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RESUMEN

Lamalaria es una enfermedad infecciosa causada por parasitos del género Plasmodium, de las cuales P falciparum
es el causante de la forma mas severa de la enfermedad. En Sucre (Colombia), el reporte de casos de malaria
increment6 de 371 en el afio 2000 a 611 para el afio 2004, segin datos del departamento de epidemiologia de
DASSALUD; a pesar de esto, no existen estudios publicados sobre las causas de este incremento.

Uno de los factores relacionado con el aumento de la morbilidad y la mortalidad por malaria a nivel mundial es
la resistencia que el parasito P falciparum ha desarrollado hacia los antimalaricos. La resistencia a pirimetamina
ha sido asociada con la presencia de mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima Dihidrofolato
reductasa (DHFR), componente de la ruta biosintética de folatos del parasito. El propésito del presente estudio fue
detectar la presencia en Sucre, de cepas de P falciparum con la mutacién Asn 108 en DHFR, asociada con
resistencia /n Vitro a la pirimetamina.

La investigacion se llevo a cabo entre octubre del 2002 y marzo del 2004. La deteccion del genotipo silvestre Ser-
108 y del genotipo mutante Asn —108 se realizd mediante un ensayo de PCR alelo especifico. Durante el estudio se
reportaron 122 casos de malaria por P falciparum, de los cuales 6,6 % eran infecciones autdctonas y 93,4%
adquiridas en departamentos vecinos endémicos. De 36 muestras analizadas por PCR, el 27,7 % presento el
genotipo Asn —108, el resto de las muestras presentd el genotipo Ser- 108.

Estos resultados indican que una de las principales causas del aumento en los casos de malaria registrados en
Sucre, son las migraciones y flujo frecuente de personas infectadas, provenientes de municipios de alta
endemicidad. Este es un factor importante en la aparicion de brotes de malaria autdctonos y favorece la
introduccion de cepas de P falciparum resistentes a la pirimetamina. (Aljure S., Mendoza K., Mendoza DL. y
Blanco P. Determinacion de la mutacion ASN-108 del gen DHFR de plasmodium falciparum asociada con resisten-
cia “in vitro” a pirimetamina en aislados del departamento de Sucre, Colombia. Duazary 2005; 2: 87-94).
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SUMMARY

The malaria is an infectious disease caused by Plasmodium parasites. Plasmodium falciparum is the responsible
of the most severe form of the disease. The report of cases of malaria in Sucre (Colombia) increased of 371 in 2000
t0 611 in 2004, according to data of the epidemiology department of DASSALUD; in spite of this, studies published
about of causes of this increase do not exist.

One of the factors related to the increase of the morbidity and mortality by malaria at world is the resistance
that P falciparum has developed towards antimalarials drugs . The resistance to pirimetamina has been related
to point mutations in the gene that codifies for the Dihydrofolate reductase (DHFR), component of the biosynthetic
route of folate of the parasite. The objective of the present study was to detect the presence in Sucre, of P
falciparum strain with the Asn 108 DHFR mutation, associated with in vitro pyrimethamine resistance.

The investigation was carried out between October of 2002 and March of 2004. The detection of the wild
genotype Ser- 108 and the mutant genotype Asn -108 was made by allele specific PCR. During the study 122 cases
of falciparum malaria were reported, of which 6.6 % were native infections and 93.4% were acquired in endemic
departments. Of 36 analyzed samples by PCR, 27.7 % displayed the genotype Asn -108, the rest of the samples
displayed the genotype Ser -108. These results indicate that one of the main causes of the increase of registered
malaria cases in Sucre, are the migrations and frequent flow of infected people, originating of endemic region.
This is an important factor by the appearance of native infection and favors the introduction of P falciparum
strain with resistance to pirimetamina.
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INTRODUCCION Resistencia de Plasmodium falciparum a los
antimalaricos

a malaria es una enfermedad infecciosa, trans
mitida por un vector, que compromete enorme
mente la salud y el desarrollo socioeconémico
de comunidades localizadas en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. En Colombia la ma-
laria representa un grave problema de salud en el
90.2% del territorio rural, situado por debajo de los
1600 m.s.n.m con condiciones climaticas, geogréfi-

La resistencia del plasmodium a los medicamentos de
uso comun en la poblacién es un fenémeno que ha afec-
tado a casi todos los paises con transmision de mala-
ria, incrementandose durante los Gltimos 20 afios y lle-
gando a ser relacionada como una de las principales
causas del aumento en la morbilidad y mortalidad de
la malaria a nivel mundial 34,

cas y epidemioldgicas aptas para su transmision, La resistencia a los antimalaricos se define como la
estimandose que entre 18 a 24 millones de personas habilidad de una cepa del parasito para sobrevivir,
se encuentran en riesgo de enfermar o morir por esta multiplicarse o0 ambos a pesar de la administracion y
causa 2. la absorcion de un farmaco en dosis iguales o mayores

a las recomendadas, pero dentro de los limites de tole-

El comportamiento de la malaria en el departamento ] : ! ) . )
rancia del paciente. Esta resistencia ha sido relaciona-

de Sucre durante los Gltimos cuatro afios presenta una

88 tendencia hacia el aumento, con un predominio de la da a varios mecanismos: mutacion esporadica de los
malaria por Plasmodium vivax, conclusion que se de- microorganismos, con adaptacion del agente patdge-
riva del analisis de los casos reportados por el depar- no a la droga; activacion de caminos metabolicos dis-
tamento de Epidemiologia de DASSALUD Sucre. Sin tintos para realizar la glicdlisis aerobia y sintesis de
embargo, hay que tener en cuenta que existe un aminodcidos; neutralizacion de la droga por secreciones
subregistro importante de casos que podrian modifi- produm_das por el protozoario 0 formacion de
car estas cifras. metabolitos que inactivan la droga °.
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Los parasitos mutantes son seleccionados si la concen-
tracion del farmaco es suficiente para inhibir el creci-
miento de parasitos sensibles pero inadecuada para
inhibir aquellos con sensibilidad reducida o resisten-
tes; este fendomeno se denomina presion de seleccion y
puede ocurrir durante dos eventos cuando se utilizan
medicamentos de vida media prolongada como la
cloroquina, la pirimemina — sulfadoxina o la
mefloquina: 1) cuando los parasitos de una nueva in-
feccion se encuentran con concentraciones
subterapéuticas de los farmacos que se administraron
en una infeccién primaria, las cuales pueden llegar a
inhibir parasitos altamente sensibles pero no parasi-
tos con sensibilidad reducida o resistentes, y 2) cuando
los parasitos de una infeccion primaria logran sobrevi-
vir al tratamiento inicial, usualmente en bajas densi-
dades, y posteriormente se ven expuestos a concentra-
ciones subterapéuticas del medicamento que ofrecen
la oportunidad a aquellos paréasitos con sensibilidad
reducida o resistentes de multiplicarse ®.

Resistencia a la pirimetamina

La pirimetamina es un antimalarico que se usa en com-
binacion con la sulfonamiday es uno de los pocos medi-
camentos alternativos en el tratamiento de las infec-
ciones malaricas producidas por parasitos resistentes
a cloroquina’. Su mecanismo de accién es bien conoci-
do, la pirimetamina es un inhibidor de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR) de R falciparum, por su
parte la sulfadoxina actGa inhibiendo a la enzima
dihidropteroato sintetasa (DHPS) del parasito. Ambas
enzimas son componentes de la ruta biosintética de
folatos, DHPS cataliza la condensacion del &cido para
aminobenzoico (PABA) con el 6-hidroximetildihidro-
ptereina pirofosfoquinasa para producir 7,8- dihidropte-
roato. P falcuiaprum genera la gran mayoria de sus
folatos por sintesis de novo, por lo tanto la inhibicion de
DHFR y DHPS por la pirimetamina- sulfadoxina produ-
ce una disminucion de dTTP y por consiguiente una
disminucion en la sintesis de ADN 8°.

La resistencia a pirimetamina determinada mediante
test in vitro de sensibilidad al medicamento, se ha aso-
ciado con mutaciones puntuales en el gen que codifica
para DHFR del P falciparum. Anélisis genéticos en ais-
lados del parésito han demostrado claramente que la
resistencia a pirimetamina esta asociada con muta-
cién en el aminoacido serina a asparagina en el codon
108 de dhfr. Ademas el cambio de una asparagina por
una isoleucina en el codon 51, de una cisteina por una

argininaen el codon 59, una isoleucina por leucinaenel
codon 164 y una cisteina por una arginina en el codon 50
se han asociado con un incremento de la resistencia °*.,

Estudios realizados en el amazonas brasilefio permitie-
ron determinar la presencia de cepas de P falciparum
resistentes a pirimetamina, encontrando que 38 de las
42 muestras colectadas contenian el codon AAC (Asn 108),
asociado con la resistencia a pirimetamina. Estos resul-
tados indican una estrecha relacion entre la alta inciden-
cia de la mutaciéon DHFR Asn 108 y la resistencia a
pirimetamina en el Amazonas, lo cual ademas es consis-
tente con las tasas de falla terapéutica reportadas por el
medicamento Fansidar (combinacién pirimetamina —
sulfadoxina) 2.

Estudios similares realizados en Apartado —Antioquia,
al norte de Colombia, donde se analizaron 25 muestras
de sangre infectada con P falciparum, mostraron que
el 63% contenian el codon Asn-108 en el gen dhfrrelacio-
nado con resistencia a pirimetamina mientras que en
ninguna de las muestras se detect6 el codon Tre-108
relacionado con resistencia a cigloguanil®. En Venezue-
la, un estudio con 54 aislados colectados de P falciparum
dio como resultado un 96% de los aislados con la muta-
cion Asn-108. En este estudio también se detect6 la pre-
sencia de mutaciones en las posiciones 16, 50, 51, 59, y
164 del gen dhfr mediante ensayo combinado PCR —
restriccion enzimatica *.

El objetivo del presente estudio fue determinar la pre-
sencia del genotipo mutante DHFR Asn 108 y el genotipo
silvestre DHFR Ser 108 en parasitos de P falciparum,
aislados en el departamento de Sucre.

METODOLOGIA

POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de referencia fueron personas residen-
tes en municipios del departamento de Sucre, que
consultaron los centros de salud de sus comunidades
con sintomas relacionados con infeccion malarica
(cefalea, letargo, nauseas, vomitos, diarrea, mialgias
y fiebre recurrente), entre octubre de 2002 a marzo
de 2004.

Criterios de inclusion: todo paciente positivo para
malaria por Plasmodium falciparumy que consintie-
ron por escrito en participar del estudio, segun lo esta-
blece la resolucion 008430 del Ministerio de Salud.
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Criterios de exclusion: todo paciente menor de cinco afios
0 mayor de setenta afos, bajo tratamiento con drogas
antimalaricas y que presente malaria complicada.

UBICACION GEOGRAFICA DEL ESTUDIO

El estudio se realizd en el departamento de Sucre, loca-
lizado al noreste del pais a 9° 18" de latitud norte, 75°
23" latitud oeste del meridiano de Greenwich con un
clima de bosque hiimedo tropical y una altura sobre el
nivel del mar de 213 metros.

TECNICAS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

Obtenciéon de las muestras sanguineas:

A los paciente con diagndstico positivo de malaria por
P falciparum, se le extrajo 3 mL de sangre periférica,
esta se vertio en tubos vacutainer que contenian EDTA
como anticoagulante. Adicionalmente se extrajo una
muestra de sangre periférica de una persona no infec-
tada de malaria, esta muestra se utilizd como control
negativo para los ensayos de PCR. Este procedimiento
fue realizado por personal especializado en el Hospital
Regional de Sincelejo.

Identificacion de formas parasitarias y recuento
parasitoldgico:

Se realiz6 un extendido de sangre periférica en [ami-
nas para la identificacion de las formas parasitarias
del P falciparum y el recuento parasitoldgico. Estas
laminas fueron coloreadas utilizando el método de
Romanowsky modificado y observadas en un micros-
copio modelo Nikon SMZ-1 con objetivo de 40x .

Deteccion del genotipo DHFR del parasito:

La identificacion de la mutacion puntual en la posi-
cion 108 del gen dhfr de P, falciparum, se realizé utili-
zando la técnica PCR — alelo especifico. Los ensayos se
realizaron en el laboratorio investigaciones Biomédicas
de la Universidad de Sucre.

Extraccion de ADN:

Se centrifugaron 600 iL de sangre a 1300 rpm por 15
minutos, se descarto el sobrenadante y el pellet fue sus-
pendido en un volumen igual de buffer de lisis ( TRIS -
HCI 0,2 M. pH 8, EDTA 0,02 M. SDS 2%) y proteinasa K a
200 ig/mL. La mezcla se incubd durante una hora a 55
°C, transcurrido este tiempo se inactivd la proteinasa
K a una temperatura de 94 °C durante 5 minutos. Lue-
go se centrifugd nuevamente a 12.000 rpm por 10 mi-
nutos y extrajo el sobrenadante, a este se le adicion6
un volumen igual de fenol equilibrado con TRIS HCI 0,1

DUAZARY, 2% SEMESTRE DE 2005, Vol. 2 N°2

M pH 8'y se homogenizd por inversion del tubo durante
15 minutos a una temperatura de 4 °C. Luego se
centrifugd la mezcla a 12.000 rpm por 10 minutos trans-
firiéndose la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf,
adicionandole una décima parte del volumen de acetato
de sodio 3 My 2.5 volimenes de etanol al 95% y se
incubd durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
centrifugd la mezcla a 12.000 rpm por 5 minutos, se
descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
etanol al 70% nuevamente. El tubo se centrifugd a
12.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, se descarto el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 100 iL de
TE (TRIS HCI 10 mM, EDTA 1 mM) y almacenado a 4 °C
hasta su uso en los ensayos de PCR.

Ensayo de PCR:

Los ensayos de PCR para detectar el genotipo silvestre
Ser -108 se realizaron con los cebadores diagnosticos
DIA-3 (5'-GAATGCTTTCCCAGC-3') 'y SP1 (5'-
ATGATGGAACAAGTCTGCGAC-3'). El genotipo Asn -108
se detectd con los cebadores DIA 12 (5 -
GGAATGCTTTCCCAGT -3') y SP1%2,

La estandarizacion del ensayo de PCR se realizo con el
ADN de cepas de P, falciparum, donadas por el Labora-
torio de Bioquimica del Instituto Nacional de Salud:
cepa Haiti (genotipo Ser- 108) y cepa Indonesia (genotipo
Asn- 108)%. Se ensayaron varias concentraciones de
cebadores (500ng, 400ng ,300ng, 200ng, 100ng, 50ng,
40ng, 30ng), asi mismo se realizo con el Mgcl, (1.5mM,
2.0mM, 2.5mM, 3.0mM, 3.5mM)y varias condiciones de
temperatura y tiempos en un termociclador (HIBRAID
PCR Express), hasta obtener bandas definidas y nitidas
correspondientes al fragmento de 337 pb.

Las condiciones de amplificacion finales fueron las siguien-
tes: 2.5 mM de Mgcl,, dNTPS 2.0 mM, cebadores 40 ng, Taq
polimerasa 1 Unidady 1 ml(50ng) de ADN de R falciparum.
Los parametros para la amplificacion fueron: un paso ini-
cial de desnaturalizacion a 94°C por dos minutos seguido
por 45 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C,
45 segundos de alineamiento a 56° C y 45 segundos de
extension a 74° C. Después del Ultimo ciclo se incluyd un
paso de extension final a 74° C por cinco minutos. Se
usaron dos controles negativos para cada uno de los
ensayos: ADN humano y agua filtrada estéril, esto con
el fin de indicar posibles contaminaciones.

Visualizacion de los productos de PCR:
Para la visualizacion de los productos de PCR se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa (Sigma, USA) al 2%



ALJURE S., MeEnDozA K. ¥ CoL.

en buffer TBE 1X (Tris-Borato 45Mm EDTA 1IMm). Una
alicuota del producto de PCR se mezcld con el tampon
de carga Orange G (Sigma, USA), proporcién 5:1, y se
sembrd en los pozos del gel de agarosa. Las muestras se
corrieron en un tanque de electroforesis horizontal sub-
cell model 96 de Biorad, con 650 ml de tampon TBE 1Xy
Bromuro de Etidio a una concentracion final de 0,5 ug/
ml, el cual actéia como intercalante de ADN facilitando
su observacion al exponerlo a la luz UV. Se esperd el
tiempo necesario, hasta que las muestras llegaron al
frente de corrido del gel, luego de someterlo a 87 voltios
de intensidad. Para la determinacién del tamafio de
los productos de PCR, en cada corrido electroforetico se
incluy6 el marcador de peso molecular, ADN Ladder de
100 pb (Gene Rulera MBI Fermentas).

Fotodocumentacion:

Los geles se observaron en un transiluminador de luz UV,
254/312 NM (Sigma, USA) y se fotografiaron con una cama-
ra polaroid Gelcam Camera System DS-34 (Sigma, USA).

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos de las fichas epidemioldgicas y los
resultados del PCR se tabularon en una hoja de calculo
del programa EXCEL Windows XP y se analizaron con
estadisticas descriptivas.

ResuLTabos

Durante el periodo de muestreo se presentaron al Hos-
pital Regional de Sincelejo 122 casos de malaria por P
falciparum, de los cuales 114 (93,4 %) fueron adquiridos
en zonas endémicas de los departamentos de Antioquia
(municipios de Zaragoza, Taraza, Caceres, Medellin y
El Bagre), Cérdoba (municipios de Tierra Alta, Valencia
y Montelibano), Bolivar (municipio de Puerto Rico), Cho-
co (municipio de Llor¢) y Norte de Santander (munici-
pio de Tib0); siendo el departamento de Antioquia
quien aport6 la mayoria de los casos. Las infecciones
autoctonas (6,6 %) se registraron en el municipio de los
Palmitos, San Onofre, Sampues, Ovejas, Told, Told viejo
y Galeras.

IDENTIFICACION DE FORMAS PARASITARIAS Y RE-
CUENTO PARASITOLOGICO

En las laminas observadas al microscopio se
visualizaron dos formas parasitarias: los trofozoitos
(Fotografia 1) y gametocitos (Fotografia 2).

Figuras 1. Trofozoitos de P falciparum en extendidos de sangre
periférica. Los trofozoitos se observaban como anillos pequefios y
delicados con uno o dos espacio sin tefiir en el anillo que contenia
la vacuola digestiva, la cual no toma el colorante.

Figura 2. Gametocito de P falciparum en extendidos de sangre
periférica. Los gametocitos son la forma infectante del vector
Anopheles.

Al realizar el recuento parasitoldgico se encontrd que el
2,8% de las ldminas tenian de uno a diez paréasitos en
100 campos microscopico, el 25% de 11- 100 parasitos
en 100 campos microscopico, el 44% uno a diez por cam-
po microscopico, y el 28% presentaban mas de diez
parasitos por campo microscopico.

IDENTIFICACION DE LA MUTACIONES Asn —108
EN EL GEN pfdhffr.

Para identificar las mutaciones en el gen pfdhfr se pro-
cesaron 36 muestras de sangre periférica de pacientes
diagnosticados como positivos para malaria por P
falciparum. La efectividad del método de extraccion
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del ADN se comprobé mediante corrido electroforetico
del producto final de la reaccion (Fotografia 3).

Fotografia 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X, de
las muestras de ADN extraida de sangre periférica de pacientes
infectados con P falciparum.

La amplificacion del dominio con el genotipo Ser -108
DHFR, dio un producto del tamafio esperado (337 pb),
cuando se uso como plantilla el ADN de la cepa Haiti de
P falciparum sensible a pirimetamina (Fotografia 4).

1000 pb

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb 337 pb

200 pb

100 pb

Fotografia 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de
amplificacion con los cebadores Sp1y Dia-3 del ADN control positivo.
Pozo 1. Marcador de peso molecular. Pozo 2. Amplificacion del ADN
de P falciparum cepa Haiti (Ser- 108). Pozo 3. Control negativo (agua
filtrada estéril).
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De las 36 muestras de sangre periférica analizadas 24
presentaban el genotipo silvestre Ser 108 (AGC) relacio-
nado con sensibilidad a pirimetamina y 10 muestras
mostraron la mutacion Asn108 (AAC) relacionada con
resistencia a pirimetamina (Fotografias 5y 6 ). Dos de
las muestras no amplificaron con ninguno de los pares
de cebadores utilizados. Ninguno de los pacientes pre-
sentd una infeccion mixta con cepas de P falciparum
con el genotipo Ser 108 y el genotipo Asn 108.

Las muestras positivas para Asn 108 correspondian a
pacientes que no habian adquirido la enfermedad en
el departamento de Sucre (casos importados desde los
municipios de Caceres, Zaragoza, Taraza, caucasia,

500 pb
400 pb

300 pb

Fotografia 5 Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
de amplificacion con los cebadores DIA3'y Spl. Pozol. Marcador de
peso molecular. Pozo 2. Control positivo, ADN de P, falciparum cepa
Haiti. Pozo 3, 4, 5, 6 y 8. Muestras de pacientes infectados por P,
falciparum, positivos para Ser 108. Pozo 9. Control Negativo, agua
filtrada estéril. Pozo 10. Control negativo. Muestra de un individuo
no infectado con P falciparum.

500 pb
400 pb

300 pb

Fotografia 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
de amplificacion con los cebadores DIA -12 y Spl. Pozol. Marcador
de peso molecular (DNA Ladder 100 ph). Pozo 2. Control positivo,
ADN de P, falciparum cepa Indonesia. Pozo 3 control negativo, agua
filtrada y estéril. Pozo 5, 10 y 11 muestras de pacientes infectados
con P falciparum positivas para Asn-108.
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Tierra alta y Puerto Libertador). Todas las infecciones
autoctonas presentaron el genotipo Ser-108, sensible a
pirimetamina.

Fotografia 7: Electroforesis en gel de agarosa al 2% los productos
de amplificacion con los cebadores DIA -12 y Spl. Pozo 1. Marcador
de peso molecular. Pozo 2. Control positivo, ADN de P, falciparum
cepa Indonesia. Pozo 3. Control negativo, muestra de un individuo
no infectado con P, falciparum. Pozo 4. Control negativo agua filtrada
y estéril. Pozos 5, 6,7 y 8 muestras positivas para Asn-108.

Discusion Y CONCLUSIONES

Desde octubre del 2002 a marzo del 2004, el nimero de
casos importados de malaria por P falciparum en el
departamento de Sucre, superd considerablemente el
namero de casos autéctonos, lo cual indica que las mi-
graciones Y el flujo de personas infectadas provenien-
tes de zonas endémicas vecinas (Antioquia, Cérdoba y
el sur de Bolivar) es uno de los principales factores res-
ponsables del aumento de casos reportados en los Ulti-
mos afios.

Estudios recientes revelaron la presencia de especies
de Anopheles, vectoras de Plasmodium, en dos munici-
pios del departamento de Sucre', por lo que los casos
autdctonos pueden ser producto de la transmision del
parasito desde una persona con una infeccion impor-
tada a otra persona que reside en municipios de Sucre
donde existe el vector; como lo hace suponer la presen-
cia de gametocitos de P, falciparum en el extendido de
sangre periférica de uno de los pacientes.

De los 36 pacientes estudiados para la mutacion DHFR
Asn-108, el 72% presentd parasitemias elevadas, lo cual
aumenta la probabilidad de que estos parasitos desa-
rrollen resistencia a los antimalaricos, principalmente
hacia los medicamentos con una vida media prolonga-
da, como la pirimetamina- sulfadoxina. Investigacio-

nes previas indican que un paciente con parasitemias
iguales 0 mayores al 1%, presentara una probabilidad
mil veces mayor de albergar un parésito mutante re-
sistente que aquellos pacientes con parasitemias me-
nores; adicionalmente, estos pacientes presentaran una
probabilidad menor de desarrollar una inmunidad que
elimine sus parasitos y al ser sintomatico recibiran un
tratamiento que puede generar presion selectiva be-
neficiando a las cepas resistentes ®.

Diez (27.7%) de las muestras analizadas para el genotipo
DHFR presentaron la mutacion Asn-108, todas las mues-
tras correspondian a infecciones importadas, siete de
ellas adquiridas en municipios endémicos de Antioquia.
Esto es de especial interés ya que estudios previos rea-
lizados en Antioquia, demuestran la existencia de ce-
pas de P falciparum con esta mutacion;
adicionalmente, la resistencia in vivo a pirimetamina
- sulfadoxina también ha sido reportada **8%°,

Investigaciones previas indican que el aminoacido 108
es clave para la unién de la pirimetamina y que un
cambio de Serina a Asparagina confiere una resisten-
cia In Vitro moderada al medicamento. Una segunda
mutacion, ya sea en la posicion 51, 59 o en la 164 confie-
re al parasito un alto nivel de resistencia a
pirimetamina /n Vitro**. El genotipo Asn-108 se ha re-
portado en diversas regiones del mundo donde existe
resistencia a pirimetamina- sulfadoxina **. En Colom-
bia, la mutacion se reportd en zonas endémicas para P
falciparum, como Apartadé (Antioquia) junto a otras
mutaciones como: el cambio Asn-51 a lle 51y el cambio
Cys-59 a Arg-59 &,

Mediante test de sensibilidad in vitro se ha podido de-
terminar que parasitos aislados de pacientes que pre-
sentan falla terapéutica a pirimetamina, poseen un
IC,, de 500 a 1500 veces mayor que el IC_ de los pacien-
tes susceptibles al medicamento, estos valores de IC,,
elevados han sido relacionados con el genotipo Asn-108
de DHFR en estudios de cruces genéticos'.

En nuestro estudio, ninguno de los diez pacientes infec-
tados con cepas de P falciparum DHFR Asn-108, repor-
taron falla terapéutica a pirimetamina-sulfadoxina.
Para explicar esto, hemos desarrollado las siguientes
hipétesis: a) que las cepas mutantes de P falciparum
aisladas presenten solo el cambio en el aminoéacido 108
de DHFR y que carezcan de las otras mutaciones que
potencian la resistencia a pirimetamina; b) que las
mutaciones en DHFR, incluyendo el aminoacido 108,
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estén compensadas por el gen pfdhps silvestre. EI gen
pfdhps codifica para la Dihidropteroato sintasa, enzi-
ma componente de la ruta biosintética de folatos y que
es el blanco terapéutico de la sulfadoxina, medicamen-
to que se usa en combinacion con la pirimetamina,
para potenciar su efecto antimalarico. Esto ya ha sido
postulado por otros investigadores quienes han asocia-
do la resistencia In vivo con la frecuencia de mutacio-
nes en DHFR y DHPS &, ¢) que la diversidad genética de
las cepas de P falciparum introducidas en el departa-
mento de Sucre, sea alta. Cuando existe una alta diver-
sidad genética y coexisten parasitos sensibles y resis-
tentes, la recombinacion entre los diferentes aislamien-
tos aumenta, lo cual disminuye la probabilidad de di-
seminacion de la resistencia ®. Para confirmar las si-
guientes hipotesis es necesaria la busqueda de otras
mutaciones asociadas con resistencia a pirimetamina-
sulfadoxina y la realizacion de estudios de diversidad
genética de las cepas de P falciparum circulantes en
Sucre.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, suma-
do a los recientemente reportado en otras regiones de
Colombia ponen de manifiesto una acelerada varia-
cion genética del parasito para evadir al tratamiento
farmacoldgico, lo cual hace pertinente la continuidad
de las investigaciones encaminadas a generar conoci-
miento Util para el control de la malaria.
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