricante:
de la sangre preservada en papel filtro presersado y cubierto de la luz, se cortaron seis
circulos de 0.5cm de diametro y se obtuvo un votufimal de100ul de ADN, mientras que
de 100 pl de sangre completa preservada a -708€ssengelo, proceso y se obtuvieron
200ul de ADN. EI ADN en agua se guardd a -20°Cahsistuso.

El fragmento de aproximadamente 900 pb delRpbpm fue amplificado por PCRnidada
utilizando dos pares de iniciadores (Tomasini, 2@d4<is de Licenciatura CRISP-INSP):

o DBPF1: GATAAAACTGGGGAGGAAAAAGAT
e DBPRI1: CTTATCGGATTTGAATTGGTGGC

e DBPF3: CCTCGAATGGTGGCAATCCT

e DBPR3: CCTCTTCAACGGAACAAACGCA



Se estandarizé la reaccion segun las siguienteiaiones. La mezcla de reaccion del
PCR1 se prepar6 a un volumen final de 20pL conl1d&guADN, 1.QuL de la mezcla de
oligonucleodtidos (1.25mM), 14 de cada iniciador (10pM), 1ué de MgSO4 (25mM),
4.0uL de buffer 10X, 0.2L de GoTaq DNA polimerasa (5unit/) y 10.2uL de agua grado
biologia molecular. El PCR2 se preparo a un volufimexh de 50uL con 2.5uL de ADN,
2.5uL de la mezcla de oligonucledtidos (1.25mM),2.%le cada iniciador (10pM), 4.0
de MgSO4 (25mM), 10,0 de buffer 10X, 0.pL de GoTag DNA polimerasa (5unit) y
25.51L de agua. La amplificacion se llevé a cabo bagosiguientes condiciones (mismas
condiciones para PCR1 y PCR2): 95°C por 3 min,igeguor 35 ciclos de 95°C por 45
sec, 57°C por 1 min, 72°C por 1.30 min, con unocil# extension final de 72°C por 5 min,
en un termociclador MyCycler (BioRad Hercules CAA).

Para disefar los iniciadores para citocromo Bngel@aron las secuencias respectivas
obtenidas del GenBank (AY598035.1- AY598140.1 Jartgmeset al.,2005) las cuales se
alinearon con el algoritmo Clustal W (Thompsdral.,1994) con el software BioEdit
v7.2.5. Se identificaron sitios conservados adysea los polimorfismos dentro de un

fragmento de 1000 pb aproximadamente. Los iniceslfireron los siguientes:

e CITBF1l: TCCTACATTTGCTGGAGATCCT

e CITBR1: CACCATCCACTCCATAATTCTC
Se estandarizé la reaccion segun las siguientetiaiones. La mezcla de reaccién del PCR
se preparo a un volumen final de 50uL con 3.0uRAMBIl, 2.5QuL de la mezcla de
oligonucleodtidos (1.25mM), 21 de cada iniciador (10pM), 4uQ de MgSO4 (25mM),
10.QuL de buffer 10X, 0.pL de GoTaq DNA polimerasa (5unit)) y 26.QuL de agua. La
amplificacion se llevd a cabo bajo las siguientasdéciones: 95°C por 3 min, seguido por
35 ciclos de 94°C por 40 sec, 56°C por 30 sec, fC min, con un ciclo de extension

final de 72°C por 5 min.

Tres microlitros del producto amplificado de lomgsPvdbp y Pvcitb se corrieron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se tifewarbromuro de etidio, posteriormente se
visualizaron en un transluminador con luz ultragial(UV) en un equipo con foto-

documentacién Enduro™ GDs (Labnet international,)In



2.1.2. Purificacion y secuenciacion

Los productos amplificados por PCR se purificaron el kit comercial MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen, Valencia CA) siguiendclestrucciones del fabricante. EI ADN
purificado se cuantificd con el equipo NanoDrop ND@ (Thermo Scientific, USA). Las
muestras con una concentracion de al menos 3 18g/enviaron a secuenciar en ambos
sentidos con los mismos iniciadores utilizados|é"GR usando el método de Sanger, a la
Unidad High Throughput Genomics, Department of Gem&ciences, Universidad de
Washington, Seattle, USA.

2.1.3. Revision y analisis de datos

Se reviso la calidad de las secuencias obtenidascpda gen, de forma manual y con el
programa BioEdit v7.2.5. Con las secuencias endeptanti-sentido se obtuvieron las
secuencias consenso. Ademas, para realizar lasiamgnéticos (STRUCTURE s se
extrajeron secuencias de ADN disponibles en el @ekBde los mismos genes y de otros
sitios geograficos:

Para Pvdbp: Colombia; COL (n=18: U50575-U50590), Papua NuBuinea; PNG (n=7:
AF289635, AF289640, AF289642, AF289653, AF28968B6289683, AF291096);
Tailandia, (n=23: EF219451, EF368159-EF368180, BE37, EF379134), Myanmar;
MYN (n=54: JN255576-JN255587), India; IND (n= $31491142-FJ491144, FJ491146-
FJ491161, FJ491163-FJ491169, FJ491171-FJ4911731 F03-FJ491218, FJ491221-
FJ491234, FJ491236-FJ491241), Corea del Sur; SR(nH¥N989472-IJN989483), Iran;
IRN (n=14: KF791921, KF791923-KF791926, EU86043086038), Uganda; UGN (n=7:
JX174522-JX174528).

ParaPvcitlr Africa n=17: AY791517- AY791528, IN788737, IN7887IN788765,
AY791692 (Muet al.,2005; Culletoret al.,2011); Cambodia n=19: KC330514-
KC330532 (Tayloet al.,2013); Madagascar n=26: JN788738- JN788763 (Qulktal.,
2011); Brasil n=61: AY791529- AY791540, AY791574YRA91597, KF668430-
KF668436, KC330597- KC330614 (Mt al.,2005; Tayloret al.,2013; Rodriguest al.,
2014); Venezuela n=15: KC330664- KC330678 (Tagkal.,2013); Pert n=17:



KC330633- KC330649 (Taylat al.,2013); Colombia n=17: KC330370- KC330385,
AY791547 (Muet al.,2005; Tayloret al.,2013); Nicaragua n=1: AY791541 (Mt al.,
2005); Panama n=10 AY791542, AY791548- AY791550688437- KF668442 (Met
al., 2005; Rodriguest al.,2014); El Salvador n=3: AY791543, AY791551, NC_P03
(Mu et al.,2005; Jongwutiwest al.,2005); Republica Dominicana n=1 AY791544 (lelu
al., 2005); Honduras n=2: AY791545- AY791546 (Mtal.,2005); Iran n=2: AY791625-
AY791626 (Muet al.,2005); Pakistan n=36, AY791627, AY791629, KC330406-
KC330439 (Muet al.,2005; Tayloret al.,2013); Turquia n=26: KC330481- KC330496,
JN788767- IN788776 (Taylet al.,2013; Culletoret al.,2011); Indonesia n=22:
AY791552, AY791553, AY791563, AY791567, AY791572YA91576- AY791580,
AY791582, AY598098. AY598108 (Mat al.,2005; Jongwutiwest al.,2005); Asia n=3:
AY791553, AY791555, AY791573 (Mat al.,2005); Corea del Norte n=1: AY791554
(Mu et al.,2005); Sri Lanka n=2: AY791557, AY791575 (Mutal.,2005); Tailandia
n=44: AY791556, AY791558- AY791560, AY791583, AYTHbH- AY598073 (Mwet al.,
2005; Jongwutiwest al.,2005); Vanuatu n=7: AY791561, AY791565- AY791570,
AY791574 (Muet al.,2005); Islas Salomon n=4: AY598116- AY598118, AY364 (Mu
et al.,2005; Jongwutiwest al.,2005); Vietnam n=9: AY598121- AY598127, AY791581,
AY791584 (Muet al.,2005; Jongwutiwest al.,2005), Filipinas n=1: AY791571 (Met
al., 2005); China n=35: AY791585- AY791606, AY598128- 398140 (Muet al.,2005;
Jongwutiweset al.,2005); India n=20: AY791607- AY791622, AY791624, AY1628,
AY791630, AY598120 (Mwet al.,2005; Jongwutiwest al.,2005); Bangladesh (n=9:
AY791631- AY598115 (Mwet al.,2005); Papua Nueva Guinea n=61 AY791631-
AY791690, AY598119 (Mwet al.,2005; Jongwutiwest al.,2005); Corea del Sur n=36:
AB550270- AB550279, AB550280, KC330533- KC33055¥g¢amiet al.,2010; Taylor
et al.,2013), Estados Unidos (casos importados) n=696BB861- KF668429 (Rodrigues
et al.,2014).

2.1.4. Analisis genético devdbp
Las secuencias conseri®edbp se alinearon con las secuencias de las cepas Sal 1
(XM_001608337.1) y Belem (EU395587.1). Los haplogige ordenaron de acuerdo a su

frecuencia (dh1, el mas frecuente hasta dhll, sbmfgzecuente). Se elabord una tabla de



polimorfismos, la frecuencia de los haplotipos pada periodo de tiempo, y cambios en la

frecuencia de las variantes para los residuos 3Y7503.

Considerando que en la zona de estudio, la redude&da transmision ha sido gradual y
asumiendo que tal reduccion podria afectar la dgigtad genética, se calcularon los indices
de diversidad para las secuencias totales (h=B®8-2011) y para cada periodo de
tiempo:n (Pi) — (m=2xdiji<j/(n(n—1)) es el promedio de sustituciones de nuclestjmo
sitio entre dos secuencias (Nei y Li, 19799; (fheta) = K/a, dondeK es el nUmero de

sitios segregativos en una muestra de secuendasydal1+1/2+...+1/n-1, donde es el
namero de secuencias en la muestra (Watterson).1®d@&mas, se determind el numero de
sitios de polimoérficos (S), numero de haplotiposy(diversidad haplotipica (Hd). También
se determiné el nimero minimo de eventos de reatuidin (R,), los valores de
recombinacion por gen, y en sitios adyacenteganitio el software DnaSP v5.10.01
(Librado & Rozas, 2010).

2.1.5a. Andlisis de estructura genética para defingrupos o subpoblaciones basado en
los fragmentosPvdbpi y Pvcitb en la muestra del Sur de México

Para mostrar no solo las variaciones en las frexiag de haplotipos a lo largo del tiempo
sino posibles variaciones en grupos genéticosséelumétodo de agrupamiento basado en
un modelo bayesiano e implementado en STRUCTURE42Pritcharcet al.,2000). El
namero mas probable de grupos genéticos o subpofisck) en la muestra total se
determiné mediante la probabilidad de ancestrieada haplotipo. Los parametros del
modelo fueron mezclados con las frecuencias atetioarelacionadas. Se realizaron 20
repeticiones para cataevaluada (1-8), cada uno con 100,000 interaccipn&3000
“burn-in”. El valor probabilistico d& se obtuvo a través del calculoAlé para cad&=2-

8 mediantda prueba de Evanno utilizando el software Stractiarvester web

v0.6.94 (Evannet al, 2005). Para determinar la dinAmica temporabdeytupos
genéticos identificados, los aislados se ordendeoscuerdo a la fecha de obtencion de la
muestra del paciente.

Sin embargo, los grupos genéticos obtenidos basadeksegmentBvdbp podrian estar

sesgados porque este gen esta sometido a unanplesséleccion inmunologica. Por ello y



asumiendo que la mayoria de los polimorfismos gergtie los marcadores
mitocondriales son evolutivamente “neutrales” ygmrereflejar la historia poblacional de
los linajes (Rodriguest al.,2014), se hizo el analisis de estructura usandoagmento

del Pvcitb para determinar los grupos genético®deivaxen la muestra

2.1.5b. Diferenciacién genéticaHst)

Para determinar la diferenciacion temporal y gefazg@leP. vivaxen la muestra del Sur

de México se determinaron los valores ge Este método realiza comparaciones pareadas
entre los sitios polimorficos mediante el modelddmura 2 parametros con el software
DnaSP v5.10.01 (Librado & Rozas, 2010). Primersada erPvdbp se determinaron
posibles cambios de este indice entre grupos dsipzs de distinto periodo de tiempo,
suponiendo que a mayor intervalo de tiempo hayprasabilidad de que las poblaciones

se diferencien. La diferenciacion enevivaxen la muestra y otros sitios geograficos se

realiz6 con ambos marcadoigdbp y Pvcitb.

2.2. Red de haplotipos pardvdbpi; del Sur de México

Finalmente, se analizé la correspondencia de igzogrgenéticos devdbp definidos por
el programa structure y su relacién dada por faibligcion en la red de haplotipos.

Se prepar6 una red de haplotipos, donde las relesigenéticas pueden ser inferidas a
través de pasos mutacionales, haciendo posibleseeoprocesos como diversificacion.
Para elaborar la red de haplotipos se utilizé #vsoe TCS v1.21 el cual emplea
predicciones derivadas de la teoria de coalesc@@tgaent et al., 2000) y el software
POpPART v1.7.

2.3. Relacion entre los grupos genéticos determinasl con los haplotipo$vdbp y las
variantes para los residuos 417-437-503.

Se determind la presencia y frecuencia de los lippkoy las variantes para los residuos
417-437-503 d@vdbp para cada uno de los grupos genéticos determirtachosl
programa structure y/o agrupados en la red de tippdo También se prepararon mapas

con la ubicacion geografica de los haplotipo®ddb para cada periodo de tiempo.
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I". Resultados

3.1.1. Polimorfismo genético y distribucion temporbde los haplotipos dePvdbp

Se obtuvo la secuencia consenso del fragnewdbm quecomprende los nucledtidos 592
- 1491 (aminoacido 198-497) segun la cepa de md&xeSal I. Se obtuvieron 102
secuencias consenso; 25 del periodo 1993 - 1998el38eriodo 2000 - 2001, 35
secuencias del 2006 - 2007 y 22 del periodo 2020141 (tabla 1).

Numero de muestras procesadas y amplificadas por PCR para el fragmento del gen Pvdbp,,

Periodo Muestras " Se obtuvo la
~ Muestras amplificadas N
(afios) procesadas secuencia consenso
lerintento 2do intento TOTAL
1993-1995 28 27 0 27 25
2000-2002 40 32 4 36 20

2010-2011 31 29 1 30 22
De algunas muestras que amplificaron no se obtuvo el consenso debido a la poca cantidad de producto de PCR

En este fragmento se encontraron 12 sitios policusf de los cuales 11 fueron no
sinébnimos y uno sinénimo. Se resolvieron 11 hapdst (dh1-dhl11), siendo el dhly dh2
los mas frecuentes y cuatro haplotipos fueron @iEbhaplotipo dh4 fue idéntico a la

cepa de referencia (Sal 1) detectado en 5 aisl&@oms polimorfismos encontrados en las
secuencias de aislados del Sur de México habiarrembrtados en la secuencia de la cepa

Belem, aunque ningun haplotipo fue idéntico a sstaiencia (Tabla 2).

Distribucién temporal de los haplotipPsdbp. De los 11 haplotipos encontrados en la
muestra, solo dhly dh2 se detectaron en todqselisdos de tiempo. Los haplotipos, dh3
y dh4 se detectaron los periodos 1993-1995 y 2002-2ara el 2006-2007 se detecto el
mayor niumero de haplotipos, y en 2010-2011 sotthély dh2 fueron detectados (Figura
1A).

Con respecto a los residuos 417, 437, 503, setdstaccuatro combinaciones
(VanBuskirket al.,2004; Anexo 2); el tipo Sal 1 NWI en los haplosmth3, dh4, dh6 y
dh7 y su frecuencia fue disminuyendo con el tieppo se detectaron en el periodo 2010-
2011; la variante NWK en un haplotipo dh5 se céten 2000-2002 y 2006-2007,
mientras KWK se detectd en un haplotipo unico (dletDel 2006-2007. Pero la variante
KRK fue la mas frecuente, se encontré en los hggastdhl, dh2, dh8, dh9, dhll y su

11



frecuencia se incremento con el tiempo, en el 210 todas las secuencias tenian KRK
(Figura 1B).

Tabla 2. Polimorfismo de nucle6tidos y amino acidos del BeBDBR, en parasitos del Sur de
México.

Rposicion del codén308 371 384 385 386 390 417 424 437 489 490 497 499 501 503 529 531
Rnucledtidos agg aaa gat Gaa aag cgt Aat Tta tgg acc aga gtt tca aaa ata gaa aac
Ramino acido Arg Lys Asp Gly Lys Arg Asn Leu Trp Thr Arg Val Ser Lys lle Glu Asn
Cambio de aaSer Glu Gly Glu Asn His Lys lle Arg Ser Thr Ala Lys Gly Lys Lys -

haplotipo N
dhl 60 - N - P o0
dh2 19 t 9. .g a t a a. C.. .o e e e oA
dh3 7 g a a. .T
dh4 5 ..
dh5 3 .g. .a. . a
dh6 2 .. .0 .a.
dh7 2 g.. .0. a oooan LT
dh8 1 g.. .0. a a.. CcC. .a.
dh9 1 t g. a a. CcC. .a.
dh10 1 o T, a a. . .a.
dhll 1 g.. .0. a. .t a a. CcC. .a.

Cepa Belem .t ¢.. .g. a t a a. c. .. .c. .cg aa. gg. .a.

Rcepa de referencia: Salvador 1 (XM_001608337.1)
Los cambios mostrados en mayusculas corresponaheniagiones de tipo sinénimas y los cambios
mostrados en mindsculas a mutaciones de tipo Baismas. Se muestran los polimorfismos
utilizando como referencia a la cepa Sal 1, al fieamuestra la secuencia correspondiente a la cepa
Belem; EU395587. Los haplotipos se ordenaron derdowa su frecuencia. De acuerdo a la cepa
Sal 1, el fragmento analizado comprende del co®8r4D7 (correspondiente a los pares de bases
592 a 1491). Los aminoacidos son indicados ergoddt tres letras; aa; amino acido
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h1h2 h3 h4 h5 h6 h7

h3 h4 h5S h6 h7 h8 h9 h10 11

Residuo417 K K N N N K
Residuo437 R R W W W R
Residuo 503 K K 1 1 I K

Figura 1A. Fluctuaciones en las frecuencias de higpipos dePvdbp; durante 1993-2011 en
parésitos del Sur de MéxicoOnce haplotipos ordenados por su frecuencia-dhill. Los
haplotipos dhl y dh2 se detectaron en todos loypts analizados, mientras otros haplotipos
fueron menos frecuentes. Se indican los polimodsen los residuos 417,437 y 503; K: Lisina; R:
Arginina; N: Asparagina; W: Triptéfano; I: Isoleunei.

100
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70

T

Frecuencia (%)
3

[
OO0 OO
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1993-1995 (n=25) 2000-2002 (n=20) 2006-2007 (n=35) 2010-2011 (n=22)
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Figura 1B. Cambio en las frecuencias de las variantes daePgdbp, dadas por los residuos 417-

437-503 en distintos periodos de tiempo en el 8uvidxico. NWI (lle-Tri-lle), NWK (Asn-Tri-
Lys), KWK (Lys-Tri-Lys), KRK (Lys- Arg-Lys).
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También se encontraron otros polimorfismos asosiadas variantes de los residuos 417-
437-503; para la variante NWI se asociaron losnpatfismos 390E, 517K y con la
variante KRK se presentaron los polimorfismos 17335E y 386N. En el anexo 3 se
muestra las frecuencias de los polimorfismos euliktsntos periodos de tiempo; la
variante NWI y los polimorfismos asociados a fuedisminuyendo en el tiempo, mientras
la variante KRK y algunos polimorfismos asociadasementaron su frecuencia con el
tiempo (Figura 1B y Anexo 3).

Se encontré un decremento constante en los indécesiversidad, valores de Tajima’s D

y recombinacién con respecto al periodo de tienijabla 3). En los periodos 1993-1995 y
2000-2002 los indices de diversidad genética fusiilares. Para 2006-2007, los indices
de diversidad disminuyeron, pero para los afios-201Q tal disminucion fue mucho mas
significativa. El valor Rm fue igual para los tgggmeros periodos (valor igual a 1), sin

embargo, para el periodo 2010-2011 el valor fueetde.

Tabla 3. indices de diversidad genética deDIB®;: variaciones por periodo de tiempo.

Parametros: TOTAL Por periodo de tiempo

1993-1995 2000-2002 2006-2007 2010-2011

N 102 25 20 35 22
M 12 12 12 12 5
In 0.004 0.005 0.005 0.003 0.001
Ow 0.002 0.004 0.004 0.003 0.001
H 11 6 6 8 2
Hd 0.616 0.736 0.768 0.556 0.133
Tajima s D 1.414 1.520 1.331 -0.003 0.404
Rm 2 1 1 1 0

N: nimero de aislados; M: Sitios segregativos;imero de Haplotipos; Hd: Diversidad haplotipiea;Pi;
Ow; teta; D: Prueba de Tajima; Rg, Parametro de rbawmion por gen; SR parametro de recombinacion
entre sitios adyacentes; Rm: eventos de recomidimaci

3.1.2. haplotipos déPvdbpii y grupos genéticos o subpoblaciones.

El programa STRUCTURE agrupo los haplotipo$débp;; en tres subpoblaciones
(figura 2). Mientras que a nivel global se detgmida estructuracion éh vivax(Anexo 4).
La subpoblacién P1 comprendié 59% de los 102 aisladdos tenian al haplotipo dhl, el
20% y 19% de los haplotipos se agruparon en ottasuabpoblaciones; P2: dh2, dh8, dh9,
dh10y P3: dh3, dh4, dh5, dh6, dh7, dh9, respactente (Figura 2C). Es interesante

14



observar que las subpoblaciones P1 y P2 presergarlms residuos 417-437-503 la
variante KRK y otros polimorfismos exclusivos, ntras la P3 presento el fenotipo NWI.

Similar agrupacion se observé en la red de hagstjpnexo 5).

La Figura 2D muestra los haplotipos ordenados ¢égicamente, el color indica la
subpoblacién a la cual fueron asignados (P1, P2 y3e observaron cambios en la
presencia de cada subpoblacion a lo largo deptieta subpoblacion Pl fue la mas
frecuente y se observa en todos los periodos ehgpti@nalizados; desde 1993 y hasta el
2011, muy similar a la subpoblacion P2, aunque@staa en menor frecuencia. Sin
embargo, la subpoblacién P3 se detecté desde 1888ty 2007, pero no se detecto en las
muestras analizadas del 2010-2011.

350
A 4 Delta K (L"(K)D/(L(K))
300
1.00

250
0.80

P4

. 0.60
£ 150
B oo 0.40

.20
50 0.2

0 \ - . 0.00

30 35 40 45 50 55 60

ve)

L(K) (mean - SD 1.00

-50! 0.80

0.60
-100

[InP(D)]

0.40

150 0.20

0.00

|2010-2011

- 1993-1994 2000-2002 2006 -2007

Figura 2. Subpoblaciones de. vivaxen parasitos del Sur de México basado en el fragmen
Pvdbp, 1993-2011. A) Grafica de probabilidad logaritmileaDelta K, sugiere la resolucion de 3
subpoblaciones como lo mas probable para este gripecuencias (K=3). B) Grafica de la
probabilidad logaritmica [IR(D)] de los datos paré=1-6. C) subpoblaciones &e vivax(cada

barra corresponde a un aislado y cada subpoblaeiémdica con color distinto. D) Se muestra el
orden cronologico de las subpoblaciones genétitadificadas; 102 aislados (cada barra
corresponde a un aislado y cada subpoblacion sbintdi color. la subpoblacion mas frecuente (P1
dbp; azul) se detect6 en los distintos tiempos, singkero en menor frecuencia la subpoblacion P2
dbp, /roja, mientras parésitos de la poblaciordBf, /verde no se detectaron en 2010-2011.
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3.2. Agrupamiento de las variantes del geRvdbpi; en los grupos genéticos definidos

por el mismo marcador y por el gerPvcitb

El fragmento amplificado del ge&itocromo bse obtuvo para 40 aislados, de tamafio
aproximado de 875pb y coordenadas 745 -1619 (aciohms249-540), solo se logro
obtener de las muestras de ADN extraido de saogneleta: ocho aislados del periodo
2001-2002 y 32 del periodo 2006-2007. Se identificainicamente tres haplotipos y estos
se agruparon en dos subpoblacione$deivax(Figura 4). Comparando con K=3 también

se distinguen dos subpoblaciones, aunque la masiariarece ser mezclada (Anexo 6).

RCodén: 288 343 395 476

Enucleotidos ata agt gga it
Raminoacido Ile Asn Ala Leu
Cambiodeaa Arg Ser Gly Phe Periodo
TOTAL 2001-2002 2006-2007
haplotipo n n
chl 30 . & £ .a 6 24
2 7 1
as I e ia 0 3 cit b-! cit b

CepaBelem -2 .. ... .

Figura 4. Polimorfismos del geRvcitby su agrupacion esubpoblaciones de. vivaxdel Sur de
México

A) Frecuencia de los polimorfismos de nucleétidanyino acido del geRvcith

B) subpoblacionegienéticas de. vivax.Se usaron las secuenciasd@eaislados del 2000-2007
(cada barra corresponde a un aislado y cada swdgp@blcorresponde a color distinto.

La subpoblaciomit b-1 correspondié a los grupos genéticodddbpm P1y P2, aqui se
identificaron cuatro haplotipos; el dhl fue el rfrésuente (72%), seguido del dh2
(21.21%) y los dh10 y dh11; todos presentaron teante KRK. Mientras, la subpoblacién
cit b-1l comprendio el grupo genético 8xdbp P3 se identificaron otros cuatro haplotipos
Pvdbp y un aislado con el haplotipo dhl en esta predormeirienotipo NWI (Tabla 4). En
general y a pesar de lo limitado de la muestrazadd pardvcitb hubo correspondencia
entre los dos grupos genéticos y las variaRtetbp NWI contra KRK. La variante NWI

se detectd principalmente entre la ciudad de Tapaghla zona costera mientras la

variante KRK entre la ciudad de Tapachula y lagasilde colinas (Figura 4).
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Tabla 4. Frecuencias de haplotipos Bedbp en las subpoblaciones descritas por el marcador
Pvcitben parasitos del Sur de México.

n (Subpoblacion Frecuencia n (Subpoblacion

i 0,
1cith) (%) 2 cit b) Frecuencia (%)

haplotipo
Pdepu

havi 24 72.72
havi 7 21.21
h3 - -
h4 - -
h5|l _ _ _
h6' - - 1 14.24
h7' - - - -
havil _ _ _ _
hovii _ - 1 14.24
h1oVv 1 3.03 - -
h11vi 1 3.03 - -

=

14.24

42.85
14.24

oW o

*Subpoblaciones del gdPvcith, ver figura 4A.

Presencia de tri-residub; NWI; 1l: NWK, lll: KWI; IV: KWK; V: KRI; VI: NRI VII: NRK, VIII: KRK

Fisher’s exact test£0.05)p=0.000 para ambos grupos y considerando los resieludas posiciones 417-437-503 p=
0.018.
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Figura 4. Distribucion geografica y temporal de los haplosiglel gerPvdbp y la variante

detectada en los residuos 417-437-503 en para@tddur de México. Para cada mapa se

indica en periodo de afios de la muestra.
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3.3. Diferenciacion genética d@. vivax

Basado en el gevdbpi: Los valores de drde la comparacion de los aislados de distintos
afnos mostraron que el valor mas alto geféte entre los afios 1993-1995y 2010-2011
(0.169), seguido de 2000-2002 contra 2010-2012{.1 0s valores de las otras
comparaciones fueron menores de 0.060. Por ot lasl valores dd=st deP. vivaxdel

Sur de México comparado con otras regiones del mosdilaron entre 0.174-0.31,
excepto entre SMX e IRN, que obtuvo un valor d&83)Tabla 5A).

Basado en el gevcith: Los valored=st entre parasitos de México y otros sitios
geograficos dentro y fuera de América fueron glfo$75-0.799) més altos que los
obtenidos con el marcadBrdbpi. Entre regiones de América los valores geflieron
bajos; entre CAy BRA, CAy CO, BRAy VEN, BRA y COVEN y COL y de valores
moderados a altos fueron entre PER y VEN, BRA y 0¥ valores entre lugares de
América y fuera de América fueron altos exceptoebitG que mostré valores bajos con
América excepto SMX. En otras regiones fuera de iadadambién entre paises cercanos
se obtuvieron valores bajos, THA y CAM (0.088) eswreste de Asia, Por otro lado, se
observé que entre distantes regiones también nanesfores bajos: IND y MAD (0.004),
PAK y MAD (0) (Tabla 5B).
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Tabla 5. Diferenciacion genéticdgr) deP. vivaxdel Sur de México. (A) En base al gewdbp.: Se compararon
los grupos de parasitos por periodo de tiempo negrrasitos de las distintas regiones geografiBagn base
al fragmento del geRvcith se incluy6 la muestra del Sur de México y pap&sile otros sitios geogréficos.

A).
México (afos):
1993- 2000- 2006- 2010-
Mexico: Total 1995 2002 2007 2011 NIC coL IND IRA SK MYA

1993-1995  0.0228

2000-2002  0.0085  0.0202

2006-2007  -0.0105 0.0529  0.0330

2010-2011  0.0544  0.169 0.1274  0.0065

NIC 0.1813  0.0691  0.1225  0.2352  0.3777

coL 02993 02055  0.2433  0.3444  0.4476 0.1459

IND 0.1941  0.1079  0.1029  0.2417  0.3725 0.0957  0.2035

IRA 0.0688 0.0138  0.0368  0.1005  0.2224 0.3458  0.1957  0.0499

SK 03109 02215 02414 03535  0.4894 02883 03325 0.1205  0.1861

MYA 0.1748  0.1439  0.1077  0.2031  0.2953 0.1914 02692 0.0886  0.1169  0.1522

THL 0.1699  0.1414  0.0965  0.2008  0.2893 0.1933  0.2475 0.0980  0.1371  0.1636  0.0187
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B).

MEX CA BRA  VEN PER COL TUR PAK IDN THA CHI IND PNG SK MAD
CA 0.7645
BRA 0.7847 0.0027
VEN 0.7001 0.0184 0.0164
PER 0.7328 0.2625 0.2804 0.0711
COoL 0.7736 0 0.0027 0.0184 0.2537
TUR 0.6950 0.7938 0.8382 0.6682 0.7298 0.8135
PAK 07272 0.8585 0.9016 0.7070 0.7704 0.8730 0.0214
IDN 0.7992 0.8911 009134 0.7915 0.8289 0.8971 0.8178 0.8845
THA 06376 0.1989 0.2223 0.1706 0.2755 0.2130 0.5645 0.5945  0.6832
CHI 04753 05992 0.6218 0.5628 0.595 0.6140 04629 04817 03766  0.4608
IND 06122 0.6290 0.6817 05431 0.6110 0.6613 0.6774 08178 0.6774 04511 0.3902
PNG 0.6895 0.0132 0.0284 0.0283 0.2002 0.0251 0.6654 0.7082  0.7888  0.1122 0.5345 0.5265
SK 0.6511 07220 0.7476 0.6604 0.6969 0.7360 0.5422 0.5777 0.064 0.5564 0.1814 0.4422 0.6435
MAD 0.7127 0.8496 0.893 0.7018 0.7649 0.8649 0.02 0 0.8754  0.5895 0.4680 0.0042 0.7012  0.5692
CAM 05567 0.3662 038 03203 0.3832 0.3711 05816 0.6024 0.6496  0.0884 0.3981 04925 0.2603  0.5358 0.5939
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V. Discusion

El estado de Chiapas, México, es uno de los estadssafectados por el paludismo y
donde el niumero de casos se ha mantenido sobremartinas fronterizas con América
Central. En la jurisdiccion sanitaria VII de eswdtlo, el niUmero casos ha fluctuado con el
tiempo; en 1998 el fendmeno de El Nifio y en el 2aaG6rmenta STAN afectaron las
zonas y aparentemente contribuyeron al incrementa gansmision, aunque la cinétae
casos sobre todo después del afio 1999 indica dnecién gradual y constante, de hecho
la reduccion ha sido tan significativa que el paésclasificado en etapa de pre-eliminacion
del paludismo en el 2009 (WHO, 2009). Los indiceslidersidad parBvdbp

encontrados en este estutlieron bajos y disminuyeron ain mas con el tiengpque es
consistente con la gradual disminucion de casda ergion. Dos haplotipos fueron
persistentes en todos los periodos dhl y dh2 et R paraPvdbp fue de 1 en todos los
periodos, excepto en 2010-2011 fue de cero indémdo deteccidn de los haplotipos que
muestran esta caracteristica que no correspondieh ywdh2. Aan con la poca sensibilidad
de este marcador dado por la limitada variacidnpaositio registrar la disminucién en los
indices de diversidad, pero para cambios mas ss@eequeriria marcadores mas variables
(Barryet al, 2014).

La Proteina de Unién al Receptor DuffyRlevivax(PvDBP) es un candidato importante
para vacunas (Cole-Tobiahal.,2003). La participacion deévdbp justo al momento de

la invasion podria explicar el lento desarrollcud@ inmunidad adquirida natural y
protectora (Barbedo et al., 2007). La exposiciamstante es condicionante para desarrollar
anticuerpos contra diferentes variante®ddbp que circulan en una zona endémica dada
(Barryet al.,2014). Ademas, hay evidencia que indica que lispdismos en los

residuos 417, 437 y 503 @&vdbp estan implicados en la evasion de anticuerpos
neutralizantes (Fraset al.,1997; VanBuskirlet al.,2004). Los polimorfismos que
conforman los once haplotipos fueron detectadqsaedisitos de distintas zonas afectadas
del mundo como Sudameérica, Medio oriente, Estergs®el de Asia, Oceania y Africa, de
hecho el mayor nimero de variantes (n=6) se deeecRrasil, Tailandia y Myanmar
(Tomasini H., Tesis de licenciatura/CRISP-INSP).
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Se detectaron cambios en las frecuencias de hagdadiePvdbpi; en 102 aislados se
detectaron 11 haplotipos con cuatro variantes Ipareesiduos 417-437-503 (NWI, NWK,
KWK, KRK), los haplotipos mas frecuentes teniamdaante N417K (hidréfile» bésico),
W437R (hidrofébice» basico), 1I503K (hidrofobice> basico). NWK y KWK fueron de
muy baja frecuencia y detectados sélo entre 200Z-2Bs interesante que los resultados
del analisis de STRUCTURE con estas mismas se@agsggieren que los haplotipos con
el fenotipo dominante KRK corresponden a una sulagamn distinta de los haplotipos que
presentaron el fenotipo Sal I; NWI. Esta agrupaciéos fenotipos también se determiné

con el marcador mitocondriBivcith.

Los parasitos con fenotipo NWI se ubicaron prinlcimnte en la Costa del Soconusco, Sur
de México y un grupo con el fenotipo KRK se ubicaabpie de montafia. Estas
subpoblaciones identificadas con el marc&atbp podrian ser similares a las descritas
con el analisis de microsatélites y asociadascargpatibilidad con los vectores locales
(Joyet al.,1998); ya que hay cierta coincidencia geografiteeecl y f1 / f2 con P3-NWI

y P1-KRK / P2-KRK, respectivamente. La Unica difetia entre P1 y P2 fue un dominio
que P2 comparte con la cepa Belem. Los haplotipoktfenotipo NWI fueron

disminuyendo en la region a lo largo del tiempo.

En el Sur de MéxicdR. vivaxse transmite principalmente por dos vectofesmpheles
albimanusencontrado principalmente en zonas costeras. ypseudopunctipennis
encontrado en zonas mas altas (pie de montafiaugpeean los 600 msnm (Rodriguéz e
al., 2000). En el 2010-2011 la disminucion de lagraision impacté la diversidad, sélo los
haplotipos mas frecuentes en afios previos preeategide hecho los haplotipos que no se
detectaron corresponden a una subpoblacién emiaEapachula-Costa que esta mas
relacionada a la cepa Sal | y posiblemente cooredgn a parasitos compatibles ém
albimanus(Gonzélez-Ceroet al, 1999; Rodrigueet al, 2000; Joyet al.,2008). La
persistencia de los haplotipos con fenotipo KRKrfmdstar dada por diversos factores
como la adaptacion del parasito a vectores locledta transmisibilidad, parasitos
capaces de producir recaidas o infecciones asitittanaentre otros (Gonzalez -Cegin

al., 2010; Joet al, 2008; Barryet al.,2014).
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Por dltimo, aunque los marcadores nucleares lgan(giles para distinguir parasitos de
distintas regiones, los marcadores mitocondrialesipn tener algunas ventajas sobre estos,
especialmente para definir subpoblaciones, debalgumnas razones: (1) debido a que se
heredan uniparentalmente, los linajes de genom@somdriales no se recombinan entre si
(Rodrigue<et al.,2014); (2) estudios €&n. falciparumhan evidenciado que los haplotipos
de marcadores mitocondriales se agrupan en radmasuerdo al origen geografico de las
muestras (Conwagt al, 2000); (3) como ya se ha comentado anteriorm&ge
marcadores mitocondriales son evolutivamente nlestsapueden reflejar de forma mas
precisa la historia poblacional de los linajes lpsemarcadores nucleares (Rodrigaeal,
2014). La diferenciacion medida por el paramegpusando un fragmento debcitb fue

alta y contundente, de hecho los resultados sumggre los parasitos de SMX son distintos
a los de CA y SA indicando poco flujo parasitamtre SMX y el resto de América, pero
alto flujo parasitario entre CA y SA, en menor gradn zonas del Perd. También fue
interesante que entre parasitos de PNG y par@i@t@A y SA tuvieron valoressirbajos
mientras con otros sitios geogréficos estos fuahmws. La interpretacion de esto es
complicada porque PNG esta en un continente magdey es poco probable la migracion
o flujo entre CA/SA y PNG que no se evidencio eBuwl de México. Aunque, otro estudio
revela que los haplotipos &xdbp circulantes en PNG se distribuyen ampliamente en
otras regiones del mundo, incluyendo a CA y SAetJal.,2012), tal vez por migraciones
ancestrales, o porque estas van evolucionando derensimilar. Cabe mencionar que la
muestra analizada paPacitbfue limitada y es necesario fortalecer estos tadas

ampliando la muestra en tiempo y espacio.

Usando herramientas de genética de poblacionessddgdeterminar la compleja
dinamica evolutiva de. vivax como las variantes se comparten, generan, pErsist
dispersanPvdbm en el Sur de México es poco polimdrfico, esta salnet una fuerte
seleccion positiva como se ha demostrado en distadnas geogréficas, probablemente
debido a la respuesta inmune que ocasiona dertigaita en los residuos 417-437-503
(VanBuskirket al.,2004; Sousat al.,2011). En este estudio, se resolvieron dos
subpoblaciones genéticas®evivaxen el Sur de México basados en el Beaoith. La
subpoblacidrtit b-1 se relacioné con la varian®ydbp KRK, misma que predominé en el

tiempo, identificada como la mas persistente ead@n. Pero, la disminucién de la
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frecuencia de NWI parece no estar relacionada kcimeremento en el fenotipo KRK, los
resultados sugieren que NWI y KRK correspondentdagmones distintas. Pero, el analisis
del genoma mitocondrial podria ser Gtil para deteamsi ambas sub-poblacionegdbm

se han diferenciado en la region o correspondeigaaimones distintas que fueron
evolucionando paralelamente, por su ubicacion gdiogry compatibilidad vectorial (Joy
et al, 2008; Gonzalez-Cerdt al.,2010). Entonces la presencia de las variantessen |
residuos 417-437-503 podria no corresponder atetkrla deriva antigénica, aunque a
partir de estos resultados es muy dificil legana conclusion; tendriamos que poder
explorar en las poblaciones humanas afectadagelaahcia de anticuerpos y fenotipos de

las posiciones variantes 417-437-503.

Finalmente, nuestros resultados indican que lagspas del Sur de México son una
poblacion genéticamente bien diferenciada, lo gggese un limitado flujo genético d&
vivaxpara el Sur de México podria ser ventajoso pasaasice en la eliminacion del

paludismo en la region.

23



Bibliografia

Arnott, A., Barry, A.E. & Reeder, J. C. Understarglthe population genetics of
Plasmodium vivax is essential for malaria contrad alimination. Malaria Journal 2012;
1-10.

Barbedo MB, Ricci R, Jimenez MC, Cunha MG, Yazda®j Chitnis CE, Rodrigues MM,
Soares IS. Comparative recognition by human Ig@adtes of recombinant proteins
representing three asexual erythrocytic stage maazndidates of Plasmodium vivax.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2007; 102(3):335-9.

Barry AE, Arnott A. Strategies for designing andmtoring malaria vaccines targeting
diverse antigens. Front Immunol 2014; 5:359.

Cerritos R, Gonzélez-Ceron L, Nettel JA, WegieiGenetic structure of Plasmodium
vivax using the merozoite surface protein 1 icbfsagment reveals new hybrid haplotypes
in southern Mexico. Malar J. 2014 Jan 29; 13:35.

Chootong P1, Ntumngia FB, VanBuskirk KM, Xainli@gle-Tobian JL, Campbell CO,
Fraser TS, King CL, Adams JH. Mapping epitopeshefRlasmodium vivax Duffy binding
protein with naturally acquired inhibitory antibedi Infect Immun. 2010; 7 8(3):1089-95

Cole-Tobian J, King CL. Diversity and natural séil@c in Plasmodium vivax Duffy
binding protein gene. Mol Biochem Parasitol 20037:121-32.

Cole-Tobian JL, Michon P, Dabod E, Mueller I, Rely. ©ynamics of asymptomatic
Plasmodium vivax infections and Duffy binding phiatpolymorphisms in relation to
parasitemia levels in Papua New Guinean children.JATrop Med Hyg. 2007; 77(5):955-
62.

Corzo-Mancilla J. Diversidad genética y antigémdeamoléculas candidatos para vacunas
(dbpll, amall-ll y mspl) del merozoito de Plasmatuiivax del sur de México. Tesis de
Maestria CRISP-INSP 2013.

Conway DJ, Fanello C, Lloyd JM, Al-Joubori BM, BaloAH, Somanath SD, Roper C,
Oduola AM, Mulder B, Povoa MM, Singh B, Thomas AQfigin of Plasmodium
falciparum malaria is traced by mitochondrial DNVl Biochem Parasitol. 2000;
111:163-171.

Dean L. Blood Groups and Red Cell Antigens, Natiditarary of Medicine, National
Institutes of Health, Bethesda, 2005.

Evano, 2005. Structure Harvester.

Fraser T, Michon P, Barnwell JW, et al. Expressiod serologic activity of a soluble
recombinant Plasmodium vivax Duffy binding protdimfect Immun 1997; 65:2772-7.

24



Gonzalez-Ceron L1, Rodriguez MH, Santillan FV, Herdez JE, Wirtz RA. Susceptibility
of three laboratory strains of Anopheles albimafiRiptera: Culicidae) to coindigenous
Plasmodium vivax circumsporozoite protein phenatyipesouthern Mexico. J Med
Entomol. 2000; 37(3):331-4.

Gonzalez-Ceron L, Rodriguez MH, Betanzos AF, Ab&digfficacy of a rapid test to
diagnose Plasmodium vivax in symptomatic patiehtSloapas, Mexico. Salud Publica
Mex. 2005; 47(4):282-7.

Gonzélez-Ceron L, Alvarado-Delgado A, Martinez-Rache J, Rodriguez MH, Ovilla-
Mufioz M, Pérez F, Hernandez-Avila JE, Sandoval RAdriguez Mdel C, Villarreal-
Trevifio C. Sequence variation of ookinete surfacégins Pvs25 and Pvs28 of
Plasmodium vivax isolates from Southern Mexico Hradr association to local anophelines
infectivity. Infect Genet Evol. 2010; 10(5):645-54.

Gonzalez-Ceron L, Legorreta-Herrera M: Malaria: 1€nt actors for treatment In Current
Topics of Drug Desing in Parasitic and Bacteriadd2ises. Edited by Tellez VA, Pedraza
RM. Kerala, India: Transworld Research Network 20125.

Gonzalez-Ceron, Mu J, Santillan F, Joy D, SandMa) Camas G, Su X, Choy EV,
Torreblanca R. Molecular and epidemiological chimazation of Plasmodium vivax
recurrent infections in southern Mexico. Paraséctérs 2013; 18: (6).

Gonzalez-Ceron L, Martinez-Barnetche J, MonterdsS@| Santillan F, Soto AM,
Rodriguez MH, Espinosa BJ, Chavez OA. Moleculademiiology of Plasmodium vivax
in Latin America: polymorphism and evolutionaryatbnships of the circumsporozoite
gene. Malar J. 2013; 12:243.

Gutiérrez-Lopez S. Polimorfismo de la region C-teahde la proteina de superficie del
merozoito-1 de Plasmodium vivax colectados en ldga. Tesis de Maestria
CRISP_INSP 2014.

Jongwutiwes S, Putaporntip C, lwasaki T, Ferreitd, Manbara H, Hughes AL.
Mitochondrial genome sequences support ancientlatipa expansion inPlasmodium
vivax. Mol Biol Evol. 2005; 22:1733-1739.

Joy DA, Gonzalez-Ceron L, Carlton JM, Gueye A, FgyMcCutchan TF, Su XZ. Local
adaptation and vector-mediated population strugtuRdlasmodium vivax malaria. Mol
Biol Evol. 2008; 25(6):1245-52.

Librado, P. & Rozas, J., 2010. DnaSP.

Mu J, Joy DA, Duan J, Huang Y, Carlton J, WalkdBarnwell J, Beerli P, Charleston MA, Pybus
OG, Su XZ. Host switch leads to emergence of Plakmno vivax malaria in humans. Mol Biol
Evol. 2005; 22(8):1686-93

25



Nobrega-Souza T, Carvalho LH, Alves-Brito CF. Waride genetic variability of the
Duffy binding protein: insights into Plasmodium &/ vaccine development. PLoS One.
2011; 6(8).

Ntumngia FB, Rey CL, Adams JH. Conserved and vagpitopes of Plasmodium vivax
Duffy binding protein as targets of inhibitory maanal antibodies. Infect Immun. 2012;
80(3):1203-8.

Pan American Health Organization. Report on theasibn of malaria in the Americas,
2008. Washington, DC, USA: Pan American Health @izgtion 2011.

Pan American Health Organization. Report on theatibn of malaria in the Americas,
2011. Washington, DC, USA: Pan American Health @izgtion 2013.

Putapornit C, Jongwutiwes S, Grynberg P, Cui L, lfagyAL. Nucleotidesequence
polymorphism at the apical membrane antigen-1 loeusals population history of
Plamodium vivax in Thailand. Infect. Genet. Evd09; 9:1295-1300.

Rodrigues PT, Alves JM, Santamaria AM, CalzadaXxH#yavong M, Parise M, da Silva
AJ, Ferreira MU.

Using mitochondrial genome sequences to track tiggnaof imported Plasmodium vivax i
nfections diagnosedin the United States. Am J Megd Hyg. 2014; 90(6):1102-8

Taylor JE, Pacheco MA, Bacon DJ, Beg MA, Machadg Rdirhurst RM, Herrera S, Kim
JY, Menard D, Pévoa MM, Villegas L, Mulyanto, SnounG, Cui L, Zeyrek FY,
Escalante AA. The evolutionary history of Plasmadiavax as inferred from
mitochondrial genomes: parasite genetic diversitthe Americas. Mol Biol Evol. 2013;
30(9):2050-64.

Tomasini-Ovilla HA. Analisis de polimorfismo de Rxoteina de Unién al Antigeno Duffy
(DBPII) del merozoito de Plasmodium vivax que daocen Nicaragua. Tesis de
Licenciatura CRISP-INSP 2015.

VanBuskirk KM, Cole-Tobian JI, Baisor M, Sevova EB#ckarie M, KINg Cl, Adams JH.
Antigenic drift in the ligand domain of Plasmodiwiwax duffy binding protein confers
resistance to inhibitory antibodies. J. Infect..2i804; 1(190):1556-1562.

World Health Organization: Guidelines for the treaht of malaria. 2nd edition. Geneva,
Switzerland: WHO press; 2013.

World Health Organization: Guidelines for the treaht of malaria. 2nd edition. Geneva,
Switzerland: WHO press; 2014.

26



Lista de abreviaturas

Abreviatura

Significado

P. vivax
P. falciparum
DBP
Pvdbp
Pvcitb
ADN
PCR
CRISP
INSP
Fst

Rm

M

Hd

11

Plasmodium vivax

Plasmodium falciparum

Proteina de Union al Receptor Duffy
Gen gque codifica al Dominio Il de la Proteina dedn al Receptor Duffy
Gen mitocondriaCitocromo b
Acido Desoxirribonucleico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Centro Regional de Investigacion en Saludié&ib
Instituto Nacional de Salud Publica
indice de Diferenciacion genética
Eventos minimos de Recombinacion
Mutaciones

Diversidad Haplotipica

indice Pi

indice teta

Parametro de recombinacion por gen
parametro de recombinacidn entre sitios adyasent
Haplotipo

Arginina

Lisina

Asparagina

Triptéfano

Isoleucina

Serina

Glicina

Sur de México

Nicaragua

Centro América

Brasil

Venezuela

Peru

Colombia

Turquia

Pakistan

Indonesia

Tailandia

China

India
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PNG
SK

MAD
CAM
MYA

Papua Nueva Guinea
Corea del Sur
Madagascar
Cambodia

Myanmar
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Anexo 1.Casos de Paludismo per vivaxconfirmados y registrados. A) para el Estado deis
durante el periodo s 1990-2013; B) para la Jutsdin VIl del Estado de Chiapas, durante 1996-
2013 (datos disponibles).
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Anexo 2.Polimorfismos en los residuos Bedbp 417, 437, 503 y su efecto en la
inhibicién por anticuerpos bloqueadores inducidw#ti@ la variante silvestre NWI:
Tomada de&/anbuskirket al, (2004).
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Anexo 3.Frecuencia de polimorfismos por periodo de tiemglaggnPvdbp en parasitos del Sur

de México.
Rposicion del codon308 370 384 385 386 390 417 424 437 503 529 531
Rnucledtidosagg aaa gat gaa aag cgt aat Tta tgg Ata gaa Aac
Ramino acidoArg Lys Asp Gly Lys Arg Asn Leu Trp lle Glu Asn
Cambiode aaSer Glu Gly Glu Asn His Lys lle Arg Lys Lys -
Periodo (%) (%) (%) (%) (6) (%) ) ©6) %) ) %) ®)
1993-1995 (n=25) 12 24 40 12 12 24 64 64 64 64 24 24
2000-2002 (n=20) 35 3% 35 35 3B 20 70 70 70 75 5 5
2006-2007 (n=35) 17 20 34 17 17 11 89 89 86 91 6 6
2010-2011(n=22) 18 18 18 18 18 0 100 100 100 100 O 0

Anexo 4 Analisis de la estructura genéticaRlevivaxbasado eRPvdbp. Se distinguieron seis
subpoblaciones pero a nivel global se observo psttacturacion por ejemplo SMX, NIC, COL
muestran poblaciones parcialmente diferenciadasn@®uyeron 378 aislados de distintos sitios

geograficos.
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Anexo 5.P. vivax relaciones genéticas de los haplotiPegbp. La red de haplotipos nos muestra
cbémo se relacionan los haplotipos detectados grpacion en subpoblaciones (indicado por el
color del marco). Para cada grupo de haplotipasdiea el fenotipo dado por los residuos 417-
437-503; principalmente NWI y KRK.
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Anexo 6.Subpoblaciones de. vivaxmediante un fragmento del gBrcitb (nucleétidos 745-1619)
en el Sur de México, 2001-2007. Se muestran lacgréfelta K que indica que lo mas probable es
la presencia de tres subpoblaciones y la gréafig€ LSe muestran las figuras de la estructura
genética de acuerdo a K2, K3 y K4, en todas seandilos subpoblaciones, para K3 y K4 sugiere
gue estan conformadas por poblaciones mezcladas.
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