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Respuesta Terapéutica y Parasitemia en pacientes con Malaria por
Plasmodium falciparum en diferentes comunidades del estado Amazonas,

Venezuela

Gabriela Certad* !, Albina Wide?3, Irma Rodriguez*, Jacinta Capaldo ?, Marithe Zarate ®, Neuro Galban *,
Carlos VVasquez®, Leonor Pocaterral, Flavia Riggione? & Oscar Noya??

Se realizé una evaluacion in vivo de acuerdo al Protocolo de la OMS/OPS (1998) de pacientes con
malaria por Plasmodium falciparum tratados con cloroquina (CQ), en dos municipios del Estado Amazonas
venezolano: Manapiare, zona con reciente endemicidad para malaria por esta especie, y Alto Orinoco,
area histéricamente conocida con alta transmisién malérica. En la primera evaluacién realizada en la
comunidad de San Juan de Manapiare a 18 pacientes se les completé el seguimiento, estos tuvieron una
media de edad de 9,6 afios (p=0,046), y una media de parasitemia de 1409,4 par/mL (p=0,001), la mas baja
y la mas alta respectivamente en relacion con las otras comunidades estudiadas. Después del tratamiento
con CQ, 33% present? falla terapéutica (FT) a la droga. En el segundo seguimiento en esta misma regién
realizado al afio siguiente, de un total de 15 pacientes evaluados hasta el final, 73% tuvo < 500 par/mL y
93% present6 respuesta clinica (RCA) a la CQ (p=0,007). En el tercer estudio realizado en el Alto Orinoco,
de un total de 22 pacientes evaluados por 14 dias, 68% tuvo < 500 par/ml y 55% present? falla terapéutica
a la CQ. En estos resultados se encontrd que en zonas de alta transmision la falla terapéutica a la CQ, se
presenté aln con parasitemias muy bajas, mientras que en otras regiones como San Juan de Manapiare
donde la epidemia por P. falciparum fue reciente, a bajas cargas parasitarias la droga pareciera ser
efectiva. Por otro lado, la presencia de bajas parasitemias encontradas en Platanal, Mavaca o en San Juan
de Manapiare (en el segundo seguimiento), sugiere que la exposicién previa a la infecciéon puede favorecer
una inmunidad protectora frente al parasito por parte del hospedador, que se manifiesta con bajas cargas
parasitarias.
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INTRODUCCION

Las drogas antimaléricas han sido hasta ahora
uno de los pilares fundamentales para el control dela
transmision de esta infeccidon a nivel mundial. Sin
embargo, €l desarrollo de resistencia de Plasmodium
falciparum a algunos de estos medicamentos
antimal &ricoscomo lacloroquina(CQ), haconstituido
uno de los principales obstaculos para €l control de
estainfeccion (Slater, 1993). El primer reporte anivel
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mundial sobre la resistencia de P. falciparum a las
drogas antimalaricas fue realizado en Venezuela por
Maberti en 1960. Posteriormente en afios sucesivos
diferentesinvestigadores también reportaron casos de
resistencia en diferentes localidades del pais: en el
estado Bolivar (Godoy et al, 1975, Achéet al, 2002), en
e municipioAtures(Maynadieet al, 1989) y en Ocamo,
Estado Amazonas (Riggioneet al, 1998).

Por otro lado, es importante destacar que la
presentacién delamalariapor P. falciparum en d Estado
Amazonas tiene caracteristicas particulares
dependiendo de las diferentes regiones afectadas. En
€l caso delas poblacionesdel Alto Orinoco constituidas
en sumayoriapor indigenasdelaetniaYanomami seha
encontrado que la transmision de esta infeccion es
hiperendémicay estable, con un predominio de bajas
parasitemias entrelos pobladores (Marcano et al, 2004).
Por €l contrario, enlaregién de San Juan de Manapiare
laendemicidad demalariapor P. falciparum erareciente
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parael momento del estudio, y més frecuentemente se
encontraron parasitemias mas elevadas causando la
enfermedad en la poblacidn. En vista de lo planteado
anteriormente, €l objetivo de esta investigacion fue
evaluar laquimiosusceptibilidad invivo deP. falciparum
alaCQenfunciondelaparasitemia.

MATERIALESY METODOS
Poblacién estudiada

Seincorporaron a estudio pacientescon malaria
por P. falciparum, segun los criterios de inclusion
estipulados en €l protocolo estandarizado delaOM S/
OPS para la evaluacion in vivo de la eficacia de las
drogas antimal éricas (1998). Este protocol o contempla
paraladeterminacién del tamafio delamuestra, €l uso
del método dedoble calidad delotes (doublelot quality
assurance method) para facilitar la evaluacion de
pequefios grupos poblacionales. Cada paciente dio su
consentimiento informado previamente a su
participacion en el estudio.

En el caso delosnifios, el consentimiento sele
solicité al padre o tutor. El estudio fue aprobado por €l
Ministerio de Salud y Desarrollo Social atravésdela
Direccion Regional de Salud del Estado Amazonas.

Area de estudio

Lainvestigacion fue realizada en 2 municipios
del Estado Amazonas, Venezuela, con situaciones
diferentes en relacion a la endemia para maaria: 1.
Manapiare: En estaregion el estudio sellevd acabo en
la poblacion de San Juan de Manapiare, donde el
predominio de la endemicidad de malaria por P.
falciparum erareciente. En estalocalidad se hicieron
dos seguimientos, e primero en marzo de 2001 al
comienzo de una situacion de epidemia por P.
falciparum.

El segundo se realiz6 10 meses después, luego
de que fueran instauradas las medidas de control
antivectorial (fumigaciones periddicas). 2. Alto Orinoco:
En las poblaciones del Alto Orinoco constituidas en su
mayoria por indigenas de la etnia Yanomami, se ha
encontrado através del tiempo quelatransmisiéndela
mal ariaes hiperendémicay estable, con un predominio
de bajas parasitemias (Marcano et al, 2004). En esta
region se evaluaron pacientes tanto en la comunidad
dePlatana en Julio de 2001, como en Mavacaen agosto
de2002.
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Esquema terapéutico

Se aplico €l protocolo estandar internacional
para la evaluacion de la eficacia terapéutica de las
drogas antimal &ricas para €l tratamiento de lamalaria
no complicadapor P. falciparum (OMSOPS, 1998). Este
protocolo consistio en: 1. Evaluacion de | os pacientes
febrilestanto clinicacomo parasitol 6gicamente através
delos métodos de gota gruesay extendido, en €l dia0
antesdeiniciar e tratamiento, paradeterminar los casos
deinfeccidn por P. falciparum. 2. Administracion dela
dosisde CQ (drogade primeraeleccion end tratamiento
de la malaria en Venezuela hasta diciembre de 2002)
bajo supervision médica. Todos aquellos pacientes
gue resultaron positivos para la infeccion por P.
falciparum recibieron 25 mg/K g paralas comunidades
de San Juan de Manapiare y Platanal de acuerdo alo
sugerido por € protocolo delaOMS/OPS, y ladosis
reforzada de 40 mg/Kg para Mavaca de acuerdo al
esquema propuesto por el Ministerio de Salud y
Desarrollo Social (2000). Enloscasosen que seempled
25mg/Kg, €l tratamiento consistio en un curso de tres
diasconlassiguientesdosis: 10 mg/K g depeso e primer
dia, 10 mg/Kg de peso el segundo diay 5 mg/Kg de
peso €l tercer dia. Ladosis de 40 mg/Kg se distribuy6
en tomas diarias de 10 mg/Kg durante 4 dias. 3.
Seguimiento supervisado por el médico, tanto clinico
como parasitolégicolosdias 2, 3, 7y 14 delospacientes
infectados en €l Alto Orinoco, y hasta el dia28 en €l
caso de los pacientes incorporados a este estudio
provenientes de San Juan de Manapiare. L os pacientes
gue presentaron vomitos posterior alatomadeladroga
recibieron una segunda dosis. La evaluacién durante
dos semanas en el Alto Orinoco se fundamentd en el
protocolo de la OMS/OPS, gque sugiere seguimientos
hasta de 14 dias para zonas de alta transmision en las
cuales existen altas tasas de reinfeccion y/o en las que
no siempre es posible completar el estudio de los
pacientes debido a las dificultades logisticas. 4. La
respuestaterapéuticase clasifico en 2 categorias segiin
€ protocolo delaOM S/OPS (1998): a) RespuestaClinica
Adecuada (RCA), b) Fracaso del tratamiento o Falla
Terapéutica (FT). Los pacientes con FT tanto temprana
(FTT) comotardia(FTT) fueron tratadosinmediatamente
con quininay clindamicina x 7 dias. No se evalud en
este Ultimo grupo la eficacia de dicho esquema
terapéutico.

Diagnostico de laboratorio y control de calidad

Se examinaron microscopicamente a menos 2
I&minas con gota gruesa y extendido tefiidos con
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Giemsa de todos |os pacientes para detectar infeccion
por P. falciparum. Luego se continuaron realizando 2
laminas durante los dias de seguimiento a todos los
gue resultaron positivos en el dia0'y fueron incluidos
en el estudio, de modo de poder realizar los controles
de calidad estipulados en el protocolo. Al menos 100
campos fueron examinados antes de considerar una
lamina negativa. Microscopistas expertos en el
diagndstico de malaria participaron en € estudio.

Anélisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo,
utilizando medidas de tendencia central para datos
continuos como edad y valores de parasitemiay tablas
de contingencia para variables dicotémicas evaluando
su significancia estadistica con las pruebas de x> o
Fisher exacto. Ademas, serealiz6 un andisisunivariado
utilizando la prueba de Mantel-Haenszel para obtener
OR. El andlisisfuerealizado con € programa STATA 7.
Unvalor de p<0, 05 se consider6 como significativo.

RESULTADOS

Un total de 92 pacientes con malaria no
complicada por P. falciparum fueron tratados con
cloroquina y se pudieron seguir hasta el final 55
pacientes. Lamediageométricade edad delos pacientes
incluidos por comunidad se muestraen laTablal. Los
pacientes de Manapiare 2001 tuvieron lamediade edad
mas baja con una asociacion estadisticamente
significativaaunquelimitrofe (p=0,046). En el primer
estudio en San Juan de Manapiare en marzo de 2.001,
se complet6 el seguimiento de 18 pacientes, 100% de
estos presento recuentos parasitarios > 500 parésitos/
ml, con una media de parasitemia en el primer diade
inclusion en € estudio de 1.409 parasitos/ml (95% I C:
926,6-2.144, 6), 33%tuvo FT (FTP: 11%, FTT: 22%). En
€l segundo seguimiento en estamismaregion en enero

Tabla I. Comparacion de las localidades estudiadas
segln edad.

Edad 95% Intervalo Valor
X geom. de Confianza  de p*
Manapiare 9,6 5,5-16,8 0,046
2001
Manapiare 10,2 4,5-20,7 0,395
2002
Alto Orinoco 17,4 12,3 -24.8

*Valores de p obtenidos comparando las medias de
Manapiare 2001 y 2002 con las del Alto Orinoco
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de 2002, 15 pacientes pudieron ser evaluados,
encontrandose que 73% tenia cargas < 500 parésitos/
ml, con unamediade parasitemiaen € dia0 de 475,3
parésitos/ml (95% IC: 248,9-907,7). De éstos, 93 %
presentd RCA aladroga (p=0,007). En € caso de las
evaluaciones realizadas en € Alto Orinoco tanto en
Platanal como en Mavaca, se encontrd que de un total
de 22 pacientes que fueron seguidos por 14 dias, 68%
tenia cargas parasitarias < 500 parasitos/ml y 54,6%
presento FT (FTP; 45,45%, FTT: 9,09 %). Al hacer €
andlisis univariado se encontré que los pacientes de
Manapiare 2002 tuvieron 16,8 veces mas chance de
responder al tratamiento quelosdel Alto Orinoco (OR=
16,8; 95%1C:1,3-217; p=0,003).

En Manapiare 2001 lamayoriadelos pacientes
tuvo una parasitemiamayor de 600 parasitos/ml y esta
asociacion tuvo una significancia estadistica cuando
se compar6 con tal situacion tanto en €l Alto Orinoco
como en Manapiare 2002 (81,8 % y 73,3 %
respectivamente) (p=0,011). Asi mismo, la media de
parasitemia fue significativamente mayor en aquellas
personas evaluadas en Manapiare 2001 (p= 0,001)
(Tablall). Al hacer € andlisis univariado se encontré
guelos pacientesde Manapiare 2001 tuvieron 7,2 veces
mas chance de tener unamayor parasitemiaquelosdel
segundo seguimiento en Manapiare 2002 (OR=7,2; IC
95%=1,2-41,4; p=0,010). Asi mismo, tuvieron 11,7 veces
mas riesgo de tener mayores parasitemias en
comparacion con los del Alto Orinoco (OR=11,7; IC
95%= 1,9-71,2; p= 0,001). Del total de pacientes
evaluados en todas las comunidades, s6lo uno
proveniente de San Juan de Manapiare presento fiebre
como Unicamanifestacion clinica aconsecuenciadela
fallaterapéuticaaladroga, en el resto de los casos la
faltade susceptibilidad se corrobor6 con el hallazgo de
parasitemias persistentes demostradas en las |aminas
positivas.

DISCUSION

En el presente estudio se evidencio falla
terapéutica a la cloroquina en dos areas de diferente
transmision maléricadel Estado Amazonas. Estafalla
terapéutica sobrepaso €l limite permitido segun el
protocolo delaOM S/OPS (1998), el cual establece que
con fallas superiores a 25%, | os esquemas terapéuticos
nacionales empleados deben ser revisados por las
autoridades sanitarias. En paises vecinos de laregion
amazoni ca también se ha encontrado falla terapéutica
luego de la aplicacion del protocolo. Por giemplo, en
Colombia se ha reportado una prevalencia de 67% de
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Tabla Il. Comparacion de las localidades estudiadas de acuerdo a la falla terapéutica y a las parasitemias por

Plasmodium falciparum.

Falla Terapéutica Pa}_:‘ agsei(t)::.lia 95% Intervalo Valor de p*
N (%) (parasitos/ml) de Confianza
Manapiare 2001 6/18 (33,3%) 1409.,4 962,2 —2144,6 0,001
Manapiare 2002 1/15 (6,6%) 465,3 248,8 — 907,7 0,181
Alto Orinoco 12/22 (54,54%) 269,1 171,6 — 421,8

*Valores de p obtenidos comparando las medias de parasitemia de Manapiare 2001 y 2002 con las del Alto Orinoco

fdlaterapéuticaalacloroquina(Blar-Trujilloet al, 2002)
y en Per( se ha encontrado una ausencia de respuesta
al mismo tratamiento superior al 50% (Marquinoet al,
2003).

Por otro lado, es importante destacar que en
San Juan de Manapiare, zona de reciente endemicidad
para P. falciparum, se observaron dos tipos de
resultados dependiendo de los niveles de parésitos en
la sangre de los pacientes: a) Cuando las cargas
parasitarias fueron mayores (periodo epidémico), se
evidencidé una importante FT a este medicamento. b)
Cuando los pacientes presentaron bajas cargas
parasitarias (< 500 parasitos/ml), la droga todavia
pareci 0 ser efectivasobrelamayoriadelosinfectados.
Resultados similares han sido reportados por otros
investigadores, los cuales sefialan que en |os casos de
infecciones con altas parasitemias es mas probable que
ocurra FT, en comparacion con los efectos de la droga
aplicada a personas con bajas parasitemias (White,
2004, Dorsey et al, 2004). Sin embargo, losresultados
de este estudio demuestran que en las zonas eval uadas
de intensa transmision maléarica como es el caso del
Alto Orinoco, la presenciade FT ala CQ se presentd
aln con parasitemias bajas. Esimportante destacar que
se hadescrito previamente que entrelos pobladores de
las comunidades Yanomami del Alto Orinoco, 90%
presenta altos titulos de anticuerpos antimalaricos y
bajas parasitemias debido a que esta zona se ha
caracterizado por unatransmision detipo hiperendémica
a lo largo del tiempo (Marcano et al, 2004).
Probablemente, lapresion constante alacual haestado
sometido €l parasito por € frecuente uso de la droga,
en algunos casos sin control, influye en la obtencién
de estos resultados. Wernsdorfer (1994) reportaquela
presion con drogas es un requisito indispensable para
€l desarrollo de resistencia por parte de los parésitos,
lo cua puede favorecer cambios anivel molecular. No
obstante, la rapidez con que se desarrolla dicha
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resistenciay laintensidad dependeran también de otros
factoresinherentes al propio parésito, aladrogaensi
misma o a hombre. Esta descrito que en zonas
endémicas que no cuentan con posibilidades de
seguimiento médico constante, el riesgo de FT se
incrementa(Yeung & White, 2005).

Asi mismo, la exposicion previaalainfeccion
puede favorecer una respuesta inmunitaria hacia el
parasito por parte del hospedador lo cua podriaexplicar
|as bajas parasitemias encontradas en Platanal, Mavaca,
0 en San Juan de Manapiare durante el segundo
seguimiento del afio 2002. White et al, (2004) han
propuesto que los mecanismos inmunolégicos del
hospedador pueden tener un mayor efecto
antiparasitario, sobretodo en zonasde atatransmision
malérica, ya que la exposicion repetida y continua
conllevaal desarrollo de unainmunidad antiparasitaria
guereducelaparasitemiay concomitantementeel nivel
deestimulacion antigénica(Basco et al, 2002; Artavanis-
Tsakonas et al, 2003). Por otro lado, esta presion
inmunolégica podriaestimular mecanismosdeevasion,
como lavariabilidad genéticay por endefenotipica, en
un parésito que exhibe una gran plasticidad en su
genoma.

También se ha descrito que en estas zonas de
alta transmision la inmunidad adquirida, puede
contribuir con la respuesta terapéutica (Mayxay et al,
2001). Algunos estudios han propuesto que en zonas
dondelaexposicién alainfeccion maléricaescronica,
tal como ocurre en el Alto Orinoco, se genera
especialmente en adultos, un tipo de respuesta
inmunol égicaque podriaafectar €l patron de respuesta
celular ya que comienza a predominar un patron Th-2
dependiente de I L-4 que conllevaa mantenimiento de
bajas densidades parasitarias (Baird, 1998).
Adicionalmente, se ha encontrado que pacientes con
fracaso a tratamiento antimalérico presentan niveles
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mas bajos de anticuerpos (Mayxay et al, 2001). De
hecho, los pacientes del primer seguimiento en
Manapiare fueron los que presentaron medias de edad
més bajas con unasignificanciaestadistica, lo cua esta
en concordancia con estudios previos que han descrito
una asociacion entre mayor edad de las personas y
mayor proteccién a la infeccion por P. falciparum
(Hudson Keenihan et al, 2003) o menor edad y mayor
parasitemia (Sowunmi et al, 2004). Cabe destacar que
en Mavaca (Alto Orinoco), € tratamiento con CQ fue
calculado aladosisreforzadade 40 mg/K g de acuerdo
a las especificaciones del Ministerio de Salud y
Desarrollo Socia (2000). Sinembargo, experienciasde
algunos investigadores han demostrado que el
incremento de dosis de una determinada droga
antimal arica, luego de unacomprobada disminucion de
su eficaciatrae como consecuenciaun répido aumento
de la FT a la nueva concentracién de dicha droga
(Wernsdorfer, 1994).

Una hipétesis que también puede explicar los
resultados obtenidos en las zonas conocidas
hi storicamente como areas de altatransmision, sebasa
en que hay mayor posibilidad de que estén circulando
simultdneamente diferentes y numerosas poblaciones
del parasito donde diversos aislados de P. falciparum
pueden presentar diferentes susceptibilidades al
tratamiento favoreciendo asi la manifestacién de la
quimioresistencia(Wernsdorfer, 1994) en contraposicion
a zonas de reciente introduccion malérica donde el
namero de variantes genotipicas y fenotipicas es
limitado. Esta hipétesis parecieratambién explicar los
resultados obtenidos después de la aplicacion de la
vacuna antimal arica SPf66 cuando se compararon los
focosdetransmision mésrecienteen Latinoaméricacon
respecto alosafricanos (Noyaet al, 1994, Tanner etal,
1995, Graveset al, 1998).

Esimportante mencionar quelaFT a tratamiento
antimalarico es multifactorial, depende de: las
caracteristicas biologicas del parésito, presencia de
genes deresistencia, estacionalidad de latransmisién,
metabolismo deladroga, antecedentes mal &ricos, estado
nutricional, edad, embarazo, constitucién genética 'y
delarespuestainmunitariadelapoblacion (Wellemset
al, 2001). Por otro lado, la respuesta exitosa al
tratamiento depende no sdlo delarespuestainmunitaria
humoral sino de mecanismos que involucran a TNF,
Oxido nitrico y otros radicales libres que pueden
coadyuvar en la eliminacion del parasito intracelular
(Hommd & Gilles, 1998).
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THERAPEUTIC RESPONSE AND PARASITAEMIA
IN PATIENTS WITH Plasmodium falciparum
MALARIAFROM VARIOUS COMMUNITIES IN
AMAZONAS STATE,VENEZUELA

SUMMARY

Wetested the efficacy of chloroguine (CQ) for
the treatment of uncomplicated Plasmodium
falciparum malaria in two areas of the Venezuelan
Amazonas State: Manapiare, inwhich thetransmission
of P. falciparum malaria had begun recently, and in
Alto Orinoco, in which the transmission wasknown as
endemic. Patients were evaluated using the WHO in
vivo antimalarial testing guidelines. In the first
evaluation at San Juan de Manapiare, 18 patients had
follow up completed until the end and 100% had
parasitaemia > 500 par/ml. After treatment with
chloroquine, 33 % presented therapeutic failure. In a
second study in the same town one year later, out of
15 patients 73% had < 500 par/ml and 93% responded
to treatment (p=0.007). Thethird eval uation was carried
out in 2 different villages of Alto Orinoco during 14
days. We found that 68% of the patients had
parasitaemia < 500 par/ml, and 55% presented
therapeuticfailure. Infact, in thisstudy it was observed
that in P. falciparum highly endemic areas, therapeutic
failureto CQ occurred even in those patients with low
parasitaemiaat enrolment. However, in areas of recent
transmission such as San Juan de Manapiare,
therapeutic failure occurred mainly in personswith high
parasitaemia.

Key words: P. falciparum, parasitaemia, chloroquine,
clinical response, therapeuticfailure.
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