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Resumen

Introduccion: La resistencia de Plasmodium falciparum a los antimalaricos, estd rela-
cionada con mutaciones puntuales en proteinas esenciales en la biologia del pardsito. La
mutacion K76T en la proteina transportadora resistente a Cloroquina (CRT) es un marcador
molecular de resistencia a este farmaco. En Colombia se ha reportado una frecuencia del
100% a esta mutacion.

Objetivo: Determinar la frecuencia de la mutacion K76T de CRT en Plasmodium falciparum,
infectando sangre de individuos con malaria adquirida en una zona del Caribe Colombiano
con transmisién moderada.

Materiales y métodos: El ADN del pardsito se extrajo de ldminas diagnésticas usando
Chelex-100. Un fragmento de 148 pb de Pfcrt se amplificé por PCR, la mutacién K76T
fue determinada por andlisis de Polimorfismos en Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP) usando la endonucleasa Apo I, los productos fueron separados por electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE).

Resultados: Se estudiaron 66 muestras de individuos con malaria adquirida en seis muni-
cipios del Magdalena. Se logré amplificacion de Pfcrt en 56 y la mutacion T76 fue detectada
en 55(98,2%). La presencia de una muestra con el alelo K76 silvestre indicaria la existencia
de reversion de la mutacion K76T en Colombia, este fenémeno se ha observado en algunos
paises del continente africano, donde se reporto recuperacion de la sensibilidad a Cloroquina.
Conclusion: Este estudio es un primer acercamiento hacia el conocimiento de la resistencia
a los antimaldricos en zonas de transmision moderada en Colombia
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Abstract

Introduction: The antimalarial drugs resistance from Plasmodium falciparum is related
to point mutations in the essential proteins to the parasite biology. The K76T mutation
in the Plasmodium falciparum Chloroquine resistance transporter (PFCRT) is a molecular
marker resistance to Chloroquine. In Colombia the frequency of this mutation is 100%.
Objective: To determine the frequency of K76T mutation in the Plasmodium falciparum
CRT, infecting blood from people with malaria in the Colombia Caribbean zone with mod-
erate transmission.

Materials and methods: The DNA of the parasite was extracted from diagnostic slide
using Chelex-100. A fragment of 148 pb of Pfcrt was amplified by PCR, the K76T muta-
tion was evaluated by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) using endo-
nuclease Apo 1, the products were separated by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).
Results: Sixty six samples from people with malaria of six municipalities of Magdalena
were studied. Fifty six DNA samples amplified of Pfcrt gene, T76 mutation was detected in
55 (98.2%). Occurrence of one sample carried the wild allele K76 would indicated the re-
version of K76T mutation in Colombia, this phenomenon has been observed in some coun-
tries of the African continent, where recovery of sensitivity to Chloroquine was reported.
Conclusions: This study is the first approach towards the knowledge of the antimalarials

resistance in zones with moderate transmission in Colombia.
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INTRODUCCION

La Cloroquina (CQ), un esquizonticida he-
matico, fue el tratamiento de eleccién parala
malariaentodoelmundodurantelasegunda
mitad del siglo XX, sinembargo, la disemina-
cién de resistencia del Plasmodium falciparum
hacia este fdrmaco oblig6 a restringir su uso
entodaslasdreasendémicas paralaenferme-
dad a partir de 1993 (1). Esta medida se hizo
efectiva en Colombia con la Resolucién 412
de 2000 expedida por el Ministerio de Salud.

Los primeros estudios sobre fallas terapéuti-
casrelacionadas conla administracion de CQ
y otros antimaldricos en Colombia datan de
1997; para entonces se determiné un 97% de
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fracasos terapéuticos con este farmaco (2,3);
estudios recientes reportan la presencia de
marcadores moleculares de resistencia a CQ
en 100% de las infecciones maléaricas ocasio-
nadas por P. falciparum (4, 5).

ElcambiodeLisina (codén AAT) por Treonina
(cod6én ACT) enla posiciéon76 de PFCRT es uno
delos principales marcadores molecularesde
resistencia a este medicamento (6, 7). PFCRT
es una proteina de transmembrana de 48,59
KDa, ubicada en la vacuola digestiva del
parasito, pertenece a la familia de las protei-
nas transportadoras de drogas/metabolitos.
PFCRT es responsable de conferir resistencia
a CQ como resultado de una mutacién por
cambio de Adenina a Citocina en el codén
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76 del gen crt ubicado en el cromosoma 7
del parésito. En las cepas crt silvestres, la
CQ?* es retenida en la vacuola digestiva del
P. falciparum, donde interfiere con la ruta de
degradacion de la hemoglobina; por el con-
trario, en las cepas crt mutantes, CQ** escapa
delavacuola digestiva, porlo que el parasito
sobrevive (8).

La seleccion de pardsitos resistentes a CQ y
otrosantimaldricosseharelacionadoconuna
exposicion prolongada de éstos a concentra-
ciones subterapéuticas del farmaco. Los prin-
cipales factores asociados a este fendmeno
sonlaautomedicaciény elusoprolongadode
los antimaldricos como agentes profilacticos
para la enfermedad (9).

Aunque en la actualidad la resistencia a los
antimaldricos de uso comun es considerada
un problema de salud publica, la vigilancia
sobre la aparicién de cepas mutantes se ha
limitado a los departamentos con mayor
indice de morbilidad para la malaria (2-5,
10, 11). El departamento del Magdalena es el
segundo delaregion Caribe conmayorindice
parasitario anual (IPA) por malaria durante
los tiltimos 5 afios. En 2007 fueron notificados
al Ministerio de la Proteccion Social un total
de 160 casos de infeccioén por P. falciparum,
lo que representa un incremento de mas de
tres veces en los casos reportados en 2006 (53
casos) (12); a pesar de esto, hasta el momento
no se han publicado estudios de resistencia
farmacoldgica en este departamento.

Esta investigacion tuvo como objetivo de-
terminar la prevalencia de la mutacién
K76T de PFCRT en muestras sanguineas de
individuos infectados por P. falciparum en el
departamento del Magdalena entre octubre
de 2007 y enero de 2008.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo
y prospectivo. La zona de estudio fue el
departamento del Magdalena, ubicado en
la region Caribe colombiana, posee clima
variado: paramo enla Sierra Nevada de San-
ta Marta y zonas calidas en las costas y las
ciénagas, que favorecen la proliferaciondelas
enfermedades transmitidas por vectores. La
endemicidad maldrica en la zona de estudio
esinestable, sehan presentado histéricamente
dos picos de brotes malaricos durante el afio,
el primero de marzo a mayo y el segundo de
agosto a noviembre (12).

Paralatécnica derecoleccion en primer lugar
la obencién de las muestras sanguineas; para
ello se utilizaron ldminas de diagnostico,
con sangre fijada de personas con infeccién
maldrica autéctona como fuente de ADN del
parasito P. falciparum. Se incluyeron en el
estudio todas las muestras remitidas por los
centros de salud delos municipios al Labora-
torio de Salud Publica del departamento del
Magdalena, durante el periodo comprendido
entre octubre de 2007 y enero de 2008, paraun
total de 66 muestras deindividuos diferentes.

Todas las muestras fueron tomadas, proce-
sadas y evaluadas a través del método de
gota gruesa por personal técnico entrenado
de los centros de salud de los municipios
y del Laboratorio de Salud Publica del
departamento del Magdalena. Se sigui6 el
protocolo rutinario para el diagnéstico de
enfermedades trasmitidas por vectores. Las
laminas positivas para el P. falciparum fueron
donadas para el desarrollo de este estudio
después de haber cumplido un periodo de
cuarentena. Cada muestra fue identificada
con un c6digo de registro, para proteger la
identidad de los participantes. Ninguno de
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los procedimientos aplicados en este estudio
contraria lo estipulado en la Resolucién 8430
de 1993 del Ministerio de Salud de Colom-
bia. Los investigadores manifiestan que no
existe conflicto de interés con relacién a los
procedimientos y resultados obtenidos en
este estudio.

Para identificar las formas parasitarias y re-
cuento parasitolégico se utilizaron ldminas
que fueron tefiidas con Giemsa y observadas
en un microscopio CAMPUS 1000x (KONUS,
USA) con objetivo de 40X. Para el recuento
de parasitos se sigui6 el protocolo descrito
por Fox E y Strickland GT (13).

EXTRACCION DE ADN

Para la extraccién del ADN de P. falciparum
desde las laminas diagnoésticas se siguid
el método descrito por Van Der Zanden y
cols. (14), con algunas modificaciones; pri-
mero se removio el aceite de inmersion de
las ldaminas por lavados con xileno y etanol
absoluto, luego se rasp6 cuidadosamente la
superficie de ésta, usando un bisturi estéril
(15). Las células se transfirieron a tubos de
poliestireno de 1,5 mL, donde se mezclaron
con 50 uL de suspensién de Chelex (5% de
Chelex-100, 0,01% de SDS, 1% de Tween-20
y 1% de Brij-97), seguidos de incubacién por
45 minutos a 97°C. La fase acuosa se separ6
de los restos celulares y de la resina Chelex
por centrifugacion a 3.000 rpm por 20 min. El
sobrenadante se us6 directamente en la PCR
o se almaceno a -20°C hasta su uso.

PCR - RFLP

Inicialmente se estandarizaron las condicio-
nes de la PCR. Se evaluaron concentraciones
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de 0,3-0,5-0,8 y 1,0 uM de los cebadores
yde1,5-20-35y 30 mM de MgCl. Se
usaron los cebadores descritos por Djimde
y col. (7),5'-TGTGCTCATGTGTTTAAACTT-3'
y 5-CAAAACTATAGTTACCAATTTTG-3, los
cuales amplifican un fragmento de 148 pb
del gen crt de P. falciparum, el producto de
amplificacion contienela secuencia del codén
76 dela proteina PFCRT. Como platilla se usé
ADN genémico de las cepas 3D7 y HB3 de P.
falciparum, sensible a CQy de las cepas 7G8 'y
Dd2 resistentes a CQ, donadas por el Labo-
ratorio de Bioquimica del Instituto Nacional
de Salud. La mezcla de reaccién final para
un volumen de 50 uL consistié de: 10 uL. de
ADN extraido de las laminas diagnosticas,
1,5 mM de MgCl, 200 uM de dNTPs, 0,5
puM de cebadores, 1X buffer de la Taq y 1,25
unidades de Taqg ADN polimerasa (Biomol,
USA). Como controles negativos se utilizaron
ADN de la especie Plasmodium vivax y de una
especie no relacionada Trichechus manatus.
La reacciéon de amplificacion se realizé en
un termocicladoriCycler-BioRad™ (BioRad,
USA) con el siguiente programa: un paso
inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante
5 min, seguido de 30 ciclos como sigue: des-
naturalizacion a 92 °C por 30 s, hibridacién
a 48 °C por 30 s y extension a 65 °C por 30 s,
y una extension final a 65 °C por 3 min.

Para detectar lamutacion puntual especifica,
los productos de amplificacién se sometieron
a digestion con la enzima de restriccion Apo
I (FastDigest Xapl, Fermentas, USA), segtiin
el protocolo establecido por el fabricante. Se
incluy6 en cada reaccién un control silvestre
(3D7 0 HB3) y un controlmutante (7G8 0o Dd2)
para verificar la reaccién. El sitio de recono-
cimiento de la enzima Apo I es la secuencia
palindrome:

3 . YTTAAIR ... 5’
5 .RIAATTY ... 3’
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DETERMINACION DE LA MUTACION K76T DE LA PROTEfNA TRANSPORTADORA RESISTENTE A CLOROQUINA DE PLASMODIUM
FALCIPARUM (PFCRT) EN INDIVIDUOS CON MALARIA EN UNA ZONA DE TRANSMISION MODERADA DEL CARIBE COLOMBIANO

La digestion de los alelos silvestres (codén
AAT) con esta enzima produce dos fragmen-
tos de 100 y 48 pb, mientras que los mutantes
(codén ACT) conservan el tamaifio del pro-
ducto de PCR (148 pb).

Los productos de amplificacién y las diges-
tiones enzimadticas fueron separados por
electroforesis en gel de poliacrilamida al
10%. Los geles fueron tefiidos con solucién de
bromuro de etidio (5 pg/mL) y visualizados
enel foto-documentador UV Universal Hood
II y analizados con el software Quantity one
(BioRad, USA). Los tamafios de las bandas
se determinaron siguiendo el patrén de peso
molecular para acidos nucleidos de 100pb
(Molecular Ruler, BioRad, USA).

RESULTADOS

El total de casos de malaria registrados en la
Secretaria de Salud del Magdalena durante
el periodo de recoleccién de muestras (oc-
tubre de 2007 a enero de 2008) fue de 253,

Fuente: Propia de los autores

Figura 1. Trofozoitos y gametocitos
de P. falciparum
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de los cuales el 30% (75 casos) correspon-
dieron a malaria por P. falciparum. Estuvie-
ron disponibles para el estudio 66 ldminas
diagnosticas pertenecientes a individuos de
ambos géneros, con edades entre 4 y 81 afios,
provenientes de los municipios de El Retén
(43,9%), Aracataca (36,4%), Ciénaga (3,0%),
Fundacion (1,5%), Santa Marta (7,6%) y Zona
Bananera (7,6%). No se encontré diferencia
significativa entre la infeccién maldrica y el
género, segtinla prueba de Pearson (p >0,05).
El grupo etario con mayor frecuencia de la
enfermedad estuvo entre 15 y 24 afios (30%).

La observaciéon microscépica de las mues-
tras recolectadas permitié6 comprobar la
presencia de paréasitos en estadios de anillos
y trofozoitos en un 97% de las ldminas y de
gametocitos en un 3% (figuras 1y 2); estd
dltima es la forma parasitaria que infecta al
vector Anopheles.

El método de extraccion de ADN desde las

laminas diagnosticas fue eficiente, incluso
desde ldminas con parasitemia baja (< 10
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Fuente: Propia de los autores

Figura 2. Esquizontes
de P. falciparum
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parasitos/ 100 leucocitos). El punto critico
para la extraccion con Chelex-100 fue la eli-
minacién del exceso de aceite de inmersiéon
de las ldminas.

De las sesenta y seis muestras incluidas en el
estudio, 56 amplificaron el fragmento de 148
pb del gen Pfcrt. Las diez muestras restantes
no mostraron producto de amplificacion,
debido posiblemente almal estado de conser-
vacion de las ldminas; en algunas de ellas se
observo desprendimiento de la gota gruesa.
La digestion con la enzima de restriccion
mostré la presencia de 55 muestras mutantes
y una silvestre (figuras 3 y 4).

DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que en
el departamento del Magdalena circulan,
principalmente, cepas de P. falciparum con

la mutacion K76T en PFCRT asociada con
resistencia “in vitro” a Cloroquina, lo cual
es consistente con lo reportado en zonas
endémicas para la malaria en Colombia (4,
5); sin embargo, cabe resaltar el hallazgo, en
nuestro estudio, de una muestra con el alelo
silvestre (Lisina 76).

La presencia de cepas mutantes y silvestres
predispone a la aparicion de infecciones
mixtas, permitiendo, de esta forma, la com-
peticién entre diferentes clones dentro del
huésped; de estamanera, en ausencia de CQ,
los clones silvestres pueden alcanzar alguna
ventaja de supervivencia, permitiendo, de
esta forma, la recuperacion de la efectividad
del farmaco cuando éste deja de utilizarse
por un tiempo determinado (16). La frecuen-
cia elevada de cepas de P. falciparum con la
mutacion K76T en PFCRT, después de siete
afnos de restringir la administraciéon de CQ
en Colombia, hace suponer que este fdrmaco

Fuente: Propia de los autores

Figura 3. Productos del PCR- RFLP. Carril 1:
Marcador peso molecular de 100 pb. Carriles 2 -7:
Muestras con la mutacion K76T. Carril 8: Muestra

Fuente: Propia de los autores

Figura 4. Productos del PCR-RFLP.
Carril 1: Marcador peso molecular de
100 pb. Carriles 2 — 6: muestras con la
mutacién K76T. Carril 7: ADN control

silvestre K76. Carril 9: ADN control silvestre HB3.

Carril 10: ADN control mutante Dd2
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mutante Dd2, Carril 8: ADN control
silvestre HB3.
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se ha seguido utilizando tiempo después de
larestriccién en el tratamiento de infecciones
causadas por P. falciparum (presion selectiva
inducida por el formaco presente). De acuer-
do con lo anterior y teniendo en cuenta las
evidencia de disminucién enla frecuencia de
K76T enpaises donde se hallevadoa caboun
control efectivo en el uso de la CQ (17- 19), la
recomendacion de este estudio va dirigida a
lograr un control farmacolégico efectivosobre
la utilizaciéon de CQ en Colombia, incluidas
las zonas con bajas y modera transmision del
parasito, con lo cual se esperaria la eventual
recuperaciéndelasensibilidad a este farmaco,
y por ende, su reinsercién en los protocolos
de manejo de infeccién maldrica, en combi-
nacion con otros.

Encuantoalainformaciénsociodemogréfica,
se encontrd que los sitios de infeccion estu-
vieron ubicados al norte del departamento
del Magdalena, cerca a la Sierra Nevada de
Santa Marta, zona que retine las condiciones
ambientales propicias para la existencia del
vector y su propagacion, tales como altitud y
abundante vegetacion, migracionesy despla-
zamiento poblacionales. Lo anterior podria
explicar, en parte, la vulnerabilidad de dichos
municipios a esta enfermedad. Igualmente,
la falta deregularidad y sostenibilidad delas
actividades devigilancia y control de vectores
en las zonas de mediano y bajo riesgo puede
favorecer la apariciéon de nuevos casos.

Este estudio constituye la primera investiga-
cién sobre marcadores genéticos de resisten-
ciaadrogasantimaldricas enel departamento
delMagdalena. El conocimiento generado es
el primer paso para definir y vigilar el perfil
de resistencia a antimaldricos en la region,
y podria servir de soporte para evaluar las
politicas de manejo de la infeccién maldrica.
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