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Introduccion

La Malaria o Paludismo es una enfermedad metaxénica e infecciosa pro-
ducida por la invasion a los glébulos rojos por parasitos conocidos como Plas-
modium, pertenecientes al Phylum Aplicomplexa.

El Plasmodium sp. esta caracterizado por la presencia de organclas que
forman un complejo apical, el cual le permite la invasion a las células hospe-
dadoras, como son los eritrocitos. En esta fase del ciclo de vida del parasito,
se presentan las manifestaciones clinicas en el vertebrado, producidas por in-
fecciones simples (la mayoria de los casos) o mixtas dado a la ocurrencia de
cuatro especies de Plasmodium que infectan a humanos. Las especies de Plas-
mosdium. vivax, P. ovale y P. malarie causan morbilidad, siendo responsables
de patologias mas benignas. Sin embargo, la especie que causa la mayoria de
las infecciones severas y es responsables de la alta tasa de mortalidad es P. fal-
ciparum.

El parasito de la malaria es una especie compleja, que es transmitida por
el mosquito Anopheles spp. al hospedador susceptible humano, entrando al to-
rrente sanguineo, por inoculacion salival, mientras la hembra-anofelino toma
su ingesta sanguinea durante la noche.

En el hombre, el parasito se desarrolla dentro de los eritrocitos con di-
versos estadios de vida, produciendo posteriormente la lisis del eritrocito (es-
quizonte tardio), liberandose el estadio de merozoito consecuencia de la re-
produccion asexual, los cuales invaden otros eritrocitos. La Esquisogonia eri-
trocitica genera los sintomas tipicos de la enfermedad, el paroxismo malarico,
con fiebres cada tres o cuatro dias, acompanadas de sudoracion y escalofrios.
En el caso del P. falciparum, una de las principales causas patoldgicas y de
mortalidad es la adherencia de los eritrocitos parasitados al endotelio cerebral
y de otros capilares, los cuales conducen a la obstruccion vascular frecuente-
mente seguida por un estado de coma y finalmente la muerte del paciente,
siendo una patologia de importancia socio-econémica para los paises donde
existe una alta incidencia, dado a las caracteristicas patogénicas, que implican
en el mejor de los casos una poblacion humana con necesidades de atencion
medica, pero poco productividad econémicamente por las ausencias laborales,
lo que limita la existencia de un verdadero desarrollo sustentable.

La OMS declara esta enfermedad como un problema de salud piblica
mundial, ya que entre 350 y 500 millones de personas se infectan, de las cua-
les 1,3 a 2 millones fallecen anualmente.

La malaria a pesar de su ciclo de transmision, no es una enfermedad uni-
forme, ya que su impacto y manifestacion depende de las caracteristicas epi-
demioldgicas del area, Adicionalmente, la dinimica y demografia humana, jue-
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ga un papel importante en la propagacion de esta enfermedad metaxénica, de-
cretandola como una enfermedad infecciosa, transmisible y comunicable, lo
cual ha incrementado las epidemias, re-emergencias e importacion de la mala-
ria (con un incremento de la mortalidad).

Por otro lado, la aplicacion de drogas anti-malaricas e insecticidas, sin la
existencia de protocolos adecuados a las historia epidemiolégica del foci, que
incluya pautas preventivas, curativas y de control de la enfermedad, han provo-
cado la resistencia a drogas del Plasmodium, la resistencia a insecticidas del
Anopheles, el deterioro de las campanas en el uso de mosquiteros impregna-
dos con insecticidas, asi como la falta de personal capacitado, ausencia de en-
trenamiento, actualizaciones y transferencia tecnolégica, que permitan un
diagnostico certero a tiempo, un tratamiento efectivo de la enfermedad, la
prevencién de la malaria en mujeres embarazadas, manejo integrado de vecto-
res, el monitoreo-manejo-evaluacion efectiva y rapida de las epidemias en la
mejor relacion costo-eficiencia

Sin embargo, la elaboracién de un adecuado protocolo requiere de una
integracion multi-nacional, multi-institucional, multi-disciplinaria, y la crea-
cion del cuadruple “Investigador-Estado-Comunidad-Ciudadano”, para que los
programas de manejo y control de la malaria funcionen.

El objetivo de este simposio es dar a conocer los recientes avances que se
han logrados en las diferentes lineas de investigacion relacionadas a la enfer-
medad, como son la evaluacion de la resistencias a drogas por técnicas mole-
culares, la estrategia para generacion de nuevas drogas, el desarrollo y mejo-
ramiento de técnicas de diagndstico, el entendimiento de los mecanismos ce-
lulares del parasito para la invasion de las células hospedadoras, el estudio de
proteinas antigénicas que puedan ser usada en la generacién de una vacuna
efectiva contra la enfermedad, incluir dentro de las estrategias de manejo de
la malaria, estudios de ecologia satelital, uso de la tierra, mecanismos de
transmisioén, taxonomia, sistemdtica, eco-genética, genética de poblaciones,
filogenia para el mejoramiento de los programas de control de las poblaciones
vectores. Finalmente establecer una red anti-malarica con la colaboracién con
los diferentes grupos de trabajo y sus investigadores para el control efectivo
de la enfermedad en nuestras regiones, bajo los parametros establecidos por
la OMS/OPS.
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Sesion Parasito. Diagnéstico y Biologia Celular

Lunes 16 de Julio de 2007

Coordinadores de la manana:

Dres. Lilian Spencer y Anthony Holder
Coordinadora de la tarde:

Dra. Amanda Maestre

7:30-8:00

8:00-8:45
8:45-9:15

9:15-9:45
9:45-10:30
10:30-11:00

11:00-11:15
11:15-11:45

11:45-12:00
12:00-2:00
2:00-2:30

Entrega de material. Apertura-Au-
toridades.

Charla inaugural.

Actualizacion en el Diagnostico de
la Malaria en Venezuela. Dra. No-
raida Zerpa (IDEA, Venezuela)
Sesion de preguntas

Refrigerio

Plasmodium vivax establece un
sistema de trafico intracelular en
el glébulo rojo parasitado. Dra.
Carmen Bracho (IVIC, Venezuela)
Sesion de preguntas

Malaria parasite invasion of red
blood cells. Dr. Anthony Holder
(Inglaterra)

Sesion de preguntas

Almuerzo

Localizacion topografica de antige-
nos de Plasmodium spp. en la

2:30-2:45
2:45-3:15

3:15-3:30
3:30-4:00
4:00-4:30

4:30-4:45
4:45-5:00

membrana del eritrocito infectado
y la proteina transportadora de
aniones AE-1 6 Banda 3. Dr. Gil-
berto Payares (UCV, Venezuela)

Sesion de preguntas

Vigilancia molecular de la resisten-
cia a los antimalaricos en Colom-
bia. Dra. Amanda Maestre (Colom-
bia)

Sesion de preguntas

Refrigerio

Redescubriendo a las 4-aminoqui-
nolinas como potenciales agentes
antimaldricos: Nuevas modificacio-
nes. Dr. Simén Lépez (USB, Vene-
zuela)

Sesion de preguntas

Cierre
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Sesién Drogas Antimalaricas

Martes 17 de Julio de 2007

Coordinador:
Dr. Randolph Alonso

8:00-8:45

8:45-9:15

9:15-9:45

Desarrollo de componentes poten-
ciales de candidatos a vacunas
contra la malaria basados en pseu-
dopéptidos de isosteros de enlaces
peptidicos derivados de secuencias
conservadas del Plasmodium falci-
parum. Dr. José Manuel Logano
(Colombia)

Infeccion maldrica, estrés oxidati-
vo y anti-maladricos. Dra. Neira
Gamboa (UCV, Venezuela)

Sesién de preguntas

9:45-10:30
10:30-11:00

11:00-11:15
11:15-12:00

12:00-2:00

Sesion Epidemiologia de la Malaria

Coordinador:

Dr. Jesus Berti

2:00-2:30

2:30-2:45
2:45-3:15

Disefno de un sistema de vigilancia
y control de la Malaria en el con-
texto de la descentralizacion de los
servicios de salud. Municipio Caji-
gal, Estado Sucre. Dra. Nereida
Delgado (UCV, Venezuela)

Sesion de preguntas
Ecoepidemiologia o Paisaje de la
Enfermedad: una disciplina emer-
gente o re-mergente para el estu-
dio de la malaria en Venezuela.
Dra. Maria Eugenia Grillet (UCV,
Venezuela)

3:15-3:30
3:30-4:00
4:00-4:30

4:30-4:45
4:45-5:00

Refrigerio

Compuestos semi-sintéticos con
actividad biol6gica de interés obte-
nidos a partir de metabolitos se-
cundarios encontrados en la natu-
raleza. Dr. Randolph Alonso (Costa
Rica)

Sesién de preguntas

Mesa Redonda.  Coords. Dres.
Amanda Maestre y Gilberto Paya-
res

Almuerzo

Sesion de preguntas
Refrigerio

Uso de la tierra, diversidad de es-
pecies y transmision de malaria en
Venezuela. Dra. Yasmin Rubio-Pa-
lis (MSDS-Venezuela)

Sesion de preguntas

Jierre
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Sesi(’)n Ponencias Libres

Miércoles 18 de Julio de 2007

Coordinadora de la mafana:

Dra. Yasmin Rubio-Palis

Coordinadora de la tarde:
Dra. Nereida Delgado

8:00-9:15
9:15-9:45
9:45-10:30
10:30-11:00
11:00-11:15
11:15-11:45
11:45-12:00
12:00-2:00

Ponencias libres.
Sesion de preguntas
Refrigerio
Ponencias libres
Sesién de preguntas
Ponencias libres
Sesién de preguntas

Almuerzo

Sesién Vectores

Jueves 19 de Julio de 2007

Coordinadora de la manana:

Dra. Jan Conn
Coordinadora de la tarde:
Dra. Jazzmin Arrivillaga

8:00-8:45

8:45-9:15

9:15-9:45
9:45-10:30
10:30-11:00

Conflicts in Anophelinaec Taxo-
nomy. Dra. Maria Anice Sallum
(Brasil)

Impacto de la Filogenética en
Anopheles y malaria. Dr. Juan Car-
los Navarro (UCV, Venezuela)

Sesion de preguntas
Refrigerio

Importance of Population Genetics
and Phylogeography to Malaria

2:00-2:30
2:30-2:45
2:45-3:15
3:15-3:30
3:30-4:00
4:00-4:45

4:45-5:00

11:00-11:15
11:15-11:45

11:45-12:00
12:00-2:00

Ponencias libres

Sesion de preguntas
Ponencias libres
Sesion de preguntas
Refrigerio

RED-PLASMA. Coords. Dras. Lilian
Spencer vy Jaszmin Arrivillaga

Cierre

Epidemiological Studies. Dra. Jan
Conn (USA)

Sesion de preguntas

dPor qué un enfoque genético?
Dra. Yadira Rangel (UCV, Vene-
zuela)

Sesion de preguntas

Almuerzo
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2:00-2:30

2:30-2:45

Control de vectores. Pasado, pre-
sente y futuro. Dr. Jestis Berti
(IAE, Venezuela)

Sesion de preguntas

2:45-4:00

4:00-4:30
4:30-5:00

Mesa Redonda. Coord. Maria Anice
Sallum vy Juan Carlos Navarro

Cierre Jornada

Evento Cultural
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Sesion Parasito. Diagnéstico y Biologia Celular

Actualizacion en el Diagnéstico
de la Malaria en Venezuela

Noraida Zerpa

Centro de Biociencias y Biologia
Molecular, Fundacion Instituto de Estudios
Avanzados. Caracas, Venezuela.

La malaria afecta entre 300 y 500 millones
de personas cada afio en el mundo y provoca al-
rededor de 1 a 2,5 millones de muertes anual-
mente. En Venezuela se producen alrededor de
40.000 casos cada ano siendo los estados Boli-
var, Sucre y Amazonas los mas afectados y la es-
pecie predominante Plasmodiun vivax (81,2%).
Un tratamiento oportuno dependera de un diag-
nostico inmediato y preciso y la gota gruesa y
extendido de sangre sigue siendo la prueba de
eleccion (gold standard) para el diagnostico de
la malaria, ya que permite la identificacion de la
especie parasitaria, estimacion de la parasitemia
y estadio de desarrollo. Sin embargo, tiene cier-
tas limitaciones (entrenamiento de personal, ex-
perticia y equipos), lo cual ha incentivado el de-
sarrollo de nuevos métodos de diagndstico. Esos
métodos incluyen diferentes téenicas basadas en
PCR (PCR anidada y RT-PCR). El limite de de-
teccion de estas téenicas es similar al método
parasicolégico, pero requieren personal capaci-
tado y equipos costosos, por lo tanto estdan limi-
tadas a centros de referencia. También se han
introducido los ensayos inmunocromatograficos
de diagnéstico rapido basados en la captura de
antigeno circulante aplicables en condiciones
de campo, especialmente en areas de dificil ac-
ceso. Dos de estos métodos han sido evaluados
en nuestro pais, el Now® ICT™ Malaria Pt/Pv (Bi-
nax, Inc., Portland, ME), basado en la captura

de la proteina HRP, del parasito y de la enzima
aldolasa, comtin para P. falciparum, P. vivax y
P. malariae. Este método mostré una sensibili-
dad de 81,4% vy especificidad de 100% para el
diagnoéstico de malaria. El otro método evaluado
fue el OptiMAL® el cual detecta la deshidroge-
nasa lactica (pLDH) del parasito, encontrandose
una sensibilidad de 100% para infecciones por
Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum en
parasitemias =200 parasitos/u. Estas técnicas
son de gran utilidad pero no pueden sustituir al
método parasicoldgico.

Plasmodium vivax establece un
sistema de trafico intracelular en el
glébulo rojo parasitado

Carmen Bracho

Laboratorio de Inmunoparasitologia,
Centro de Microbiologia y Biologia Celular.
IVIC, Apdo. 21827. Caracas 1020-A,
Venezuela.

Los parasitos Plasmodium durante su ciclo
asexual invaden a los glébulos rojos y se desarro-
Ilan en ¢l interior de una vacuola parasitologia.
El glébulo rojo es una célula poco activa en pro-
cesos de biosintesis y pobre en organelos para el
trafico intracelular. Sin embargo, ¢l desarrollo
del parasito requiere de un aumento considera-
ble en la captacion de sustratos para la sintesis
de proteinas, acidos nucleicos y membranas.
Esto se logra mediante el establecimiento de un
sistema de trafico intracelular inducido por el
parasito en el glébulo rojo parasitado (GRP).
Este novedoso sistema trafico esta conformado
por una red de membranas tubo vesiculares




10

Conferencias

(MTV), entre las que destacan, cisternas, vesicu-
las y caveolas. Hemos estudiado el trafico secre-
tor de Plasmodium vivax en el GRP, mediante
métodos de inmuno-localizaciéon de proteinas
por microscopia de fluorescencia convencional o
con focal y electronica de transmisién. La inmu-
no-marcacion de la Pv-148, una proteina que el
parésito exporta hacia la membrana de superti-
cie del GRP y la co-tinciéon de membranas con
ceramida conjugada a Bodipy-FL, una sonda con
afinidad por el aparato de Golgi, revel6 que la
Pv-148 se exporta de manera abundante y en
asociacion con estructuras tubo-vesiculares que
se tifien con la ceramida fluorescente. Adicio-
nalmente examinamos la naturaleza de red MTV
indagando homologos de marcadores de organe-
los de trafico intracelular de eucariotas, como el
reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y
las caveolas. Con estos estudios se encontraron
homologos del tetrapéptido KDEL, la sarcalume-
nina y de una ATPasa de calcio (la SERCa-ATPa-
sa) todos residentes del reticulo endoplasmati-
co; el primero, confinado a la regién perinuclear
del parasito y los otros dos, en asociacion con
estructuras tubulares del citoplasma del GRP.
También se evidenciaron tres moléculas propias
de la membrana de las caveolas, caveolina-2, ca-
veolina-3 y flotilina-2, asociadas a estructuras
vesiculares adyacentes a la membrana plasmati-
ca del GRP, donde co-localizaron caveolina-2 y
tlotilina-2. Ninguno de estos marcadores fue de-
tectado en eritrocitos sanos y reticulocitos. La
comparacion de estos hallazgos con la organiza-
cion de otros sistemas de transporte de eucario-
tas, indica que la red MTV establecida por P. vi-
vax en el GRP, constituye un organelo complejo
que conecta el pardsito con el citoplasma del
GRP vy el entorno extracelular, con semejanzas
bioquimicas al aparato de Golgi, el reticulo en-
doplasmico y las caveolas. Financiado por FO-
NACIT (S1-2000000633 vy F-2000001531) y FO-
NACIT-ECOS-NORD (PI-2003000313,/V04502).

Malaria parasite invasion of red
blood cells

Anthony Holder

Division of Parasitology, MRC National
Institute for Medical Research. Mill Hill,
London NW7 1AA, United Kingdom.

The malarial parasite develops in the blood
and this causes the discase. The parasite must
invade a red blood cell in order to replicate. The
invasive form, the merozoite, is a polarized cell
equipped with specialist apical organelles (for
example the micronemes and the rhoptries) and
a molecular motor to invade the host cell. The
current model is that proteins on the parasite
surface mediate the first interaction between
merozoite and red cell. This interaction is aug-
mented by proteins derived from the mi-
cronemes to form a tight junction between the
two cells. The actomyosin motor lies under the
surface of the merozoite and moves the tight
junction towards the rear of the parasite, result-
ing in it moving into the vacuole that is formed
by invagination of the red cell plasma mem-
brane. Components of the rhoptries are trans-
ferred to this parasitophorous vacuole and
therefore may function in vacuole development
or other post-invasion processes. We have stud-
ied several parasite components to determine
their role in the process of invasion. This work
has identified potential vaccine components and
targets for drug discovery to combat the dis-
ease.

Localizacion topografica de
antigenos de Plasmodium spp. en la
membrana del eritrocito infectado y
la proteina transportadora de
aniones AE-1 o Banda 3

Zoraida Farias! y Gilberto Payares?

1Escuela de Medicina José Maria Vargas.
2Instituto de Biologia Experimental,
Universidad Central de Venezuela, Caracas,
Venezuela.

En la infeccion por parasitos de la malaria,
la invasién del glébulo rojo y la reproduccion
asexual del parasito en el eritrocito, son respon-
sables en gran medida de la patogenicidad de
esta enfermedad. Estos eventos son acompaiia-
dos de interacciones ligando-receptor, senaliza-
cion, trafico celular y diferenciacion, que han
sido investigados en las tltimas décadas. Inmu-
nofluorescencia y hemaglutinacion con anti-
cuerpos plasmodio-especificos, indican que anti-

Investigacion Clinica 48(Sup. 1): 2007



Simposio Internacional de Malaria. Situacion, avances y perspectivas 11

genos del parasito se expresan en la superficie
de los eritrocitos infectados. Igualmente, grados
diversos de cambios ultra-estructurales que
afectan la membrana del eritrocito infectado,
han sido asociados con el desarrollo intracelular
del parasito. El proceso de invasion se inicia con
un reconocimiento y enlace a receptores del eri-
trocito, seguido por reorientaciéon y unién del
complejo apical. Un proceso de senalizacion
conduce a la liberacién de moléculas de organe-
los apicales que parecen mediar criticamente el
movimiento e internalizacion del parasito en la
vacuola del eritrocito. Varias macromoléculas
de la membrana del eritrocito han sido propues-
tas como receptores de invasion de Plasmodium
spp. El complejo sanguineo Duffy, las glicofori-
nas y la Banda 3 (AE-1) son reconocidos por
co-receptores de invasioén en varias especies del
genéro. La Banda 3 es la proteina integral mas
abundante en la membrana del eritrocito y ha
sido senalada como uno de los mas importantes
mediadores en la invasion y colonizacién del glo-
bulo rojo por P. falciparum. En consecuencia,
modificaciones de la banda 3 en eritrocitos in-
fectados con este pardsito, han sido reportadas.
Entre otras, agregacion y movilidad restringida
en la membrana, reorganizacion y expresion de
neo-antigenos. En este trabajo, hemos empleado
el modelo malaria-ratén para investigar la ubica-
cion topografica de antigenos de P. berghei y P.
chabaudi, en la membrana del eritrocito. Para
ello, hemos utilizado tres métodos de radio-iodi-

nacién de proteinas en la superficie de eritroci-
tos intactos infectados, seguido por inmunopre-
cipitacion con anticuerpos especificos y andlisis
mediante SDS-PAGE y auto-radiografia. Igual-
mente, dos niveles de parasitemia fueron utiliza-
dos en los radio-marcajes; e.g. parasitemias altas
(40-50% GR infectados) y parasitemias modera-
damente bajas (15-20% GR infectados). La inmu-
noprecipitacion de la banda 3 (proteina transpor-
tadora de aniones AE-1) en eritrocitos infectados
y no infectados marcados con Bolton-Hunter y
con lactoperoxidasa-glucosa oxidasa, requiere es-
pecial atencion. Asi, un ctimulo de evidencias
han demostrado la participacion de la banda 3 en
la invasion del eritrocito por P. falciparum. Igual-
mente, liposomas con la banda 3 incorporada
inhibieron in vitro la invasion de eritrocitos por
P. falciparum. Estos resultados condujeron a los
investigadores a sugerir que la banda 3 participa
en el proceso de invasion en un paso que involu-
cra una interaccion especifica de alta afinidad
con algtin componente del pardsito. Mas recien-
temente, ha sido sugerida una interaccion entre
la proteina superticial del merozoito (MSP-1) y la
banda 3, como una de las vias de invasion del eri-
trocito. Finalmente, las modificaciones demos-
tradas en la banda 3 como consecuencia del pro-
ceso de invasion y/o desarrollo del parasito, pare-
cen estar involucradas en los fenémenos de cito
adherencia y secuestro, de los GR infectados
donde auto anticuerpos contra la banda 3, pare-
cen jugar un papel preponderante.

Sesién Drogas Antimalaricas

Vigilancia molecular de la resistencia
a los antimalaricos en Colombia

Amanda Maestre

Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia. Medellin,
Colombia.

Cada ano cerca de 200.000 nuevos casos
de malaria son reportados en Colombia, de los

cuales alrededor del 23% corresponde a infec-
cién por Plasmodium falciparum. Para esta es-
pecie y durante los ultimos 20 afos, el esquema
de tratamiento recomendado por el Ministerio
de Salud ha sido la amodiaquina mas sulfadoxi-
na-pirimetamina. Durante los dltimos cuatro
anos hemos evaluado la frecuencia de mutacio-
nes en los genes pfert y pfmdr-1, relacionados
con la resistencia de P. falciparum a diversos an-
timaldricos. El estudio se realizé en tres locali-
dades del departamento de Antioquia (Turbo, El
Bagre y Zaragoza) ubicado en el Nor-occidente
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del pais y el municipio de Tumaco, sobre la
Costa Pacifica. Las mutaciones en los codones
72, 74, 75 y 76 de pfert y en los codones 86 y
1246 de pfmdr-1 se estudiaron mediante PCR-
RFLP. Un total de 269 muestras clinicas fueron
analizadas. Los resultados confirman la fijacion
de la mutacién en el codén 76 de pfert en todas
las muestras estudiadas. Reportamos por pri-
mera vez en Colombia, la presencia de dos nue-
vos haplotipos de este gen: CMNET y SMNT.
Con respecto al gen pfmdr-1, se detect6 la pre-
sencia de alelos mutantes en un 3% de las
muestras procedentes de Antioquia y este se
observd en su forma silvestre en todas las
muestras de Tumaco. El codén 1246 de
pfmdr-1 se encontré6 mutante en el 92.3% de
las muestras de Antioquia y en ¢l 22% de las de
Narifio. Los resultados confirman la alta fre-
cuencia de algunas mutaciones en los genes es-
tudiados, lo que podria explicar la creciente fa-
lla al tratamiento antimalérico.

Redescubriendo a las
4-aminoquinolinas como potenciales
agentes antimalaricos:

Nuevas modificaciones

Simén Lopes

Departamento de Quimica, Universidad
Simén Bolivar. Valle de Sartenejas,
Caracas 1080A, Venezuela.

Debido al alarmante desarrollo de resisten-
cia a las drogas antimalaricas tradicionales, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha pre-
dicho que en ausencia de nuevas estrategias, el
nimero de casos alrededor del mundo podria
duplicarse para el ano 2010.! Recientemente, se
ha desarrollado un nuevo grupo de 4-aminoqui-
nolinas efectivas derivadas de la amodiaquina,
que carccen de la toxicidad de la misma y con
una excelente actividad sobre cepas resistentes
a la cloroquina, la mds activa de ellas, Isoquina
1, actualmente se encuentra en estudios de Fase
Clinica I1.2 En vista de la efectividad de esta alti-
ma, nuestro laboratorio se encuentra desarro-
llando diversos derivados del tipo deoxo (inclu-
yendo analogos fluorados) de Isoquina 2 como
posibles nuevos agentes antimaldricos; la facili-

dad de su sintesis en apenas tres pasos de reac-
cion desde materiales de partida disponibles co-
mercialmente y en buenos rendimientos, los
hace atractivos como nuevas drogas que contri-
buyan al establecimiento de una adecuada rela-
cion estructura quimica-actividad biolégica en
este tipo de compuestos. Se presentan también
los resultados de actividad biolégica preliminar
de derivados del tipo 2 sobre ratones infectados
con P. yoelii. Agradecimiento: DID-USB (Cara-
cas, Venesuela).

Desarrollo de componentes
potenciales de candidatos a vacunas
contra la malaria basados

en pseudopéptidos de isésteros

de enlaces peptidicos derivados

de secuencias conservadas del
Plasmodium falciparum

José Manuel Lozano!:2 y
Manuel Elkin Patarroyo!?

Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia-FIDC. Bogota, Colombia.
2Departamento de Farmacia y Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de
Colombia. Bogota, Colombia.

La malaria continta siendo uno de los fla-
gclos de la humanidad ocasionando altas tazas
de morbilidad y mortalidad en los paises en vias
de desarrollo. Como consecuencia de las nuevas
condiciones climaticas ocasionadas por factores
culturales y naturales la malaria en la actualidad
presenta un perfil de expansion epidemioldgica
hacia regiones ubicadas en las zonas templadas
del planeta. Hace algo mdés de veinte anos nues-
tro grupo de investigacion establecié una prime-
ra aproximacion hacia el desarrollo de vacunas
sintéticas contra la malaria. Esta condujo a la
obtenciéon de una proteina sintética hibrida de-
nominada SPf-66, la cual tuvo una excelente efi-
cacia protectiva en el modelo animal del mono
Aotus y una limitada eficacia en humanos en los
diferentes estudios clinicos realizados. Poste-
riormente nuestros esfuerzos se han encamina-
do hacia la obtenciéon de una nueva generacion
de vacunas contra la malaria basadas en la selec-
cion racional de péptidos no polimérficos de
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alta capacidad de unién (HABPs) a sus células
blanco. Una vez detectados, los residuos criticos
para la unién de estos HABPs se sustituyen sis-
tematicamente por otros residuos seleccionados
especificamente. Una estrategia alterna consiste
en ¢l desarrollo de potenciales componentes a
vacuna basados en el cambio de la naturaleza de
los enlaces peptidicos que unen estos residuos
criticos. Este nuevo tipo de moléculas se esta-
blece como sondas estructurales particulares
asociadas con actividades funcionales inmunolé-
gicamente contra la malaria, mostrando efica-
cias protectivas frente al reto experimental del
modelo animal en ensayos in vivo postuldndose
como potenciales componentes de una segunda
generacion de vacunas multiestadio y multicom-
ponente contra la malaria.

Compuestos semi-sintéticos

con actividad biolégica de interés
obtenidos a partir de metabolitos
secundarios encontrados

en la naturaleza

Randolph Alonso y Nien Tzu Weing

Laboratorio General de Investigacion,
Facultad de Farmacia, Universidad de
Costa Rica (UCR). San Pedro de Oca,
San José, Costa Rica.

La medicina folkl6rica actual en Sur-Amé-
rica posee informacién etnobotdnica que se ori-

Sesién Epidemiologia

Uso de la tierra, diversidad
de especies y transmision de malaria
en Venezuela

Yasmin Rubio-Palis

Direccion de Salud Ambiental, Ministerio
de Salud, BIOMED, Universidad de
Carabobo. Maracay, Venezuela.

La malaria es la enfermedad transmitida
por vectores mds importante en Venezuela, re-

gina de la época Pre-colombina, esta informa-
cion es rica en plantas medicinales y productos
naturales que son capaces de tratar diversas en-
termedades tropicales. Esta informacion etnobo-
tanica disponible en la actualidad nos permiti6
identificar a la Lasiantheae fruticosa en Centro
América y a la Espeletia thumbnails pertenecien-
te a los climas de paramos de Sur-América como
especies con caracteristicas ideales para la ob-
tencion y extraccion de kaurenos. La sintesis de
productos naturales a partir de resinas de arbo-
les tropicales es una estrategia utilizada desde
hace mucho tiempo en la quimica de productos
naturales. Nuestro interés son los novedosos
compuestos semi-sintéticos obtenidos a partir
de metabolitos secundarios encontrados en es-
tas resinas. La utilizacion del manool, 4acido
grandiflorénico y el 4cido podocarpico como es-
queleto basico nos permitieron en el pasado ob-
tener compuestos biologicamente activos utili-
zando esta estrategia.Los protozoarios pertene-
cientes al Phylum Apicomplexa han demostrado
ser un verdadero reto en el desarrollo de nove-
dosos farmacos especialmente los antimalaricos.
Las nuevas dianas actualmente identificadas
producto de la descodificacion del ADN del Plas-
modium han abierto una puerta a los terpenoi-
des naturales. Nuestro objetivo fue aumentar la
actividad biol6gica de estos diversos metabolitos
secundarios encontrados en estas especies per-
mitiendo obtener novedosos compuestos con ac-
tividad antimalarica, anticancerigena y antimi-
crobiana.

sultando un problema de salud publica. Entre
los anos 2000 y 2006 se reportaron un total de
241.380 casos, 70% de los cuales ocurren en los
estados Amazonas y Bolivar. Las dareas de riesgo
se encuentran en eco-regiones caracterizadas
como malaria costera (estado Sucre) donde el
principal vector en Anopheles aquasalis, malaria
de piedemonte (estados Barinas, Tachira, Truji-
llo) donde el vector principal en An. nunestovari
y malaria en bosques de tierras bajas (estados
Amazonas y Bolivar), en donde el vector es An.
darlingi. Cambios en el uso de la tierra como re-
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sultado de actividades antrépicas han creado di-
ferentes situaciones ecoldgicas y epidemiol6gi-
cas. La malaria costera, debida principalmente a
Plasmodium vivax, actualmente esta confinada
a los estados Sucre y Delta Amacuro, con espo-
radicos brotes en Nueva Esparta. Estos estados
principalmente habitados por criollos, cuyas ac-
tividades econémicas principales son la agricul-
tura y la pesca, con migraciones frecuentes a las
zonas mineras del estado Bolivar. Los principa-
les criaderos de An. aquasalis son los extensos
manglares, sin embargo en rios y cafos se ha
encontrado a An. aquasalis asociados An. pseu-
dopunctipennis, An. oswaldoi, An. argyritarsis,
An. triannulatus y An. marajoara. Mientras que
en capturas sobre cebos humanos sélo se captu-
ra An. aquasalis. La malaria de piedemonte, que
abarca varios estados occidentales, fundamen-
talmente es causada por P. vivax, el vector prin-
cipal es An. nunestovari y pueden estar involu-
crados en la transmision An. marajoara y An.
oswaldoi. La actividad econ6mica principal es la
agricultura y ganaderia, para lo cual se han tala-
do extensas areas de bosques creando las condi-
ciones propicias para el establecimiento de una
fauna de anofelinos muy diversa. Hasta el pre-
sente se han reportado 11 especies antropofili-
cas: An. nunestovari, An. triannulatus, An. ma-
rajoara, An. oswaldoi, An. strodei, An. rangeli,
An. benarrochi, An. neomaculipalpus, An. calde-
roni, An. pseudopunctipennis y An. punctimacu-
la. La malaria de bosques de tierras bajas se ubi-
ca en los estado Bolivar y Amazonas, con circu-
lacién de las tres especies de parasitos: P. falci-
parum, P. vivax y P. malariae, cambiando la
formula parasitaria de un lugar a otro y de un
ano a otro. El 4rea con mayor incidencia de ma-
laria se ubica en el Alto Orinoco, habitado por
aproximadamente 15.000 indigenas de la etnia
Yanomami. Las practicas agricolas se basan en
la tala y la quema. Los criaderos de anofelinos
mas comunes son lagunas y pozos, y el anofelino
mas frecuente es An. oswaldoi. Sin embargo,
dentro de las viviendas o “shabonos”, 99% de los
mosquitos adultos capturados en altas densida-
des son An. darlingi. Una situacion contrastante
la encontramos en el estado Bolivar. En la cuen-
ca del rio Caura, habitada por indigenas de las
etnias Ye kwana y Sanema, las practicas agrico-
las de tala y quema han creado sabanas artificia-
les. Los criaderos principales son lagunas y has-

ta el presente se han colectado seis especies de
anofelinos, siendo la mds frecuente An. oswal-
doi; mientras que en las colectas de hembras
adultas con cebos humanos se han colectado
cuatro especies, resultando An. darlingi la mas
abundante. En el extremo oriental del estado
Bolivar, municipio Sifontes, encontramos cam-
bios ambientales dramdaticos que se han acen-
tuado en los dltimos 20 anos, con deforestacion
masiva para mineria, agricultura, explotacion
maderera y urbanizacién. Durante el afio 2006,
este municipio reporté una incidencia de mala-
ria muy alta (160 casos X 1.000 habitantes) con
predominio de P. vivax. En términos de abun-
dancia y diversidad de especies de anofelinos,
los criaderos del tipo hueco de mina, son los
mas productivos, colectdndose 14 especies.
Mientras que las colectas de hembras adultas
han reportado seis especies; las mas abundantes
resultaron An. darlingi, An. marajoara y An.
neomaculipalpus. Estas tres especies resultaron
positivas a proteina circumesporozoitos de P. vi-
vax (var. 210 y 247) y P. falciparum y por hende
pueden estar involucradas en la transmision.
Jomo hemos visto, cambios antropogénicos en
areas boscosas introducen heterogenidad am-
biental, creando nuevos habitats para la ovipos-
tura de los anofelinos, resultando en un incre-
mento de la diversidad de especies y la emergen-
cia de vectores de los parasitos malaricos.

Ecoepidemiologia o Paisaje de la
Enfermedad: una disciplina
emergente o re-mergente para el
estudio de la Malaria en Venezuela

Maria Eugenia Grillet

Laboratorio de Biologia de Vectores,
Instituto de Zoologia Tropical,

Facultad de Ciencias, Universidad Central
de Venezuela. Caracas, Venezuela.

La ecoepidemiologia ha surgido reciente-
mente como una disciplina que brinda el marco
conceptual para el estudio de los factores ecolo-
gicos y epidemioldgicos, implicita y explicita-
mente espaciales, que determinan el riesgo o in-
cidencia de la infeccion bajo la concepcion de
que las enfermedades ocurren en un paisaje de-
terminado. Sin embargo, ya a principios del si-
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glo pasado, el parasitélogo Pavlovsky habia insi-
nuado esta aproximacion para el estudio de las
enfermedades, en lo que el describié como la
“epidemiologia del paisaje”. Esta aproximacién
tue sustentada por Pavlosky en base a 3 observa-
ciones: 1) las enfermedades tienden a estar limi-
tadas geograficamente; 2) esta variacién espa-
cial surge a su vez por la variacién espacial en
las condiciones fisicas 6 biol6gicas donde se de-
senvuelve la interaccion patdgeno-vector-hospe-
dador; y 3) si podemos “mapear” esas condicio-
nes bidticas y abidticas, entonces se puede pre-
decir el riesgo presente y futuro de la infeccion.
Como un ¢jemplo, la distribucion espacial de la
malaria estd condicionada en una primera ins-
tancia por el rango de distribucién geografico y
las preferencias de habitat del vector Anopheles,
el hospedador humano y la especie de Plasmo-
dium involucrada. Varios procesos ecoldgicos
pueden dar origen a estos patrones espaciales
de riesgo o incidencia de infeccién (ej: disper-
sion localizada del patégeno, insecto y/o hospe-
dador). En el presente trabajo, describiremos
brevemente cémo la disciplina de la ecoepide-
miologia ha abordado el estudio de las causas y
consecuencias de la heterogeneidad de la mala-
ria. Adicionalmente, trataremos de entender
como la dindmica espacial de esta infeccion y la
estructura del paisaje influyen sobre la manifes-
tacion epidemiolégica de la enfermedad.

Diseiio de un sistema de vigilancia

y control de la Malaria en el contexto
de la descentralizacion de los
servicios de salud. Municipio Cajigal,
estado Sucre

Nereida Delsado!, Maria Eugenia Grillet?,
Yadira Rangel?, Juan Carlos Navarro?,
Jassmin Arrivillaga3, Darjaniva Molina

de Fernandes*, Jesus Bertit, Yasmin Rubio3,
José Luis Caseres® y Frances Osborn®

Hnstituto de Zoologia Agricola, Facultad
de Agronomia, Apdo 4579, Universidad
Central de Venezuela (UCV). Maracay
2101-A, Venezuela. 2Instituto de Zoologia,
UCV. Caracas, Venezuela. 3Universidad
Simo6n Bolivar, Caracas, Venezuela.
4Institutos de Altos Estudios, Maracay,

Venezuela. *Ministerio del Poder Popular
para la Salud, Maracay, Venezuela.
%Universidad de Oriente, Sucre, Venezuela.

La descentralizacion del Programa de Con-
trol de la Malaria el contexto de la descentrali-
zacion de los servicios de salud, implica contar
con personal capacitado en los municipios mala-
ricos, ademds de un programa de actividades de
control, adaptado a las circunstancias humanas
y ambientales de los focos. Debido a la estructu-
ra actual de los municipios, éstos no estdn en
capacidad, al menos por los momentos, de desa-
rrollar la investigacién operativa conducente al
control de la malaria en su territorio, lo cual
hace necesario que las instituciones de investi-
gacion y control del pais desarrollen protocolos
ajustados a las condiciones ecoldgicas, sociold-
gicas y econdémicas de los focos malaricos. El
presente proyecto plantea el desarrollo de un
protocolo de vigilancia y control de malaria apli-
cado para ¢l municipio Cajigal, estado Sucre,
calificado como el principal foco malarico del
Oriente del pais. Dicho protocolo estd siendo
desarrollado en forma conjunta por los organis-
mos responsables del control de la malaria e ins-
tituciones de investigacion. El protocolo de con-
trol se sustenta en los siguientes componentes
de investigacion operativa: 1. Estudio eco-epide-
miolégico retrospectivo (historico), prospectivo
(longitudinal), transversal (prevalencia) y de es-
tratificacion de la malaria. 2. Estudio de las va-
riables relacionadas con los patrones de trans-
misién: humanas, parasitoldgicas, entomologi-
cas, ecolbgicas y geograficas. Estos estudios
comprenden no sé6lo aspectos descriptivos cuan-
titativos, sino también la puesta a prueba de hi-
pétesis derivadas de estudios previos sobre el
proceso de transmision de la malaria y su con-
trol. 3. Evaluacién de la efectividad de los con-
troles actualmente utilizados y la exploraciéon
de metodologias alternativas de control de la
malaria. 4. Integracion de los estudios antes in-
dicados en un Sistema de Informacion Geogra-
fica que proporcione nueva informacién, andli-
sis espaciales y mapas tematicos. El protocolo
de control de la malaria, elaborado con la parti-
cipacion de todo el equipo, sera implementado
durante el tercer y cuarto afo por las autorida-
des locales de salud, buscando establecer un Sis-
tema de Vigilancia Epidemiolégico y de Control
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adaptado a la localidad, que sea efectivo y soste-
nido en el tiempo. El impacto de las medidas de
control se evaluara simultdneamente durante el
tercer y cuarto ano mediante indicadores epide-
mioldgicos, estudios de prevalencia con basque-
da activa de casos y mediante parametros ento-
moldgicos que expresen la circulacion del para-
sito en la poblacion de vectores. El proyecto se
sustenta en la experticia de los distintos labora-
torios participantes, en la interconexion de los
mismos para desarrollar la investigacion y en el
interés expresado por las autoridades del estado

Sesién Vectores

Conflicts in Anophelinae Taxonomy

Maria Anice Salum

Faculdade de Saude Puablica. Universidade
de Sao Paulo, Brasil.

The subgenus Nyssorhynchus comprises
33 species that are largely known to be prob-
lematic for identification using only female mor-
phological characters, mainly due to their intra-
specifc variation and interspecific similarity.
Some Nyssorhynchus mosquitoes belong to spe-
cies sibling species complexes. Distinet species
of a complex may have distinct feeding behav-
iors, and thus may play a distinct role in Plas-
modium vivax and P. falciparum transmission.
Consequently, the proper identification of ma-
laria vectors is of fundamental importance for
the design of an adequate malaria control pro-
gram. The Brazilian National Program for Ma-
laria Prevention and Control is divided into nine
components. One of the components is the se-
lective control of vectors. Thus, any measures
adopted should be dependent on which mosqui-
toes species are important in malaria transmis-
sion in a given locality. Consequently, entomo-
logical studies are necessary for both knowing
the species composition in a certain location
and for understanding ecological and biological
aspects of those species that have vector poten-

Sucre, FundaSalud y la Alcaldia de Cajigal. Los
laboratorios participantes pertenecen a las si-
guientes instituciones: Instituto de Altos Estu-
dios en Salud Dr. Arnoldo Gabaldon (Ministerio
de Salud), Instituto de Zoologia Agricola (Facul-
tad de Agronomia-UCV), Instituto de Zoologia
Tropical (Facultad de Ciencias-UCV), Unidad de
Biologia Evolutiva de la Universidad Simén Boli-
var, Departamento de Salud Publica de la Uni-
versidad de Carabobo, e Instituto de Biomedici-
na de la Universidad de Oriente. Subvencién Fo-
nacit G- 2000001541.

tial. Species identification ecither needs to be
based on invariant characters, or the variability
of the characters determined among the indi-
viduals of the species. Larger samples composed
of several specimens from each locality, and
from distinct localities covering the known geo-
graphic distribution of the species, should be
analyzed. We advocate the use of associate
adults male and female and immature stages for
Anopheles species.

Impacto de la Filogenética
en Anopheles y Malaria

Juan Carlos Navarro

Laboratorio de Biologia de Vectores,
Instituto de Zoologia Tropical,

Facultad de Ciencias, Universidad Central
de Venezuela. Caracas, Venezuela.

Durante el siglo XX, luego del descubri-
miento de la trasmision de la malaria por mos-
quitos del género Anopheles se inici6 el estudio
de sus especies desde un enfoque alfa-taxonémi-
co (descripciones, identificaciones y clasificacio-
nes). Mas recientemente, el enfoque ha sido di-
rigido hacia los estudios sistemdticos con el
apoyo y uso de métodos cladisticos y el desarro-
llo de las técnicas de PCR y secuenciacion de
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ADN. De esta manera, el uso de caracteres mor-
fol6gicos y moleculares se han orientado a res-
ponder preguntas y resolver aspectos no aclara-
dos en la clasificacion natural de los grupos de
anofelinos, las delimitaciones entre taxa, asi
como también proponer hipétesis de filogenia y
de estructura poblacional no solo con fines taxo-
noémicos y sistematicos, sino también para en-
contrar respuestas sobre mecanismos de espe-
ciacion, competencia vectorial, diferenciacion
eco-geogrifica, biogeografia e identificacion de
genes y sistemas reguladores. Estudios en dife-
rentes grupos de Anofelinos se llevan a cabo con
la orientacién antes descrita. Esta charla enfo-
carda el impacto obtenido por métodos filogené-
ticos en Anopheles con énfasis en el Neotrépico.

Importance of Population Genetics
and Phylogeography to Malaria
Epidemiological Studies

Jan Conn

Research Scientist Griffin Laboratory,
Wadsworth Center. 5668 State Farm Road,
Slingerlands NY, USA

Population genetics and phylogeography of
individual malaria vectors can provide estimates
of effective population size (N,) before and after
insecticide or other control methods have been
applied as a way to monitor the effectiveness of
these methods. Threshold levels have to be es-
tablished for each species first. The estimates of
levels of gene flow among populations of cach
species are useful in predicting how quickly in-
secticide resistance can spread. Gene flow esti-
mates can also provide information about pro-
posed highway building projects, or logging op-
erations, if it is demonstrated that the construc-
tion or logging operations increase vector abun-
dance (by augmenting breeding habitats or cre-
ating additional resting sites for adults) and ma-
laria transmission. The estimates of the number
of populations that exist within a species (i.e.,
the population boundaries) are valuable in un-
derstanding whether the same control methods
will work for distinctive populations. In some
cases, distinctive populations are actually incipi-
ent species, which may or may not be effective

malaria vectors. Phylogeographic studies can
provide information on the timing of population
expansions and bottlenecks. Such information
can be used to predict the potential spread of
malaria transmission foci. The identification of
parallel influences, such as expansions, and hot-
spots of high divergence or speciation, on differ-
ent vector species provides additional informa-
tion that can also be used predictably in under-
standing species migration patterns.

,Por qué un enfoque genético?

Yadira Rangel

Laboratorio de Biologia de Vectores,
Instituto de Zoologia Tropical,

Facultad de Ciencias, Universidad Central
de Venezuela. Caracas, Venezuela.

El estudio de la estructura genética pobla-
cional de vectores de malaria cohesiona la com-
prension de las diferencias y similitudes en po-
blaciones naturales a variables bioldgicas, fisi-
cas, geologicas e historico-demograficas Los
vectores importantes en la transmision de mala-
ria en Centro y Sur-América forman parte del
Subgenero neotropical Nyssorhynchus que in-
cluye a Anopheles darlingi, An. albimanus, An.
nunestovari, An. aquasalis, de importancia re-
gional. La complejidad estructural en el sub-gé-
nero se ha manifestado en la gran heterogenei-
dad fenotipica (morfolégica, comportamiento,
capacidad vectorial) de las especies en su am-
plia distribuciéon geografica y en la alta varianza
gendética intra-poblacional que inter-poblacio-
nal, produciendo dificultades para aplicar mode-
los genético-poblacionales ¢ inferir procesos
evolutivos involucrados en la historia demografi-
ca de las poblaciones. La presencia de complejos
de especies cripticas o de especies altamente
polimérficas plantea la importancia del estudio
de la heterogencidad genética inter-poblacional
causada por diferencias de flujo génico, deriva
génica, o por fenémenos de diversificacion o ex-
pansion poblacional reciente que pueden ser
moduladas por presiones selectivas que operan a
distintas escalas espacio-temporales. Igualmen-
te, estudios ecoldgicos sobre dispersion, dindmi-
ca poblacional, comportamiento de aparcamien-
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to y adaptaciones fenotipicas a varias condicio- ra poblacional. De esta manera, un enfoque
nes son la clave para detectar y entender los eco-gencético es el método mas razonable para el
procesos funcionales que conforman la estructu- estudio de las especies neo-tropicales.
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Malaria inducida en el estado Aragua,
Venezuela

José-Luis Cdaceres, Olga Serrano,
Fredy Pena
y Florencio Mendoza

Universidad de Carabobo, Maracay,
Venezuela.

Las infecciones de malaria inducida son
transmitidas por transfusiéon de sangre o pro-
ductos sanguincos, transplante de 6rganos y
agujas o equipos de inyeccién contaminados.
La investigacion epidemiolégica incluyé cote-
jar las historias clinicas de los sospechosos
con los casos de malaria registrados en cada
establecimiento, entrevistas al personal médi-
co y de enfermeria de las areas de hospitaliza-
cion y examen de gota gruesa a pacientes, fa-
miliares, vecinos, ademads de capturas e identi-
ficacion entomoldgica de vectores en las co-
munidades y dreas adyacentes de los hospita-
les involucrados, comprobando durante el pe-
riodo Junio 2005 a Abril 2006, el diagndstico
de tres casos de malaria inducida en institu-
ciones publicas y privadas del estado Aragua,
donde se juntaron el retardo en el diagnéstico
y la mala praxis de técnicas de enfermeria. La
evidencia de estos accidentes debe conducir a
la Corporacion de Salud regional, a revisar las
normas y téenicas de perfusion endovenosa in-
trahospitalaria, a la actualizacién cientifica
del personal de salud en el diagndstico, trata-
miento y manejo de pacientes con enfermeda-
des transmisibles y mantener la correspon-
diente supervisién sobre el funcionamiento y
atencioén hospitalaria.

Malaria recurrente a Plasmodium
vivax. Municipio Cajigal, estado
Sucre, Venezuela. 2004-2005

Mayira Sojo-Milano!, Andrea Maldonado?,
Néstor Rubio Pulgar?, Evangelina Campos?,
Evencia Teran!, José Luis Cdaceres3,

Nunsio Pissol, Janeth Rojas3 y A. Pérez*

1Direccion General de Salud Ambiental del
Ministerio de Salud. Coordinacion de
Malaria. Maracay, Venezuela.

2Direccién del Hospital de Yaguaraparo,
Corpasalud-estado Sucre. 3Departamento
de Salud Publica, Nucleo La Morita,
Universidad de Carabobo. 4Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

Ciudad Habana, Cuba.

La persistencia de recaidas por malaria (de-
finidas como actividad parasitaria diagnosticada
por clinica, microscopia o ambas, en los 45 dias
siguientes al inicio del tratamiento), representa
un evento que modifica la epidemiologia de esta
metaxénica en el Municipio Cajigal, area endémi-
ca del estado Sucre, foco oriental de Venezuela.
Entre septiembre y diciembre de 2004, fueron re-
clutadas 53 personas con malaria no complicada
a Plasmodium vivax, quienes consultaron al ser-
vicio de salud local. Bajo su consentimiento, reci-
bieron tratamiento supervisado con Cloroquina
(25 mg/Kg dosis) y Primaquina (0,25 mg/Kg/dia
durante 14 dias) Se realiz6 el seguimiento de la
cohorte, con la finalidad de observar la epidemio-
logia clinica local y un probable patron de recu-
rrencia. Se tomaron laminas de gota gruesa y ex-
tendido de sangre capilar el dia de reclutamien-
to, y sucesivamente los dias 7, 14, 28, 42, 56,
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70, 84, 112, 140 y 168. En cada encuentro, se
registraron aspectos demograficos, clinicos y te-
rapéuticos. 88,7% completo el seguimiento en-
tre 28 y 168 dias. 27,7% (13/47) presenté recu-
rrencias parasitarias (76.9% present6 una, 7,7%
dos y 15,4% hasta tres). La mayor proporcion de
primeros episodios, 84,6% (11/13), se presentd
entre los dias 54 y 80, ocurriendo 36,4% (4/11)
entre los dias 54 y 56 y 63,6% (7/11) entre los
dias 70 y 80. Los resultados destacan la impor-
tancia del seguimiento de casos de malaria a P.
vivax durante al menos seis meses y el patron
registrado sugicere la necesidad de aumentar la
evidencia que avale ensayar la modificacion del
esquema terapéutico estandar.

Does infectivity with Plasmodium
conclusively incriminate Anopheles
(Nyssorhynchus) albimanus and An.
(Kertesia) neivai as malaria vectors
in the Pacific Region of Colombia?

Lina Gutiérres! Liliana Cérdoba: L.,
Marina Jaramillo!, Giovan Gémes!,
Shirley Luckhart?, Jan Conn® y
Margarita Correal

IGrupo de Microbiologia Molecular,
Escuela de Microbiologia, Universidad de
Antioquia. Colombia. 2Department of
Medical Microbiology and Immunology,
University of California at Davis. USA.
3Griffin Laboratory, Wadsworth Center,
New York State Department of Health.
Albany, NY, USA.

The Pacific Coast is the only region in Co-
lombia where Plasmodium falciparum cases out-
number those of P. vivax. Of the 43 species of
Anopheles reported for Colombia, only 3: An. al-
bimanus, An. darlingi, An. nunestovari are con-
sidered primary vectors. There is also evidence of
differential susceptibility to parasite infection by
different Anopheles species. Several studies have
demonstrated the importance of An. albimanus
as a vector in the Pacific Coast of Colombia
where it is the predominant species; however, re-

cent studies by our group detected it with only
low levels of parasite infection. Therefore, in our
study we explored the potential participation of
species coexisting with An. albimanus in malaria
transmission in 4 localities of the Colombian Pa-
cific Coast. From 6,355 anophelines collected,
80% were An. albimanus, 8.5% were An. aqua-
salis, six other species were present at %, and the
rest too damaged to identify. The study of infec-
tivity analyzing 5,259 specimens detected one
An. albimanus infected with P. vivax VK247,
confirmed by ELISA-PCR, and two An. neivai in-
tfected with P. falciparum, not confirmed by PCR.
Overall, An. albimanus was both most abundant
and infected with P. vivax; however, An. neivai
which was present at 1%, had a proportionately
higher infection rate, with P. falciparum. Our re-
sults suggest the importance of reevaluating the
epidemiological importance of anopheline spe-
cies in the Pacific coast of Colombia for the de-
velopment of targeted control strategies.

Orientaciones para el fortalecimiento
del programa de malaria en zonas
remotas con poblacion indigena del
estado Bolivar, Venezuela*

Mariapia Bevilucqual, Lya Cardenas!,
Domingo Medinal, Yasmin Rubio-Palis?,
Jorge Moreno3, Angela Martinez* y
Enfermeros indigenas comunitarios de la
cuenca del rio Caura®

IAsociacion Venezolana para la
Conservacion de Areas Naturales (ACOANA),
Apartado 51532, Caracas 1050-A,
Venezuela. 2Direccion de Salud Ambiental,
Ministerio de Salud, BIOMED, Universidad
de Carabobo. Maracay, Venezuela.

3Centro de Investigaciones de Campo

Dr. Francesco Vitanza, Tumeremo, Venezuela.
4Instituto de Salud Pablica (ISP), estado
Bolivar, >Organizacion Indigena del Caura
KUYUJANI, estado Bolivar.

La historia malarica de las tltimas tres dé-
cadas en Venezuela revela grandes incrementos

Corresponde a una parte de los resultados y hallazgos obtenidos hasta la fecha, en ¢l Proyecto Wesoichay.
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en el namero de casos, especialmente al sur del
pais donde a pesar de los esfuerzos de investi-
gacion, prevencion y control, la malaria persis-
te como uno de los problemas criticos en salud
publica. En el 2006, el estado Bolivar represen-
té6 el 73,51% de los 36.595 casos de malaria
diagnosticados en el pais, con una Incidencia
Parasitaria Anual de 17,7 casos por cada 1.000
habitantes. Para las comunidades indigenas en
zonas remotas del municipio Sucre, estado Bo-
livar (cuenca del rio Caura), la malaria repre-
senta uno de los problemas mas importantes de
salud y perciben la enfermedad como “dltima-
mente incontrolable”, generando costos so-
cioeconémicos e impactando sus esfuerzos de
desarrollo y proteccion de territorios tradicio-
nales. Iniciamos en el 2005 el Proyecto Wesoi-
chay Wesoichay significa Malaria en la lengua
Caribe Ye’kwana) dirigido a formular las bases
de un modelo de gestion publica para controlar
la malaria en zonas remotas con poblacion indi-
gena en la cuenca del Caura y, fortalecer las ca-
pacidades del gobierno y comunidades para ins-
trumentarlo. Los principales hallazgos del pro-
yecto evidencian vacios de informacién para la
planificacion y evaluacién de la malaria; capaci-
dad limitada de atencién sanitaria y de investi-
gacion orientada al control de la enfermedad;
aumento de las oportunidades de contacto
hombre-vector promovido por la transforma-
cion de los ecosistemas alrededor de las comu-
nidades y patrones de movilizacién de la pobla-
cion, dentro y fuera de su territorio tradicional
y, baja participacién comunitaria para identifi-
car y adecuar respuestas a la prevencion y el
combate de la malaria.

Representacion social, estilos de vida
y factores de riesgo: Algunas
variables para el estudio de la
Malaria en Venezuela

Luis Alarcén?! e Irey Gomes?

IEscuela de Ciencias Sociales, Universidad
de Oriente. 2Planificacion del Desarrollo
Regional del estado Sucre.

Existen muchos estudios acerca de la mala-
ria en Venezuela; pero muy pocas investigaciones

de tipo cualitativas desarrolladas con respecto a
esta endemia en el pais. El Grupo de Investiga-
ciones e Innovaciones Sociales Sophis de la Uni-
versidad de Oriente, desarrollé6 un estudio to-
mando en cuenta algunas variables vinculadas al
problema de la emergencia y reemergencia de la
malaria en el oriente del pais, especificamente
nos referimos al municipio Cajigal y Marino del
estado Sucre. Nuestro objetivo fue aproximarnos
al problema de la malaria desde la las represen-
taciones sociales de los pacientes y prestadores
del servicio, tomando en cuenta el estilo de
vida, los factores de riesgo y la movilidad demo-
grafica. Se trabajé aproximadamente con una
muestra estructural de 60 personas, entre pa-
cientes y no pacientes, médicos y enfermeras.
Metodol6gicamente trabajamos con el método
etnografico y hermendéutico. Fundamentamos
nuestro estudio en los aportes tedricos de Mos-
covici (Teoria de las Representaciones Sociales)
y Alarcén (Sociologia de la Alteridad). Conclui-
mos que la reemergencia de la malaria no solo
se debe a razones de tipo biol6gico, sino tam-
bién social, ambiental y politico, y que mientras
las politicas sanitarias obvien estas variables
serd muy poco lo que se pueda hacer por el con-
trol de esta endemia.

Estrategias de promocion de la salud
ambiental para malaria en
comunidades indigenas warao, 2008

Mayasita Josefina Castillo Almeida

Ministerio del Poder Popular para la Salud,
Direccion General de Salud Ambiental,
Coordinacion Nacional de Promocion

para la Salud Ambiental.

La poblacion indigena Warao presenta los
peores indicadores de salud del pais, ademds de
los cada vez mds numerosos casos de Malaria,
que aumentan en proporcion al deterioro de la
salud ambiental de su entorno natural, ya que
éste facilita las condiciones para la aparicion de
vectores transmisores de la Malaria. La escasa
informacion que se dispensa a la poblacién Wa-
rao sobre la necesidad y el sentido de algunos
tratamientos médicos, asi como de las estrate-
gias de prevencion de Malaria terminan por dis-
tanciar a los prestadores de salud y la comuni-
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dad, quienes manifiestan concepciones y précti-
cas culturales y sociales que se contraponen en-
tre si y no poseen puntos de contacto intercul-
tural. Ante esta realidad, se propone el diseno
de una Estrategia con Pertenencia Cultural de
Promocioén de la Salud Ambiental con énfasis en
Malaria en las comunidades Indigenas Warao de
Pedernales y San José de Buja de los Estados
Delta Amacuro y Monagas en 2008, que permita
mejorar las condiciones de vida de més de 100 fa-
milias de la etnia, con el fin de articular los li-
neamientos institucionales del Estado con el em-
poderamiento de los grupos Warao en la biisque-
da de soluciones para su problemitica, basando
sus acciones en la realidad social, econémica y
cultural. La metodologia a emplear serd la inves-
tigacion-accion-participativa con actividades que
involucren a todos los actores sociales locales. La
propuesta incluye el desarrollo de material edu-
cativo bilingiie como cartillas, afiches, pendones
y videos, asi como el desarrollo de actividades ar-
tesanales, pictoricas, entre otros.

Talleres para multiplicadores de la
salud dirigidos al control y
prevencion de la malaria

Lalena Malavé

Ministerio del Poder Popular para la Salud,
Direccion General de Salud Ambiental,
Coordinacién Nacional de Promocion para
la Salud Ambiental

La prevencion de la malaria constituye una
importante actividad de promocion de la salud

en Venezuela. Considerando esto, el Proyecto de
Control de la Malaria en las Zonas Fronterizas
de la Region Andina (PAMAFRO) y la Direccion
General de Salud Ambiental (DGSA) han reali-
zado una serie de talleres de formaciéon de mul-
tiplicadores durante los afios 2006 y 2007 deno-
minados “Reactivindonos para el control y pre-
vencion de la malaria” dirigidos a personal de
salud y a las comunidades indigenas jiwi, piaroa,
piapoco, curripaco y sdliva cuyo objetivo fue for-
mar multiplicadores para la construccion del co-
nocimiento sobre la malaria. Para ello, se em-
pleé la metodologia de la investigacion-ac-
cion-participativa con practica de campo comu-
nitaria que permitié identificar factores de ries-
go asociados a la malaria involucrando a las co-
munidades. Dicha metodologia no incluyo la
participacién de traductores, lo que constituy6
una importante barrera de comunicacion en el
proceso de ensenanza-aprendizaje. El encuentro
permitié observar la dificultad de muchos indi-
genas sobre el dominio del castellano, salvo el
caso de escasos grupos indigenas que llevaron
sus propios traductores. Se obtuvieron 272 per-
sonas formadas, incluyendo indigenas y criollos,
asi como trabajadores de la salud y comunidad.
Para garantizar mejores resultados a futuro en
la realizacion de talleres de prevencién de la ma-
laria en dicho estado, se considera necesario
contemplar el acompanamiento de intérpretes
de las distintas etnias por parte del Proyecto PA-
MAFRO y la DGSA.
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E studiantes

An anti-idiotype chicken poly-clonal
antibody recognized by a mouse
monoclonal antibody directed
against the MSP-1,, recombinant
protein of Plasmodium yoelii

Irene Justiniano!2, Noraida Zerpa? 'y
Lilian Spencer!

I'Universidad Simo6n Bolivar, Cell Biology.
Caracas, Venezuela. 2Fundacion Instituto
de Estudios Avanzados, Bioscience.
Caracas, Venezuela.

One of the most important and well stud-
ied parasite surface proteins at the stage of the
life cycle is merozoite surface protein-1 (MSP1).
Plasmodium MSP1 undergoes proteolytic proc-
essing into several fragments, of which only the
C-terminal 19 kDa fragment (MSP-1,,) remains
on the merozoite surface during invasion of a
new erythrocyte. We have produced an anti-
idiotype antibody in chicken (IgY), that is capa-
ble of recognizing a monoclonal antibody (Mab)
B6 (IgG2a) raised against the recombinant pro-
tein MSP-1,, of Plasmoduim yoelii. The Mab B6
was inoculated in ISA Brown chickens and iso-
lated from egg yolk by Polyethylene glycol pre-
cipitation. The IgY obtained was recognized by
MabB6 in an enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA). However, no recognition was ob-
tained by Western blots from SDS-PAGE pre-
pared under reducing or non-reducing condi-
tions. These results suggest that the epitope
recognized by this Mab requires a specific con-
formational structure for the interaction be-
tween Mab and IgY. Also, hyper-immune sera
from mice infected with Plasmodium yoelii (7
and 60% of parasitacmia) were used in ELISA
tests using post-immune IgY as antigen, show-
ing differential recognition in comparison to
pre-immune IgY. Using this antibody, we have
been able to obtain a mimicked antigen-like

MSP-1 response. The results of this study show
that IgY anti-MabB6 mimics the epitope of
MSP-1 recognized by MabB6 and hyper-immune
sera of infected mice demonstrating that this
IgY could be used as an antigen for diagnosis of
malaria.

Variabilidad del gen PVS28 de
Plasmodium vivax. Un estudio
comparado con genes de primates

Ricardo A. Chaurio Gonzdles!-?

ISeccion de Ecologia y Evolucion,
Departamento de Estudios Ambientales,
Universidad Simén Bolivar. 2Laboratorio
de Ecologia y Genética de Poblaciones,
Centro de Ecologia, Instituto Venezolano
de Investigaciones. Cientificas (IVIC).

El polimorfismo del genoma de Plasmo-
dium representa uno de los principales obstacu-
los en el control de la malaria. Para evaluar el
polimorfismo del gen P28, que codifica una pro-
teina de membrana de 28 kD expresada en el ci-
clo sexual del parasito, (a) se estudiaron las re-
laciones filogenéticas de especies de Plasmo-
dium en primates, P. coatneyi, P. cynomolgy, P.
fieldi, P. fragile, P. inui, P. simiovale y P. vivax 'y
(b) se utilizaron pruebas de neutralidad con el
fin de identificar los mecanismos evolutivos que
determinan este polimorfismo. Los resultados
de este estudio sugieren que el polimorfismo de
este gen puede explicarse con el modelo neutral
de evolucioén. Su variabilidad, aun siendo limita-
da, no fue igual para todas las especies estudia-
das. En efecto, P. vivax presenté un polimorfis-
mo menor que P. cynomolgy y P. inui. Este re-
sultado puede ser explicado por un menor tama-
o poblacional efectivo para P. vivax, asi como
por un posible cuello de botella ocurrido en P.
vivax en tiempos pasados, al cambiar de hospe-
dero, de macacos a humanos. Por otra parte, en
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regiones de Asia con tasas altas de transmision,
el polimorfismo encontrado en el gen fue mayor
que el observado en América, continente en el
que existen tasas de transmision menores. El
polimorfismo bajo encontrado en P. vivax en lo-
calidades de Asia y América, aunado a la activi-
dad inmunogénica reportada en epitopes de la
proteina, sugieren su uso en el diseno de vacu-
nas bloqueadoras de la transmisién de malaria.

Vigilancia molecular de la resistencia
de Plasmodium falciparum: analisis
y aplicacion de los marcadores
genéticos de resistencia a los
antimalaricos en especial a
artemisinina y sus derivados

Eliana Restrepo Pineda!, Amanda Maestre!,
Virgilio do Rosario? y Pedro Cravo?

1Grupo Malaria, Universidad de Antioquia,
Sede de Investigacion Universitaria.
Medellin, Colombia. 2Centro de Malaria

e Outras Doengas Tropicais/IHMT/UEI
Biologia Molecular/UEI Malaria. Lisbon,
Portugal.

La frecuencia de mutaciones en los genes
pfert y pfmdrl de Plasmodium falciparum fue es-
tudiada en tres regiones Colombianas endémi-
cas para malaria. También se estudio la asocia-
cion de estas mutaciones con el ndamero de co-
pias del gen Pfimdrl y con el analisis in vitro. Se
estudié ademas el polimorfismo de una region
del gen ubiquitina como un posible candidato
involucrado en el desarrollo de la resistencia. El
andlisis de los SNPs en los genes Pfert y Pfmdrl
se realiz6 mediante PCR-RFLP. La respuesta in
vitro a los antimaldricos CQ, QN, MFQ, AQ,
DAQ, AS y DHA se realiz6 en 23 muestras prove-
nientes de Necocli. Estos resultados se relacio-
naron con el niimero de copias del gen Pfmdrl,
el cual fue obtenido mediante Real Time PCR.
Los resultados obtenidos permiten confirmar
alta resistencia in wvitro a la CQ (74%), MFQ
(30%) y DAQ (30%). Encontramos una correla-
cion positiva entre el IC50 de algunas drogas. El
alelo 86N del gen pfindrl se encontré en el
100% de las muestras y el alelo 1246Y del mis-
mo gen en el 93%. Ambos alelos se presentan in-

dependientemente de la respuesta a las drogas
obtenidas para los aislados. La presencia de las
mutaciones T76 y E75 en el gen pfert fue confir-
mada en el 100% de las muestras. El anélisis del
nimero de copias fue independiente de los re-
sultados del IC50. La correlacion positiva entre
los IC50 de algunas de las drogas analizadas en
los aislados de P. falciparum, sugiere resistencia
cruzada in vitro. La alta frecuencia de los allelos
analizados en los genes pfert y pfmdrl indican
seleccién de estos polimorfismos por los antima-
laricos usados. En conclusién los resultados su-
gieren la necesidad de implementar esta medida
de anilisis a gran escala para un efectivo control
del problema.

Variabilidad temporal-espacial de las
formas adultas de Anopheles
pseudopunctipennis en Las Yungas,
Argentina

Dantur Juril, A.M. Zaidenberg?, G.I. Claps!,
M. Santana® y W.R. Almiréon?

Hnstituto Superior de Entomologia “Dr.
Abraham Willink”, Facultad de Ciencias
Naturales e Instituto Miguel Lillo,
Universidad Nacional de Tucumaén,
Argentina. 2Coordinacion Nacional de
Control de Vectores, Ministerio de Salud
de la Nacion. Salta, Argentina. 3Facultad
de Medicina, Universidad Nacional de
Tucumadn, Argentina. ‘Centro de
Investigaciones Entomoldgicas de
Cordoba, Facultad de Ciencias Fisicas,
Exactas y Naturales, Universidad Nacional
de Coérdoba, Argentina.

Los patrones de abundancia temporal y es-
pacial de Anopheles pseudopunctipennis asi co-
mo sus relaciones con las variables climaticas
fueron estudiadas en el noroeste de Argentina,
en donde la especie es el principal vector incri-
minado en la transmisién de la malaria. Las for-
mas adultas fueron colectadas mensualmente en
un periodo de 4 anos en 6 localidades ubicadas
en dos parches de la selva de Las Yungas. Se co-
lect6 un total de 5006 e¢jemplares, de los cudles
la mayoria correspondié al parche norte
(98,26%) y en menor escala al parche meridio-
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nal (1,74%). Se observé una fluctuacion caracte-
ristica con picos de mayor abundancia para la
primavera tanto en el parche norte como en el
parche meridional. En cuanto a las variables cli-
maticas mas relacionadas con la fluctuacion de
la especie, se encontré que para el parche norte,
la temperatura maxima y minima media, la hu-
medad minima media y la precipitacion acumu-
lada resultaron significativas. Para el parche sur,
dnicamente la precipitaciéon acumulada resulté
ser altamente significativa. Por dltimo se obser-
v6 como la ubicacién geografica de las localida-
des tiene su efecto sobre la densidad de la espe-
cie solamente para el parche norte de Las Yun-
gas, llegando a disminuir en un 80% la densidad
de mosquitos a medida que aumenta la latitud.
Esto daltimo sumado a la relacién con las varia-
bles climéticas, serviria para comprender el ci-
clo de la especie en la naturaleza, y por ende
para planificar futuras estrategias de control.

Identificacion molecular de especies
pertenecientes al Grupo Oswaldoi
de la Costa Pacifica de Colombia

Astrid Cienfuegos?, Liliana Cérdobal,
Giovan Gémes!, Shirley Luckhart?, Jan Conn?
y Margarita Correal

1Grupo de Microbiologia Molecular,
Escuela de Microbiologia, Universidad de
Antioquia. Colombia. 2Department of
Medical Microbiology and Immunology,
University of California at Davis. USA.
3Griffin Laboratory, Wadsworth Center.
New York State, USA.

La identificacion correcta de anofelinos es
esencial para la incriminacion de especies vecto-
ras. Se ha reportado que especies pertenecien-
tes al Grupo Oswaldoi, como: An. rangeli, An.
nunestovari, An. oswaldoi y An. strodei, pueden
ser confundidos al utilizar las claves disponibles,
debido a la similitud interespecifica y variacion
intraespecifica. Nuestro trabajo pretende dise-
flar herramientas moleculares que permitan la
discriminacion de especies que presentan sobre-
lapamiento morfolégico. Previamente, se desa-
rrollé en nuestro laboratorio una PCR-RFLP
(Alul) basada en la region ITS2 del rDNA, que

permite identificar entre otras, tres especies del
Grupo Oswaldoi. En el presente estudio se apli-
¢6 esta metodologia en especimenes colectados
en la Costa Pacifica de Colombia, para conocer
su aplicabilidad a otras localidades. El patron
PCR-RFLP obtenido, mostré6 que especimenes
identificados por morfologia como An. rangeli
eran An. nunestovari (n=5) y algunos especime-
nes An. nunestovari tenian un patrén compati-
ble con An. oswaldoi (n=21). Adicionalmente,
para discriminar un mayor namero de especies
en este grupo, se utilizé andlisis bioinformatico
y molecular de la region ITS2. El analisis bioin-
formatico mostr6 una alta similitud de las se-
cuencias entre las especies; por cllo, para la dis-
criminacioén por PCR-RFLP-ITS2 de seis especies
en este grupo, es necesario utilizar dos enzimas
de restriccion, Fspl y Cac8l. Esta nueva metodo-
logia permitird la discriminacién rapida y con-
fiable de un gran ntimero de mosquitos, siendo
de utilidad para el desarrollo de estudios com-
plementarios que permitan un mayor acerca-
miento al entendimiento de la dindmica de
transmision de malaria en Colombia.

Analisis espacio-temporal de la
persistencia de malaria mediante
modelos digitales de terreno en un
area endémica

Juan Martinezs y Maria E. Grillet

Laboratorio de Biologia de Vectores,
Instituto de Zoologia Tropical, Universidad
Central de Venezuela.

El analisis de variables continuas mediante
modelos digitales de terreno (MDT) basado en
métodos de interpolacién geoestadistica permi-
te la descripcion de la variacion temporal de fe-
némenos en funcion de su distribucion espacial.
Mediante la elaboraciéon de modelos digitales de
terreno utilizando herramientas de analisis
geoestadistico (Geostatical Analyst de Arcgis),
se efecttio una interpolacion de datos referentes
a la persistencia mensual de malaria a nivel lo-
cal durante el periodo 2001-2003 dentro del
Municipio Cajigal (Estado Sucre), una de las
tres dreas endémicas de malaria en Venezuela,
logrando la descripcion de la distribucion para
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los 36 meses bajo estudio, asi como la determi-
nacién de la dindmica espacial de la enfermedad
a nivel subregional. De igual manera se deter-
minaron focos calientes (hot spot) a partir de
los MDT apoyandose en el analisis temporal de
la distribucién espacial de persistencia de la en-
fermedad. El analisis para la determinacién de
patrones de distribucién espacial a partir de la

agrupacion de datos mediante operadores de ve-
cindad extendida (cluster) permitié la identifica-
cion de aquellas localidades con alta y persisten-
te transmisién consideradas focos calientes y
como estas determinan la persistencia en aque-
llas localidades con moderada o baja transmi-
sién consideradas como focos frios (cool spot).
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