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RESUMEN

El surgimiento y diseminacion de la resistencia de los parasitos causantes de la
malaria a varios medicamentos utilizados para su tratamiento ha limitado su
manejo y control. En Colombia, estudios de eficacia terapéutica de la Sulfadoxina-
Pirimetamina (SP) utilizada en el tratamiento de la malaria ho complicada por
Plasmodium falciparum, han mostrado diferentes porcentajes de falla en diversas
regiones del pais. Para contribuir al conocimiento de la resistencia a éste
antimalarico en Colombia, se evaluaron las mutaciones puntuales 511, 59R, 108N
y 164L del gen dhfr y 437G, 540E, 581G y 613S/T del gen dhps en 120 muestras
de P. falciparum provenientes de la Amazonia, la Orinoquia y la costa Pacifica,
cuya distribucion de los genotipos de dhfr y dhps fue consistente con los niveles
de falla terapéutica a SP reportados en estudios previos.

La diferencia encontrada entre la costa Pacifica sur (108N= 30% de las muestras,
108N/511= 7% y 100% silvestres para el gen dhps) y la costa Pacifica norte
(108N= 7%, 108N/51l= 93% y 437G= 68%), sugiere la presencia de barreras
sociales y/o fisicas (como la cordillera de los Andes) que dificultan el flujo genético
y la dispersién de las poblaciones de parasitos entre las zonas endémicas de la
Orinoquia/Amazonia y la Costa Pacifica. Al sur de la costa Pacifica la baja
resistencia indica que la SP podria seguir siendo Gtil como terapia; a diferencia de
la Amazonia donde se encontré la mutacion 1164L del gen dhfr que indica el fin de
la vida util de este medicamento en la region. Su uso tampoco es recomendable
en la Orinoquia (108N= 4%, 108N/51l= 96%, 437G= 75% y 437G/581G= 17%) ni
la costa Pacifica norte. Las mutaciones 59R del gen dhfr y 613S/T del gen dhps no
se encontraron en este estudio.

El cambio en la politica de antimalaricos de SP por derivados de la artemisinina
(ACTs) plantea la necesidad de investigar si existen mutaciones en genes
asociados con resistencia a los mismos en Colombia y la importancia de hacer el
respectivo seguimiento en el tiempo.

PALABRAS CLAVE: Plasmodium falciparum, Pirimetamina, Sulfadoxina,
resistencia, haplotipo, dhfr, dhps.



ABSTRACT

The emergence and spread of the malaria parasites to many drugs used for the
treatment of the disease have limited its management and control. Studies about
the therapeutic efficacy of sulfadoxine-pyrimethamine (SP) used to treat
uncomplicated Plasmodium falciparum malaria, have shown different rates of
failure along Colombia. To contribute to the knowledge of SP resistance in
Colombia point mutations like 511, 59R, 108N and 164L of dhfr gene and 437G,
540E, 581G and 613S/T of dhps gene were evaluated in 120 samples of P.
falciparum from the eastern Amazon and Orinoco basins, and northwest and
southwest Pacific regions of Colombia, the distribution of dhfr and dhps genotypes
were consistent with the previous documented levels of SP therapeutic efficacy.

The difference found between the south coast of the Pacific region (108N= 30% of
the samples, 108N/511= 7% and 100% wild for dhps gene) and the north coast of
the Pacific (108N= 7%, 108N/51I= 93% and 437G= 68%), suggests the presence
of social and/or physical barriers (such as the Andes Mountain range) that difficult
the gene flow and the dispersal of the parasite populations between endemic
zones of the Amazon and Orinoco basins and the Pacific coast. In the southwest of
the Pacific coast the low resistance indicates that SP could still be used as a useful
treatment; different than the Amazon basin where the mutation 1164L in the dhfr
gene was found, and represents the end of the efficacy of this drug in the region.
Its use is neither recommended in the Orinoco basin (108N= 4%, 108N/511= 96%,
437G= 75% and 437G/581G= 17%) nor the northwest Pacific coast. Mutations 59R
of dhfr gene and 613S/T of dhps gene were not founded in this study.

The change in the national antimalaric administration policy from SP to artemisinin
derivatives (ACTs) shows that it's necessary to study and make a tracking in time
to know if any mutation associated with the resistance to this drug is present in
Colombia.

KEYWORDS: Plasmodium falciparum, Pyrimethamine, Sulfadoxine, Drug
resistance, haplotype, dhfr, dhps.



INTRODUCCION

La malaria en conjunto con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y la
tuberculosis, es uno de los principales retos en salud publica que compromete el
desarrollo de los paises mas pobres del mundo (WHO, 2002a). Ademas, es una
de las enfermedades infecciosas mas antiguas que afecta a los seres humanos y
por tanto ha influenciado su historia y evolucion (Kshirsagar, 2006). Su presencia
en diferentes areas geograficas se ha relacionado con la dinamica parasito —
vector — humano (Hoffman, Subramanian, Collins & Venter, 2002) que favorece o
limita la transmision de la enfermedad y el riesgo asociado de muerte por
complicacion, asi como con la diferencia en el nivel de desarrollo socioeconémico
entre los paises, el dificil acceso a la atenciébn médica y la falta de programas
activos de control de la malaria que permitan mejorar su diagnostico y tratamiento,
factores que son determinantes en la epidemiologia de la enfermedad (Sachs &
Malaney, 2002).

Es preocupante que a pesar de los avances en su conocimiento, la morbilidad y
mortalidad por malaria continlan incrementandose en las regiones endémicas
(Suh, Kain & Keystone, 2004) hasta convertirse en uno de los problemas de salud
méas importantes en vastas zonas del Africa sub Sahariana, Asia y América del
Sur, en las cuales mas de un millébn de personas fundamentalmente nifios
menores de cinco afios y mujeres embarazadas, mueren anualmente a causa de
ella (aproximadamente el 90% de las muertes por malaria pertenecen al
contienente africano) (Rojas & Fonte, 2005). A pesar de que la malaria es una
enfermedad prevenible, continta constituyéndose en un importante problema de
salud publica, siendo la causa del 0,4% de muertes entre nifios menores de 5
aflos en América (PAHO, 2001). En el continente americano la trasmision de la
malaria ocurre en 21 paises y existe un estimado de 250 millones de personas que
viven en riesgo de transmision, de las cuales 40 millones residen en areas de
riesgo moderado a alto (PAHO, 2007).

Por otra parte, la malaria es considerada como una enfermedad reemergente
debido a la propagacion de la resistencia de los parasitos a los antimalaricos y a
las dificultades para iniciar y mantener los programas de control del vector (Rojas
& Fonte, 2005). Asi mismo, por el desplazamiento poblacional como consecuencia
del conflicto armado, la pobreza y el deterioro de los sistemas de salud en las
zonas endémicas para malaria que incrementan la carga malarica de un pais (Blair
et al., 2003); todos estos factores hacen que esta enfermedad contribuya al
empobrecimiento y disminucion de la calidad de vida de las comunidades rurales
(Contreras, Cortese, Caraballo & Plowe, 2002) y urbanas (LSTP, 2004; Ochoa &
Osorio, 2006).
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Para enfrentar esta situacion se han adoptado estrategias para su control entre las
cuales las principales son el diagnédstico y el tratamiento de todos los casos
confirmados, sin embargo, se presentan problemas en cuanto a su
implementacion y apropiada aplicacion en distintas regiones geogréficas. Los
programas para el control y prevencion de la malaria necesitan ser disefiados de
acuerdo a la epidemiologia local, los resultados aportados por las investigaciones
realizadas y la voluntad politica (Bloland & WHO, 2001), por esta razon la
administracion de antimalaricos eficaces se constituye en uno de los més grandes
desafios para el control de la enfermedad.

Aun asi, a pesar de todos los esfuerzos que se han realizado a lo largo del tiempo
con el fin de erradicarla o controlarla, la malaria sigue siendo la enfermedad mas
prevalente y devastadora en los tropicos (WHO, 1993), donde el incremento en el
namero de casos se ve acompafiado del surgimiento y diseminacién de la
resistencia de los parasitos a los antimalaricos y de los vectores a los insecticidas
(White, 1996). Ademas, la pobreza y el conflicto armado en poblaciones altamente
vulnerables las obliga a migrar y movilizarse a través de zonas endémicas
incrementando el riesgo de infeccion por malaria y de la diseminacion de cepas
resistentes de P. falciparum a los antimalaricos (WHO & UNICEF, 2005), hecho
gue empeora si se tiene en cuenta que los recursos destinados para controlar la
enfermedad son limitados en paises endémicos.

En Colombia, el numero de casos de pacientes infectados con malaria tiende a
aumentar (Figura 1). En la década de los 90’s los casos de malaria reportados al
Ministerio de la Proteccion Social se incrementaron en un 47% con respecto a la
década de los 80’s. La tendencia entre el afio 2000 y 2003 continua en aumento,
reportdndose una incidencia anual promedio de 689,1 casos confirmados
microscopicamente por cada 100.000 habitantes en zonas de riesgo(Zambrano,
2006). Para el afio 2006, los casos reportados al Ministerio fueron 91,839; de los
cuales el 66% fueron por P. vivax, 33% por P. falciparum y 1% fueron mixtos (P.
vivax + P. falciparum) (INS & SIVIGILA, 2007). Para afio 2007 se presentaron en
Colombia un total de 110.389 casos de malaria, de los que 79.028 casos
correspondieron a P. vivax, 30.065 casos a P. falciparum, 1.277 casos a malaria
mixta y 19 casos a P. malarie (INS, 2007).
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Figura 1. Incidencia de malaria en Colombia 1959-2005. Fuente: SIVIGILA, 2005.
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El antimalarico Sulfadoxina — Pirimetamina (SP) es uno de los mas utilizados
como tratamiento para P. falciparum en Africa, el sureste de Asia y Sur América,
sin embargo, su papel en el control de la malaria se ha visto obstaculizado por la
rapida aparicion y diseminacion de la resistencia al mismo (Olliaro, 2001), incluso
en diferentes regiones de Colombia, en donde su uso inadecuado (administracion
como monoterapia o pobre adherencia al tratamiento) favorecio el surgimiento de
altos niveles de fallas terapéuticas a éste medicamento (Gonzalez, Padilla, Giraldo
& Saravia, 2003). En este sentido, el surgimiento y potencial diseminacion de
cepas resistentes de P. falciparum a SP en paises fronterizos como Brasil
(Cortese, Caraballo, Contreras & Plowe, 2002; Vasconcelos et al., 2000), Peru
(Durand et al., 2007; Kublin et al., 1998) y Venezuela (Contreras, et al., 2002;
Urdaneta, Plowe, Goldman & Lal, 1999) hacia Colombia es de especial interés, ya
que la movilizacion de la poblacion juega un papel importante en la diseminacién
de parasitos resistentes (Durand, et al., 2007). Asi, la identificacién de marcadores
moleculares de resistencia a los antimalaricos es de gran importancia ya que éstos
han suministrado informacién valiosa sobre la seleccion y transmisién de los
parasitos resistentes (Greenwood, Bojang, Whitty & Targett, 2005) antes de que
se evidencie la falla del tratamiento clinico (Hastings, Watkins, & White, 2002),
ademas ayudan a dilucidar los mecanismos moleculares de resistencia del
parasito (Cortese, et al., 2002).

Es asi como los marcardores moleculares han tomado gran relevancia para la
prediccion de la eficacia del antimalarico utilizado, para dirigir la estrategia de
tratamiento y control a seguir en los lugares donde esta apareciendo o se esta
incrementando la resistencia y para monitorear el surgimiento de parasitos
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resistentes para los cuales existen dichos marcadores (Gebru-Woldearegai, Hailu,
Grobusch & Kun, 2005). En la actualidad se estan aplicando como herramientas
de investigacion para la vigilancia de la resistencia a SP, porque pueden
proporcionar evidencia directa y convincente de la seleccibn de parasitos
resistentes a este tipo de tratamiento antimalarico (Plowe, 2003). Para este
medicamento, es posible evaluar mutaciones especificas en los genes dhfr y dhps
del parasito ya que tienen la caracteristica de ser identificados a través de
ensayos sencillos, relativamente econdmicos y altamente predictivos para el
resultado del tratamiento in vivo (Mockenhaupt et al., 2005). Este tipo de ensayos
se basan en un sistema basado en PCR anidada para amplificar una region
especifica del gen de interés, seguida de un proceso de digestion empleando
enzimas de restriccién (Duraisingh, Curtis & Warhurst, 1998; Plowe et al., 1997).

De esta manera, la resistencia a SP se ha visualizado a través de la determinacion
de mutaciones puntuales en las posiciones 51, 59, 108 y 164 en el gen dhfr que
codifica para la enzima DHFR (Dihidrofolato reductasa), asi como en las
posiciones 437, 540, 581 y 613 en el gen dhps que codifica para la enzima DHPS
(Dihidropteroato sintasa) (Hyde, 2002); ambas enzimas estan involucradas en la
biosintesis de folato del parasito cuya alteracion estructural por efecto de los
inhibidores de DHFR (para la Pirimetamina) y DHPS (para la Sulfadoxina) conlleva
la disminucion de los aminoacidos metionina y serina y la alteracién de nucleétidos
en especial la Timina (Gregson & Plowe, 2005) afectando la sintesis de ADN del
parasito. La presencia de estas mutaciones puntuales o polimorfismos de
nucleotido unico (SNPs) en ambos genes hacen que la afinidad del medicamento
a los sitios de union en dichas enzimas sea baja (Mbugi et al., 2006), por lo tanto,
el medicamento no se une al sitio activo de la enzima y el parasito no puede ser
eliminado (Yuthavong, 2002).

De acuerdo a lo expuesto previamente, en el presente estudio se plante6
contribuir al conocimiento de la resistencia al antimalarico SP en Colombia
mediante la evaluacion de mutaciones puntuales asociadas con resistencia al
mismo a través del andlisis de los codones 511, 59R, 108N y 164L del gen dhfry
437G, 540E, 581G y 613S/T del gen dhps en muestras de P. falciparum
provenientes de la Amazonia, la Orinoquia y la costa Pacifica colombiana,
utilizando la técnica PCR — RFLPs (reaccion en cadena de la polimerasa y
fragmentos de restriccion de longitud polimérfica).
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1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de las mutaciones puntuales 511, 59R, 108N y 164L del
gen dhfr y 437G, 540E, 581G y 613S/T del gen dhps relacionadas con la
resistencia al antimalarico Sulfadoxina-Pirimetamina en muestras de P. falciparum
provenientes de la Amazonia, la Orinoquia y la costa Pacifica Colombiana a través
de la metodologia PCR-RFLP.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar el polimorfismo en los loci de los genes dhfr y dhps y la frecuencia
de las variantes alélicas involucradas en la resistencia a la Sulfadoxina-

Pirimetamina.

e Comparar la variacion de los codones 51, 59, 108 y 164 del gen dhfry 437, 540,
581 y 613 del gen dhps entre las diferentes zonas de estudio.

¢ Identificar las regiones que cuentan con un grado potencial de resistencia a SP
gue comprometa la utilidad de dicho medicamento.
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2. ANTECEDENTES

Frente a la baja efectividad de los antimalaricos, las nuevas terapias pueden fallar
debido a su uso inapropiado, poca absorcion, pobre adherencia, intolerancia, uso
de medicamentos falsificados o de fabricantes no autorizados, o por el alto costo
de los mismos (Baird, 2005). Ademas, P. falciparum ha sido capaz de desarrollar
resistencia a diferentes antimalaricos rapidamente y existe la posibilidad que con
el tiempo puedan aparecer nuevas cepas resistentes (White, 1996), cuyo
inadecuado conocimiento limita la habilidad para determinar el correcto camino de
accion para su manejo y control (Olliaro, 2001).

La resistencia a estos medicamentos ha jugado un papel importante en la
ocurrencia y severidad de epidemias en algunas partes del mundo (Bloland &
WHO, 2001), fendbmeno que se ha visto favorecido por la alta movilidad de las
poblaciones humanas que han introducido pardsitos resistentes en areas
previamente libres de resistencia. Actualmente se considera que diversos aislados
de P. falciparum exhiben algun nivel de resistencia a casi todos los antimalaricos
disponibles, llevando a que la falta de disponibilidad de medicamentos efectivos
para el tratamiento incremente significativamente el costo del mismo (Bloland &
WHO, 2001). Es por esto que en areas de multiresistencia a los antimaléricos
como la Guyana Francesa (Demar & Carme, 2004), la hoya Amazoénica (WHO,
2005b; Wongsrichanalai et al., 1992) y el sudeste asiatico (Wongsrichanalai et al.,
1992; WHO, 2005b; WHO, 2005c), el diagnostico temprano y el adecuado
tratamiento son de gran importancia, ya que la diseminacion de la resistencia esta
teniendo un grave impacto en los paises con menores recursos econémicos
incrementando la mortalidad debido a los retrasos en el cambio de las politicas de
tratamiento a medicamentos efectivos por no ser considerados econdmicos
(Ashley, McGready, Proux & Nosten, 2006).

Plasmodium falciparum ha desarrollado resistencia a las 4 aminoquinolinas,
antimalaricos comunmente usados desde los afios 50’s — 60’s, sin embargo, sus
mecanismos de accion ain no son totalmente conocidos. Estos medicamentos,
tales como la cloroquina (CQ) y amodiaquina (AQ), son esquizonticidas
sanguineos activos contra el estadio de trofozoito joven del parasito(Orjuela,
Gonzélez, & Osorio, 2004) que degradan activamente la hemoglobina y producen
pigmento malarico o hemozoina, el cual se forma por la polimerizacién del grupo
heme (compuesto toxico para el parasito) que es liberado luego de la digestion de
la hemoglobina en la vacuola digestiva (Pandey et al., 2001; Sullivan, Gluzman,
Russell & Goldberg, 1996). Se propone que la cloroquina afecta la habilidad del
pardsito para formar la hemozoina (Sullivan, et al., 1996) (Pandey, et al., 2001)
(White, 2004) dejando grupos heme libres que eliminan al parasito por el efecto
toxico de éstos.
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La CQ fue ampliamente utilizada durante mas de 50 afios en el esquema de
tratamiento para malaria en diversos paises, sin embargo, frente al surgimiento y
la amplia diseminacion de la resistencia de P. falciparum a este medicamento,
muchos paises se vieron obligados a cambiar su politica de tratamiento para la
enfermedad, implementando terapias alternativas para la malaria no complicada
por P. falciparum como es la combinacion SP conocida comercialmente como
Fansidar® (Hyde, 2002). Es asi como en la actualidad, tanto CQ como SP, que
por muchas décadas fueron la base para la terapia de la malaria, han disminuido
su utilidad terapéutica gracias al surgimiento y la consolidacién de la resistencia
(Baird, 2005) al punto que P. falciparum desarrollé una alta resistencia a CQ en la
mayoria de areas afectadas por la malaria (White, 2004).

2.1 SURGIMIENTO DE LA RESISTENCIA EN EL MUNDO

La campafia mundial de erradicacion de la malaria implementada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) entre 1950 y 1960 marco el inicio de la
lucha por eliminar la malaria. El uso del insecticida diclorodifeniltricloroetano (DDT)
liber6 del vector a varios lugares en extensas areas endémicas, excepto en el
Africa sub Sahariana. En América su uso empez6 en 1941 y para 1948 su eficacia
en la eliminacion de la transmision asi como la reduccion en el nimero de casos
de malaria en algunas areas, llevé a promoverlo como una iniciativa para erradicar
la enfermedad, estrategia que se adoptd en 1955, pero la dificultad para realizar
actividades de fumigacion intensiva y la disminucién de su efectividad fueron
determinantes para abandonarla (Rodriguez, 2006). Se renunci6 a esta estrategia
en 1969 por considerarse logistica, social y politicamente impractica,
especialmente en lo concerniente a los efectos del DDT sobre el ambiente (Baird,
2005), de manera que esta estrategia fracasé a pesar de haber sido una
esperanza al combinar la fumigacién con insecticidas en conjunto con la
administracion de antimalaricos (Prothero, 1995) en masa utlizando CQ vy
Pirimetamina (Talisuna, Bloland & D'Alessandro, 2004).

Otro aspecto importante es el surgimiento de la resistencia de P. falciparum al
antimalarico CQ, fenédmeno que se reportd en los afios 50’s en Tailandia y
Colombia y posteriormente en 1970 en Nueva Guinea y el sureste del Africa sub
Sahariana. Hoy en dia ocurre a lo largo del mundo excepto en Centroamérica y
algunas regiones del suroeste de Asia (Baird, 2005). Como alternativa contra los
parasitos resistentes a CQ surgié la SP (Baird, 2005), un antimalarico que
representa un tipo de combinacién sinergista de inhibidores de las enzimas DHFR
y DHPS que actian en la via metabdlica de biosintesis de folatos (Yuthavong,
2002). La SP estéa disponible desde 1971 y se convirtié en el tratamiento estandar
de segunda linea para la malaria, sin embargo, la resistencia a este medicamento
fue reconocida rapidamente en la frontera de Tailandia y Camboya en 1960 (Baird,
2005). Del mismo modo, la resistencia a la Pirimetamina se ha consolidado en la
actualidad y su combinacion con sulfonamidas (como por ejemplo Sulfadoxina) ha
dejado de ser eficaz en varios paises del Sureste de Asia y Sur América (Gregson
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& Plowe, 2005; Sibley et al., 2001; Wang, Read, Sims & Hyde, 1997).
Posteriormente en 1984, el esquema de tratamiento mefloquina (MQ) + SP
reemplaz6 a la quinina como el tratamiento de eleccion para la malaria por P.
falciparum en Tailandia, sin embargo, en 1988 la resistencia a MQ se desarrollo
rapidamente en dicho pais y en los paises limitrofes Camboya y el oeste de Burma
(Myanmar) (White, 1996). Es evidente la resistencia progresiva que ha
desarrollado el parasito a varios farmacos en diferentes areas geograficas donde
esta situacion se ha agudizado considerablemente durante los ultimos 20 afios
(Figura 2) (Gonzélez, et al., 2003; Mbugi, et al., 2006).

Figura 2. Resistencia a los antimalaricos por P. falciparum a partir de estudios en
sitios centinela, 2004. Modificado de:
http://www.rbm.who.int/wmr2005/html/map5.htm.
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La resistencia a SP ha sido bien estudiada y se ha asociado con mutaciones
puntuales en dos genes involucrados en la via de biosistesis de folato, dhfr
(dihidrofolato reductasa) y dhps (dihidropteroato sintasa) (Sangster et al., 2002),
donde la primera mutacion puntual S108N en el gen dhfr se considera clave para
el inicio de la resistencia. Sin embargo, ésta se incrementa por el efecto
acumulativo de otras mutaciones en ambos genes, las cuales van apareciendo en
forma jerarquica (Figura 3) (Guerra et al., 2006). El fendmeno de resistencia a SP
se asocia en gran parte con el hecho que tanto la Pirimetamina como la
Sulfadoxina tienen una vida media larga y por ende una eliminacion lenta, lo que
resulta en una mayor presion de seleccion para los parasitos resistentes debido a
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su prolongada exposicibn a concentraciones sub-Optimas del medicamento
(Yuthavong, 2002).

Figura 3. Orden jerarquico de aparicion de mutaciones asociadas con resistencia a
Pirimetamina en los genes dhfr y dhps. Modificada de: Plowe, 2002 (Plowe, 2002).

Gen dhfr silvestre Gen dhps silvestre
N51 C59 $108 1164 A437 K540 A581 A613
108N
S\ 437G
511 108N 59R 108N
51/ 59R 108N 431G S40E 431G 581G 437G 6138IT
511 108N 164L | | 511 59R 108N 764L | | 59R 108N 164L 431G 581G 540E

La evolucion de la resistencia a SP se origina a partir de la mutaciéon que causa un
cambio del aminoacido serina (S) por asparagina (N) en el codon 108 (S108N) del
gen dhfr, en donde el nUmero corresponde a la posicion en el gen, la letra al inicio
indica el aminoacido silvestre y después del numero el aminoacido mutante
representados de acuerdo a la tabla del codigo genético (Anexo A). La aparicion
de esta mutacion conlleva a la disminucion de la afinidad de la Pirimetamina por el
sitio activo de la enzima y a la disminucion de la actividad de dicha enzima
(Plowe, 2003).

Cuando esta mutacion esta presente, se obtiene un nivel de resistencia bajo el
cual se incrementa al aparecer otras mutaciones en diferentes posiciones en el
mismo gen, que determinan un mayor grado de resistencia, como son las
mutaciones N51I, C59R e 1164L (Gregson & Plowe, 2005; Yuthavong, 2002).
Igualmente, las mutaciones puntuales A437G, K540E, A581G y A613S/T (Anexo
A) del gen dhps se asocian con pérdida de la eficacia de la Sulfadoxina (Nzila,
2006).

El haplotipo N511/S108N/I164L en el gen dhfr es de especial interés ya que

confiere niveles altos de resistencia y su aparicion en un area geografica

representa el fin de la utilidad de la Pirimetamina. Estas tres mutaciones

generalmente se encuentran en la region Amazoénica en donde la resistencia a los

antifolatos es alta, por su parte el haplotipo N511/S108N da lugar a niveles de
25



resistencia bajos/moderados y se encuentra distribuida a lo largo del continente
americano (Contreras, et al., 2002), mientras que N51I/S108N/C59R se encuentra
principalmente en el sur este de Asia y el Africa (WHO, 2005c). Para el gen dhps
la mutacién A437G determina el inicio de la resistencia a la Sulfadoxina, la cual se
incrementa con la adicion de A581G y aun mas cuando se encuentran los
haplotipos A437G/ K540E y A437G/ A613S/T (Gregson & Plowe, 2005).

2.2 SURGIMIENTO DE LA RESISTENCIA EN COLOMBIA

La malaria es conocida en Colombia desde siglos atras y para erradicarla al igual
gue en otras regiones del mundo, se instauré a mediados del siglo XX el programa
de erradicacion de la malaria planteado por la OMS y ejecutado por el Servicio de
Erradicacion de la Malaria (SEM), el cual fue activo desde 1958 hasta 1984. En el
pais la fase preparatoria de la campafia se realiz6 entre 1957 y 1959 y la fase de
operacion se inicié en los afios 60. En 1984 las funciones del SEM pasaron a
manos de las direcciones o secretarias departamentales de salud, época en que
debido a los problemas como la resistencia a CQ y al DDT la OMS reemplazo la
idea de erradicacion por la de control de la malaria (Carmona, 2003).

Dicho control de la enfermedad en el pais se ha dificultado debido a las evidencias
de la resistencia a los antimalaricos en Colombia, principalmente en Antioquia y la
Costa Pacifica (Blair, et al.,, 2003; Talisuna, Bloland & D'Alessandro, 2004;
Carmona, 2004; Lépez, Arroyave & Salazar, 1999). En Antioquia se han realizado
estudios que han mostrado los diferentes grados de resistencia tanto in vivo como
in vitro a los antimalaricos empleados, por ejemplo, en 1998 los resultados de un
estudio in vivo de Blair y colaboradores con muestras de Zaragoza indicaron una
resistencia a CQ del 67%, a AQ del 3% y a SP del 9%, mientras que las pruebas
in vitro revelaron sensibilidad a estos medicamentos (Blair, Lacharme & Carmona,
2002); otro estudio con muestras de Turbo mostraron la resistencia in vivo de P.
falciparum a CQ, AQ y SP con una frecuencia de 97, 7 y 13% respectivamente y
con las pruebas in vitro obtuvieron porcentajes de 21, 23 y 9% respectivamente
(Blair, Lacharme, Carmona & Tobon, 2001). En la costa Pacifica de Colombia, la
resistencia a CQ es elevada al igual que en la mayor parte de Sur América, sin
embargo, la resistencia a SP se ha mantenido baja (Gonzélez, et al., 2003;
Talisuna, Bloland & D'Alessandro, 2004; Wang, Read, Sims & Hyde, 1997;
Carmona, Tobén, Alvarez & Blair, 2005).

Segun Bloland (2001), durante los ultimos 50 afios y sobre todo en los dltimos 20,
las migraciones humanas debidas a razones economicas (colonizacion de tierras,
explotacion de oro y madera, desarrollo agropecuario a gran escala, cultivos de
marihuana y coca, desempleo y subempleo) o sociopoliticas (desplazamiento
debido al conflicto armado) han tenido un gran impacto en diferentes regiones, tal
es el caso del Uraba y Bajo Cauca. Estas migraciones probablemente han
contribuido a acentuar el problema de la malaria y han ayudado a diseminar los
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clones de P. falciparum resistentes a la CQ y a otros medicamentos (Bloland &
WHO, 2001).

Frente a esta situacion, se ha buscado controlar la enfermedad con base en el
diagnéstico temprano y el suministro del tratamiento adecuado para el paciente,
sin embargo, el aumento de parasitos resistentes de P. falciparum a diferentes
antimalaricos como la CQ esta amenazando las estrategias propuestas para su
control (Bloland & Ettling, 1999). El primer informe de P. falciparum resistente a la
(CQ) se publicé en 1961 y tuvo origen en la cuenca del rio Magdalena (Blair, et al.,
2003) en el departamento de Santander (Sabana de Torres y Valle del Magdalena)
(WHO, 1967; Moore & Lanier, 1961) y desde esa fecha en adelante la resistencia
a éste antimalarico se ha incrementado de manera importante hasta llegar a ser
un medicamento no eficaz para tratamiento, razén por la cual el antimalarico SP
introducido al pais en 1980 surgié como una alternativa para el tratamiento de la
malaria no complicada por P. falciparum resistente a la CQ, aunque en 1981 se
informaron los primeros tres casos documentados de resistencia a esta
combinacion en pacientes procedentes de San José del Guaviare y el valle del
Ariari en el departamento del Meta (Carmona, 2003).

Desde finales de 1970, SP fue usada como terapia para malaria no complicada
por P. falciparum en la region Amazodnica del Brasil, sin embargo, en esta zona
los niveles de diversidad alélica de las poblaciones de parasitos no difieren mucho
entre ellas aun estando separadas por miles de kilometros (Machado et al., 2004),
lo cual puede estar relacionado con el incremento de la resistencia del
Plasmodium en esta zona durante los ultimos 10 afios a tal punto que éste
medicamento ya no es recomendado en el centro ni el este del Peru, Brasil ni en
regiones limitrofes con Colombia (Durand, et al., 2007; Vasconcelos, et al., 2000),
aunqgue la resistencia se mantiene entre baja y moderada en la costa Pacifica
(Méndez et al., 2002; Osorio et al., 1999; Osorio, Pérez, & Gonzalez, 2007).

Asi, en 1999 el Ministerio de Salud colombiano estableci6é en sus normas técnicas
el uso combinado de SP mas AQ como esquema de primera linea para el
tratamiento de malaria por P. falciparum no complicada (Ministerio de Salud de
Colombia, 1999; Gonzalez, et al., 2003; Pérez et al., 2008) pero desde finales de
2001 la escasez de AQ obligé a regresar al esquema SP/CQ como tratamiento
para esta enfermedad (Blair, et al., 2003).
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3. MARCO TEORICO
3.1 SITUACION DE LA MALARIA EN EL MUNDO

En la actualidad la malaria es endémica en mas de 100 paises y representa
alrededor de 300 millones de casos clinicos y 1,5 millones de muertes anuales,
afectando principalmente al continente africano (WHO, 2005; White, 1996), en
donde se estima que ocurre cerca del 90% de de todas las muertes atribuibles a
esta enfermedad (WHO, 2002a) siendo afectados principalmente los nifios
menores de cinco afios y las mujeres embarazadas primigravidas (WHO, 2002a;
Dorman & Shulman, 2000). Es una enfermedad parasitaria de importancia global
(Puente, Garcia, Sesefia & Gonzélez, 2005; Suh, et al.,, 2004) que afecta
principalmente a paises en via de desarrollo en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Figura 4) (WHO, 2002a; Puente, et al., 2005).

Figura 4. Distribucion de la malaria en el mundo. Casos de malaria por 100.000
habitantes por paises (2004). Fuente:
http://www.vacunasaep.org/imagen/malaria_casos.jpg
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Desafortunadamente, la mayoria de paises afectados por la malaria tienen un

presupuesto de menos de US $10 per cépita anualmente para salud y la situacion

empeora en cuanto al tratamiento ya que cuesta mas de US $0,50 volviéndose

inaccesible para las personas de bajos recursos econdmicos (White, 2004). En el

Africa se estima que el impacto econdmico de la malaria alcanza los US $12
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billones por afio (Sachs & Malaney, 2002). Por lo tanto, el costo econémico y
social que genera la malaria es inmenso (Suh, et al., 2004), mas adn cuando en
los dltimos afios el parasito ha desarrollado resistencia a varios medicamentos
dificultando su control (Finkel, 2007).

En América, la malaria era una enfermedad endémica desde Canada hasta el sur
de Argentina y las Islas del Caribe pero como resultado de la campafia de la
Erradicacion de la Malaria realizada en los afios 50’s fue posible erradicarla de los
Estados Unidos, Canadd, la mayoria de las islas del Caribe y las areas de mayor
desarrollo socioeconémico y de mejor acceso a servicios de salud en los paises
restantes (Rojas & Fonte, 2005). Adn asi, Latinoamérica todavia cuenta con una
elevada morbilidad particularmente en las costas Pacifica y Atlantica con una alta
proporcién de casos de P. falciparum (Kroeger, Avifia, Ordofiez-Gonzélez &
Escanddn, 2002; Kroeger, Ordofiez-Gonzalez & Avifia, 2002). Como resultado de
los esfuerzos realizados para combatirla por medio de fumigaciones, uso de
angeos y administracion de medicamentos como la quinina (Bleakley, 2007) se
logro reducir su transmision en una gran parte del continente, pero a pesar de esto
segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) la malaria todavia afecta
a 21 paises de Ameérica, correspondientes a Argentina, Belice, Bolivia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guayana Francesa,
Guyana, Haiti, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay, Perd, Republica
Dominicana, Surinam y Venezuela (Rojas & Fonte, 2005).

En cuanto al tratamiento para esta enfermedad uno de los antimaldricos mas
utilizados a nivel mundial es la SP, sin embargo, el incremento de la resistencia de
P. falciparum a éste medicamento (Figura 2) obstaculiza los esfuerzos para el
control de la malaria ya que existen pocos antimalaricos alternativos disponibles
gue sean econdmicos y seguros (Dzinjalamala et al., 2005), dificil situacion si se
tiene en cuenta que la diseminacién de la resistencia a los antimalaricos ha
requerido cambios en el los medicamentos de primera linea utilizados como
tratamiento para la malaria causada por P. falciparum en casi todas las regiones
donde se ha utilizado, siendo recomendados actualmente los derivados de la
artemisinina (Sibley, Barnes, Watkins & Plowe, 2008).

En las pasadas cinco décadas, han surgido poblaciones de P. falciparum
resistentes a diversos antimalaricos y se han difundido a través de la mayoria de
los paises endémicos para la enfermedad, esta resistencia tiene consecuencias
como la falla temprana al tratamiento, malaria recurrente, anemia, incremento en
el potencial de la transmision y la mortalidad, asi como el incremento en los gastos
destinados a la salud. Es por esto, que el éxito de los programas de control de la
malaria depende de estrategias adecuadas para detectar parasitos resistentes de
forma temprana y asegurarse de la efectividad del tratamiento utilizado (Sibley, et
al., 2008), lo que muestra la importancia de conocer la estructura y dinamica de
las poblaciones circulantes de parasitos en una region ya que las poblaciones
naturales de P. falciparum son muy diversas (Guerra, et al., 2006).
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Las medidas de diversidad genética en poblaciones de parasitos constituyen un
instrumento para establecer no solo la magnitud de la variabilidad genética en las
poblaciones naturales sino cuales son los efectos de la seleccion o de los flujos
demograficos al interior de subpoblaciones (Pearce et al., 2005; Vieira et al., 2004;
Nair, Brockman, Paiphun, Nosten & Anderson, 2002). La determinacion de las
frecuencias alélicas en loci que evolucionan de manera neutra o0 que son
sometidos a diferentes tipos de presiones selectivas y la comparacion de la
frecuencias alélicas en diferentes poblaciones, permite inferir cual es el origen de
nuevos genotipos en una poblacion y proponer hipotesis acerca de las presiones
selectivas o las variables demogréficas que explican una frecuencia alélica dada.
Los patrones de expansion de alelos de resistencia a antimalaricos difieren entre
Asia/Africa y América, igualmente, en Asia y Africa la expansion de algunos alelos
ha ocurrido sobre areas extensas mientras que en América, los alelos y patrones
de expansion son distintos y ocurren en areas relativamente pequefas (Roper et
al., 2004).

3.2 MALARIA COMPLICADA Y NO COMPLICADA

El diagnéstico clinico de malaria es muy utilizado principalmente en lugares donde
no existe la infraestructura de un laboratorio clinico basico, ya que es un método
econémico que no requiere de equipos especiales. Este diagnostico puede ser
poco fiable ya que debido a los sintomas, la malaria puede confundirse con otra
enfermedad febril resultando en un diagndstico erroneo (Montoya, Gonzalez,
Palma, Solarte & Olano, 1994). De ser posible, el diagndstico debe confirmarse en
el laboratorio a través del examen microscopico al estudiar la muestra de sangre
del paciente coloreada con Giemsa, el estandar de oro para detectar e identificar
al parasito causante de esta enfermedad (WHO, 2000). De acuerdo a los sintomas
qgue presenta el paciente y al diagnéstico microscopico, se puede hablar de dos
tipos de malaria segun su presentacion clinica, que son:

3.2.1. Malaria no complicada. El paciente se encuentra en aceptables condiciones
generales, consciente, con tolerancia a la via oral lo cual permite medicarlo y sin
evidencia de signos o sintomas de gravedad (como se muestra mas adelante para
la malaria complicada), estos casos pueden manejarse ambulatoriamente
(Rodriguez, Guhl, Soto & Alvarez, 1999).

Los sintomas iniciales son inespecificos y comunes para P. falciparum, P. vivax, P.
malarie y P. ovale (Puente, et al., 2005), incluyendo malestar general, cefalea,
fiebre, escalofrios, sudoracion, nauseas y vomito (Goodman, Coleman & Mills,
2001; Montoya, et al., 1994). La fiebre aparece cuando se rompen los eritrocitos
parasitados con un patréon que al principio es irregular y posteriormente se
sincroniza y se hace ciclico provocando fiebres cuartanas (cada tres dias) en P.
malariae y fiebres tercianas (cada dos dias) en las otras tres especies que afectan
al humano, P. vivax, P. falciparum y P. ovale (Puente, et al., 2005). De no ser
tratada efectivamente, la malaria no complicada, en especial la ocasionada por P.
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falciparum, pude progresar a malaria severa (Goodman, et al., 2001), de aqui la
importancia del diagnéstico y tratamiento rapidos y adecuados para disminuir la
probabilidad de complicacion (Puente, et al., 2005).

3.2.2. Malaria grave o complicada. Segun la OMS, los siguientes son los criterios
que indican que el paciente padece de malaria grave o complicada, el menor o
mayor grado de gravedad de la malaria esta determinado por el niumero de
criterios de gravedad que tenga el paciente (Puente, et al., 2005):

e Malaria cerebral. Coma no atribuible a otra causa, en un paciente con malaria
causada por P. falciparum.

e Crisis convulsivas generalizadas o repetidas: mas de 2 en 24 horas o estado
post-critico de mas de una hora de duracién.

¢ Anemia normocitica severa: hematocrito < 15% o hemoglobina < 5 g/dL con
parasitemia superior a 10.000 parasitos/ul.

¢ Insuficiencia renal, definida como diuresis < 400 mL/ 24 horas en adultos o0 12
mL/Kg/24 horas en nifios, en ausencia de deshidratacion, o creatinina > 265
pmol/L (>3 mg/dL).

e Edema agudo de pulmoén o distress respiratorio del adulto. Puede aparecer
varios dias después de iniciado el tratamiento antipallidico y cuando la parasitemia
ha disminuido.

e Hipoglicemia: < 2.2 mmol/l (40 mg/dL).

Shock, septicemia (“malaria algida”).

Coagulacioén intravascular diseminada.

Acidosis metabolica.

Hemoglobinuria.

Hiperparasitemia > 5% en no semi-inmunes.

Sangrado anormal.

Fiebre elevada.

En casos de malaria severa es frecuente que se produzca fracaso multiorganico
(Puente, et al., 2005). Es por esto que la suma de los sintomas como fiebre,
ictericia, hepatoesplenomegalia, convulsiones, anemia grave, hemorragias,
hipoglicemia, acidosis, falla renal, hipotensién y edema pulmonar, pueden llevar al
paciente a caer en estado de coma (Salamanca, 2005), provocando una alta tasa
de mortalidad (Goodman, et al.,, 2001). Frente a esta situacion, el diagndstico
correcto y oportuno junto al acceso al tratamiento eficaz de manera rapida y
efectiva reduce las complicaciones de la enfermedad.

3.3 PARASITOS CAUSANTES DE LA MALARIA

La malaria es causada por un protozoo parasito del género Plasmodium, de la
familia Plasmodiidae, suborden Hameosporidiidae, orden Coccidia, Phylum
Apicomplexa (Sinden, 2002). Todas las especies de Plasmodium son parasitos
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intra —eritrocitarios (Cravo & Do Rosario, 2002) y son transmitidos al hombre a
través de la picadura de la hembra del mosquito Anopheles (Sinden, 2002). A
pesar de que el hospedero natural de la especie P. knowlesi es Macaca
fascicularis (el mono ‘kra’), actualmente se reconoce cada vez mas como otra
especie causante de malaria en humanos particularmente en el sureste de Asia
(Pain et al., 2008).

3.3.1 Plasmodium falciparum. Es la especie mas importante desde el punto de
vista clinico debido a su asociacion con cuadros severos de la enfermedad y
mortalidad (Sinden, 2002) dada su habilidad para causar anemia grave y malaria
cerebral, una condicidbn que puede causar la muerte en pocas horas si no es
detectada y tratada a tiempo (Cravo & Do Rosario, 2002). P. falciparum presenta
replicacion asexual en el hospedero humano y una fase sexual en el mosquito
vector. Cuando se unen los gametos del parasito provenientes de un mismo clon
en el vector, no existe una recombinacion efectiva, mientras que si los gametos
son de diferentes clones puede haber recombinacion (Anderson et al., 2000).
Estos parasitos generalmente se encuentran en areas tropicales y subtropicales
del mundo, ya que su desarrollo en el vector es muy retardado cuando se
encuentra a temperaturas menores a 20°C (Sinden, 2002), ademas, su incidencia
se ha incrementado en los ultimos afios en varias regiones endémicas para
malaria en el mundo (WHO & UNICEF, 2005).

3.3.2 Ciclo de vida del parasito. Los gametocitos son el estadio sexual del
parasito, los cuales son ingeridos por el mosquito mientras se alimenta de sangre
dando lugar a los microgametos (masculino) y macrogametos (femenino) que se
desarrollan y se fertilizan en el intestino del mosquito donde los cigotos resultantes
se desarrollan a ooquinetos ubicandose entre el epitelio y la membrana basal de
éste para formar los ooquistes. El crecimiento y division de cada ooquiste produce
miles de formas haploides activas conocidas como esporozoitos, los cuales son
liberados después de 8 — 15 dias (dependiendo de la especie de vector),
alcanzando el hemocele para luego invadir las células de las glandulas salivales y
por medio de la probdscide son inyectados durante el proceso de hematofagia en
el huésped humano. Posteriormente, via torrente sanguineo llegan al higado
donde invaden los hepatocitos, formando esquizontes tisulares dentro de los
cuales los parésitos crecen y se dividen para producir miles de formas haploides,
denominadas merozoitos en un tiempo que oscila entre 5 a 16 dias (Montoya, et
al., 1994; Su, Hayton & Wellems, 2007).

Dependiendo de la especie (pacientes infectados con P. vivax o P. ovale), los
pardsitos en la fase hepética también pueden convertirse en una forma latente
denominada hipnozoitos y entrar a la sangre meses o afios después, causando las
recaidas de la enfermedad después de haber recibido un tratamiento efectivo con
antimalaricos para la fase eritrocitica (Montoya, et al., 1994; Sinden, 2002; Su, et
al., 2007).
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Una vez el esquizonte tisular se rompe, los merozoitos salen del higado y
alcanzan el torrente sanguineo invadiendo los eritrocitos, donde tiene lugar la
multiplicacion de los parasitos con ciclos repetitivos de invasion, presentandose un
periodo de crecimiento y division de un dia (P. knowlesi de monos), dos dias (P.
falciparum, P. vivax y P. ovale) 6 tres dias (P. malariae), que puede resultar en 10
(Watkins, Mberu, Winstanley & Plowe, 1997) 6 mas eritrocitos parasitados en el
torrente circulatorio. Para continuar con el ciclo biolégico, algunos merozoitos
abandonan los intervalos de multiplicacion asexual y se transforman en
gametocitos (femeninos y masculinos) los cuales se desarrollan en un periodo de
cerca de dos semanas. El ciclo se completa cuando dichos gametocitos son
tomados por otro mosquito, perpetuando de esta forma la transmision (Figura 5)
(Sinden, 2002; Su, et al., 2007; White, 1996).

Figura 5. Ciclo de vida de Plasmodium spp. mostrando los diferentes estadios
tanto en el huésped humano como en el vector. Fuente: Modificado de Su et al,
2007 (Su, et al., 2007).
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3.4 INTERACCIONES QUE INCIDEN EN EL SURGIMIENTO Y DESARROLLO
DE LA MALARIA

Existen interacciones que definen el resultado y la ocurrencia de la enfermedad,
como se muestra a continuacion:

e Parasitos y medicamentos. Las poblaciones naturales de P. falciparum son

mezclas heterogéneas de individuos con diferente grado de respuesta a los

antimalaricos determinada genéticamente. La eficacia de la medicacion dependera

de la concentracion del medicamento en relacion a la sensibilidad del parasito y al
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tiempo en el cual las concentraciones al respecto se mantengan. Una pequefa
fraccion de la poblacion original del parasito podria sobrevivir siempre al
medicamento y sera eventualmente removido por el sistema inmune. Sin embargo,
la infeccidbn no se mejorara si la fraccidn sobreviviente es demasiado grande
debido a la sensibilidad reducida o a concentraciones de medicamento demasiado
bajas. Por lo tanto, la seleccion de tipos resistentes podria ocurrir cuando un
antimalarico particular es mal utilizado (Wernsdorfer, 1991; D'Alessandro, 1998).

¢ Humanos y antimalaricos. Los antimalaricos facilmente absorbidos con una vida
media de eliminacioén larga, como la MQ y SP, pueden permitir un tratamiento
eficaz para la malaria. Sin embargo, es probable que estos medicamentos ejerzan
una presion desfavorable por un largo tiempo cuando sus concentraciones hayan
descendido a un nivel critico de manera que pueden seleccionar parasitos
resistentes (D'Alessandro, 1998; Watkins, et al., 1997).

e Vector y parasito. Los vectores pueden ser mas receptivos a las especies
resistentes y pueden producir mas parasitos comparados con las especies
sensibles. Asi, una mayor presion del antimalarico y una transmision sin inhibicién
podrian producir la rapida seleccién y diseminacion de los pardsitos resistentes
(Wernsdorfer, 1991; D'Alessandro, 1998; Méndez et al., 2007).

3.5 VECTORES DE LA ENFERMEDAD

Hoy en dia, el Africa sub Sahariana no solo alberga al parasito mas letal de la
malaria (P. falciparum), sino también a Anopheles gambiae, la especie de
mosquito con mejor capacidad vectorial de las mas de 60 implicadas en la
transmision de la malaria a los humanos (Dunavan, 2005).

En Sur América las especies que transmiten la malaria son principalmente An.
Albimanus (Gonzélez, 2005) y An. pseudopunctipennis, al igual que los vectores
secundarios An. vestitipennis y An. punctimacula en Mesoamérica y An. aquasalis
en Sur América. An. albimanus se encuentra a bajas altitudes, en las regiones
tropicales y subtropicales de América desde el sur de los Estados Unidos hasta el
norte de Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela, incluyendo las Islas del Caribe
(Rodriguez, 2006).

Se ha reportado resistencia a los insecticidas piretroides por la mayoria de
especies vectoras en diferentes paises (Trigg & Wernsdorfer, 1999), asi como a
otros insecticidas empleados para su control (Salamanca, 2005), lo cual lleva
inevitablemente a la falla en el control de la enfermedad y a perder las esperanzas
en la erradicacion de éste problema de salud publica (Kelly-Hope, Ranson &
Hemingway, 2008).
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3.6 MEDICAMENTOS DISPONIBLES PARA EL TRATAMIENTO DE LA MALARIA

En la actualidad existen varios medicamentos disponibles contra la malaria; sin
embargo, debido al incremento de la resistencia existe la necesidad de desarrollar
nuevos antimalaricos, bien sea modificando los agentes existentes o
combinandolos para mejorar el tratamiento (Rosenthal, 2003). La respuesta a los
antimalaricos depende de respuestas metabdlicas individuales, los cambios en la
absorcidn gastrointestinal producidos por la dieta o los farmacos, la presencia de
cepas de P. falciparum resistentes, la presion farmacolédgica ejercida por el uso
masivo de antimaléricos y las dosis subterapéuticas (Blair, et al., 2001). Esto ha
llevado a que en la actualidad el crecimiento de la resistencia de P. falciparum a
los farmacos antimalaricos y las complejas situaciones sociales y econémicas de
varios paises como la guerra, la escasez de comida y la migracion de personas
dentro de regiones endémicas (WHO, 2002a), hayan complicado el tratamiento y
control de esta enfermedad. Igualmente, la urbanizacién rapida y descontrolada ha
creado focos de transmision en las ciudades, incrementando el tamafio de la
poblacién vulnerable (Sinden, 2002).

El primer antimalarico disponible fue el extracto del arbol de quina llamado quinina,
gue mantuvo su eficacia hasta la primera guerra mundial cuando la escasez de
quinina en Alemania llevé al desarrollo de antimalaricos sintéticos. Las acridinas y
las 8-aminoquinolinas como la pamaquina (luego primaquina - PQ), fueron los
primeros antimalaricos sintéticos, lo cuales resultaron ser mas toxicos que la
quinina por lo cual la quinina se mantuvo como el antimalérico de primera linea. La
resistencia a la quinina se documenté por primera vez en Brasil en 1908 (Gregson
& Plowe, 2005), sin embargo, ésta no es tan alta y actualmente se utiliza como
tratamiento de rescate en casos de malaria severa (WHO, 2002b).

A continuacibn se encuentra una breve resefia de los antimalaricos mas
comunmente utilizados en la actualidad:

3.6.1 Cloroquina. Aunque la CQ — (Resochin® o Aralen®, sintetizada en 1934)
inicialmente era toxica. Se convirtié en la base de la campafia de erradicacién de
la malaria en los afios 50's y 60’s (Osorio, Pérez & Gonzalez, 2007), y su
descubrimiento llevé a uno de los principales avances en salud publica que antes
no se habia logrado por un medicamento contra una enfermedad infecciosa. Su
eficacia, bajo costo, facil administracion y baja toxicidad llevaron a la reduccion en
la morbilidad y la mortalidad en América, Africa, Asia y Oceania (Wellems, 2002).

La CQ se ha mantenido efectiva por décadas, a pesar de su distribuciéon en

masa(Wellems, 2002) en conjunto con otros antimalaricos (4 aminoquinolinas,

Pirimetamina, proguanil y PQ) como estrategia de la OMS para erradicar la

malaria (WHO, 1973), pasaron muchos afios hasta que la resistencia a éste

medicamento se empezo a difundir. P. falciparum mostré resistencia a CQ en el

Sureste de Asia y Sur América a finales de 1950 (Wellems, 2002). Colombia fue
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uno de los primeros paises donde se report6 resistencia de P. falciparum a este
antimalérico en 1961 (Osorio, et al., 2007), posteriormente en Tailandia en 1962 y
se difundi6é gradualmente en el sur del Asia y luego al Africa en 1970 (Gregson &
Plowe, 2005; Wellems, 2002).

3.6.2 Sulfadoxina — Pirimetamina (SP - Fansidar®). Este antimalarico fue una
importante adicion al espectro de los agentes antimalaricos (Peterson, Milhous &
Wellems, 1990) ya que inhiben la via de los folatos del parasito y actian frente a
los estadios de trofozoito maduro y esquizonte temprano del mismo (Orjuela, et
al., 2004), tanto la Pirimetamina como la Sulfadoxina cuentan con anillos ciclicos
en su estructura (Figura 6). La Pirimetamina corresponde a un derivado de las 2,4
diaminopirimidinas que inhibe la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) del
parasito, mientras que la Sulfadoxina, de la familia de las sulfonamidas, inhibe la
dihidropteroato sintasa (DHPS) (Nzila, 2006). Esta combinacién se utiliza desde
1959 y ha demostrado ser efectiva contra infecciones por P. falciparum resistentes
a CQ (Gregson & Plowe, 2005), por lo cual se constituyé en un antimalérico de
primera linea en muchos paises, sin embargo, la eficacia terapéutica de la
combinacion esta disminuyendo debido al rapido desarrollo de la resistencia al
interior de las poblaciones de P. falciparum (Gatton & Cheng, 2006).

Figura 6. Estructura quimica de la Sulfadoxina y la Pirimetamina. Fuente:
http://dailymed.nIim.nih.gov/dailymed/druginfo.cfm?id=522
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La SP y la CQ son similares en términos de precio y eficacia del tratamiento, sin
embargo, los reemplazos potenciales para SP son mucho mas costosos
(Goodman, et al., 2001).

3.6.3 Aril amino alcoholes. La MQ, lumefantrina (LUM) y halofantrina (HF), son
derivadas de la quinina (Gregson & Plowe, 2005), fueron desarrolladas por el
ejército americano entre 1963 y 1976 para ser utilizada por viajeros que se
movilizaban a regiones donde existia resistencia a CQ. Su comercializacion se
aprob6 en 1989 para MQ y en 1992 para HF (Croft, 2007). En la actualidad la
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resistencia a antimalaricos de esta familia se ha caracterizado en el suroeste
asiético (principalmente Tailandia) y en Brasil.

3.6.4 Derivados de artemisinina. Actualmente se considera que son los
antimalaricos mas efectivos disponibles. La artemisinina se obtiene a partir de
extractos de la planta Artemisia annua y su metabolito activo se denomina
dihidroartemisinina (Woodrow, Haynes & Krishna, 2005). A partir de la artemisinina
se han obtenido derivados semisintéticos como artemeter (ATM), artesunato (AS)
y acido artelinico, entre otros, los cuales se usan actualmente en esquemas de
tratamiento para malaria 0 estan en investigacion evaluando su eficacia y
seguridad. Debido a que tienen vida media corta no pueden usarse como
monoterapia y deben combinarse con antimalaricos de vida media larga. Entre las
combinaciones con derivados de artemisinina mas comunes esta, ATM+LUM
(Coartem®) y MQ-AS (Meshnick, Taylor & Kamchonwongpaisan, 1996), las cuales
corresponden al esquema actual de tratamiento en Colombia.

3.7 TERAPIA COMBINADA

La monoterapia o uso de un solo antimalarico para el tratamiento de la malaria,
conlleva de manera inevitable al surgimiento de recrudescencias y al incremento
en los casos de malaria grave, por lo tanto aumenta la morbilidad y la mortalidad
por malaria, causando impacto en la salud publica en cuanto a los costos de
hospitalizacion y retratamientos con medicamentos de segunda o tercera linea,
como la quinina y la MQ que por lo general son mas costosos (Orjuela, et al.,
2004).

Del mismo modo la monoterapia puede llevar al desarrollo de la resistencia al
antimalarico utilizado, por lo cual se ha promovido la combinacién del mismo con
otro u otros antimalaricos, conocida como terapia combinada, con el objetivo de
generar una accion sinérgica entre ellos para mejorar la eficacia terapéutica y
retrasar la aparicion de resistencia a los componentes individuales de la
combinacion (Puente, et al., 2005).

La terapia combinada de antimalaricos se define como el uso simultaneo de dos o
mas medicamentos esquizonticidas con modos independientes de accion y con
blancos bioquimicos del parasito que no estén relacionados, de manera que al
tener modos de accion diferentes incrementan la eficacia terapéutica y disminuyen
el riesgo de desarrollar resistencia a cada componente de la combinacion por
separado (WHO, 2006). Por estas razones, la terapia combinada, es una
estrategia util para la prevencion de la resistencia, aunque su utilidad en el campo
depende de como se lleve a cabo su implementacion. De esta manera, mediante
el uso de la terapia combinada se reduce el numero de fallas al tratamiento por
parasitos resistentes y se aumenta la eficacia terapéutica (Orjuela, et al., 2004).
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La Unica terapia combinada actual recomendada por la OMS que no incluye
derivados de la artemisinina es AQ mas SP. Esta combinaciéon se ha reservado
estrictamente a regiones donde la eficacia a AQ y a SP es alta y para aquellos
paises en los cuales, por diversos factores, no es posible la implementacién de
terapias combinadas que incluyan derivados de la artemisinina (Orjuela, et al.,
2004).

En el caso de SP, éste medicamento tiene un efecto sinergista, en donde tanto la
Sulfadoxina como la Pirimetamina resultan en la inhibicion simultdnea de dos
enzimas en la misma via (DHFR y DHPS) (Yuthavong, 2002), sin embargo, el
tratamiento con ellos no se considera una terapia combinada de antimalaricos
(WHO, 2006) ya que tienen como blanco enzimas involucradas en la misma via
metabdlica.

En Colombia, a pesar de que la terapia combinada antimalarica se ha utilizado por
varios afios (inicialmente CQ+SP y posteriormente AQ+SP), se desconoce cual ha
sido su efecto en retardar el surgimiento y la diseminacion de la resistencia
(Orjuela, et al., 2004). Sin embargo, la terapia combinada basada en artemisininas
es la tendencia actual en el mundo y ya se implemento en el pais impulsada por la
OMS, las casas farmacéuticas y muchas otras agencias estatales y privadas
(Carmona, 2007).

3.8 RESISTENCIA A LOS ANTIMALARICOS EN EL MUNDO

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los problemas de salud publica mas
importantes del mundo, ya que muchos microorganismos que causan
enfermedades infecciosas han dejado de responder a los antimicrobianos de uso
comun (por ejemplo: antibacteriales, antiviricos y antiprotozoos), lo cual se
relaciona en gran medida con el uso no controlado e inadecuado de estos
medicamentos (WHO, 2005a).

En cuanto a la malaria el problema se ha acentuado en los ultimos afios por la
presencia, cada vez creciente, de cepas resistentes a CQ y a otros antimalaricos
(Salamanca, 2005) (Figura 2). Esta resistencia se ha definido como la habilidad de
ciertos parasitos para multiplicarse o sobrevivir en presencia de concentraciones
de medicamento que normalmente eliminan a otros de su misma especie 0 que
previenen su multiplicacion (D'Alessandro, 1998).

Los eventos genéticos que confieren resistencia a los antimalaricos son
espontaneos y raros. Se cree que son independientes del medicamento utilizado y
corresponden a mutaciones o cambios en el numero de copias de los genes que
codifican o que estan relacionados con el sitio blanco de union del medicamento
con el parasito 6 con bombas de flujo/eflujo que afectan las concentraciones
intraparasitarias del antimalarico (White, 2004). Aunque en general, la resistencia
parece ocurrir a través de mutaciones espontaneas que confieren sensibilidad
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reducida a un medicamento determinado, esto para algunos se presenta como
resultado de una mutacion puntual (SNP), mientras que para otros se requieren
mutaciones multiples (White, 2004).

Estudios recientes sugieren que la diseminacion de la resistencia a los
antimalaricos tanto en Africa como en Suramérica, ocurri6 a través de la
expansion clonal de parasitos resistentes a partir de pocos focos en el mundo,
mas que por la seleccion local de parasitos resistentes en varios sitios (Cortese, et
al., 2002; Roper et al., 2003; Wootton et al., 2002). Esta situacion ha sido descrita
para dos de las cuatro especies de Plasmodium: P. falciparum y P. vivax, de los
cuales P. falciparum ha desarrollado resistencia a casi todos los antimalaricos de
uso actual, a pesar de que la distribucion geografica de la resistencia a cualquier
antimalarico varia enormemente (Bloland & WHO, 2001).

En un area geografica determinada las infecciones de malaria demuestran cierto
rango de susceptibilidad a los antimalaricos; sin embargo, en cierto tiempo la
seleccidon de parasitos resistentes conlleva al establecimiento de la resistencia en
la poblacion, llegando a persistir mucho tiempo aun cuando la presién del
antimalarico ya ha desaparecido (Bloland & WHO, 2001). Por otra parte, aunque
los niveles de resistencia a antimalaricos pueden verse influenciados por la
acumulacion progresiva de mutaciones en los genes involucrados en la
resistencia, la probabilidad de que mutantes mdultiples aparezcan
independientemente en lugares geograficos apartados es en general muy remota
(Hastings, et al.,, 2002), lo cual es aun mas improbable cuando el flujo de
informacion genética esta interrumpido por barreras naturales.

3.9 SITUACION DE LA MALARIA EN COLOMBIA

La malaria es considerada como el principal problema de salud publica en el pais,
donde el 60% de la poblaciébn se encuentra en zonas de elevada transmision
(Figura 7) y es posible identificar las areas malaricas colombianas que se dividen
en cinco regiones geograficas distintas: A) Uraba - Bajo Cauca, B) Costa Pacifica,
C) Orinoquia - Amazonas, D) Atlantico, y E) Centro — Oriental, de las cuales las
primeras tres representan el 81% de todos los casos registrados de malaria (INS,
2004).
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Figura 7. Mapa de distribucion de riesgo de malaria por P. falciparum en Colombia.
Modificado de: INS-Subdireccion de epidemiologia informe de gestion, 2004.
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En los ultimos 30 afos la incidencia de malaria en Colombia se duplicé de 2,2
casos/1000 habitantes en el afio de 1970 a 4,5 casos/1000 habitantes en el 2005,
afo en el cual se reportaron 107,866 casos al Ministerio de la Proteccion Social;
atribuyéndose el 63% a P. vivax y el 35% a P. falciparum, mientras que el 2%
restante fue clasificado como infeccion mixta (P. falciparum y P. vivax). En el 20086,
91.839 casos de malaria fueron reportados por el Ministerio de Proteccion Social
de los cuales el 66% fueron por P. vivax, 33% por P. falciparum y 1% fueron
mixtas (P. vivax + P. falciparum) (INS & SIVIGILA, 2007). En el 2007 los casos
aumentaron en un 19,1% con respecto al afio anterior, alcanzando un total de
110.389 casos de malaria, de los cuales 79.028 casos correspondieron a P. vivax,
30.065 a P. falciparum, 1.277 a malaria mixta y 19 casos a P. malarie (INS, 2007).

3.9.1 Factores que condicionan la transmisibn malarica en Colombia. Los
siguientes factores condicionan la transmision de la malaria en el pais:

e Condiciones ambientales:
- Temperatura entre 17 a 24°C.
- Humedad relativa mayor de 50%.
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- Pluviosidad hasta de 2000 mm/afio.
- Altitud hasta 2500m (Pereira & Pérez, 2002).
- Ecosistemas como selvas, bosques densos, vertientes y galeria.

Se ha establecido que la transmision de la malaria es sensible a los cambios del
clima y el ambiente llegando a percibirse como una enfermedad muy propensa a
ser afectada por los cambios climaticos globales (Snow, Craig, Deichmann &
Marsh, 1999), razon por la cual se hace fundamental estudiar detalladamente y en
forma integrada, con la ayuda de distintas disciplinas cientificas, el impacto e
importancia que tienen los cambios y la variabilidad climatica sobre la malaria
(Rodriguez et al., 2004).

e Condiciones sociales y econdémico-culturales (Rodriguez, et al., 1999):

- Migracién de la poblacion hacia zonas endémicas.

- Vivienda desprotegida.

- Desproteccion personal (no uso de repelentes, toldillos o ropa adecuada en
zonas de riesgo).

- Criaderos del vector cercanos a las viviendas o a sitios de trabajo.

- Trabajos relacionados con la mineria e industria maderera.

- Conflictos sociales.

- Inaccesibilidad geogréfica, econdémica y cultural.

- Creencias y practicas de la poblacién.

- Poca patrticipacion comunitaria para aplicar las medidas de control adecuadas
que permitan disminuir la transmision.

e Tipo de parasitos y vectores predominantes (Rodriguez, et al., 1999):

- Plasmodium predominantes: P. falciparum, P. vivax y P. malariae.

- Vectores predominantes: An. darlingi, An. nuiiez-tovari, An. albimanus y An.
punctimacula.

e Desarrollo de servicios de salud (Rodriguez, et al., 1999):
- Infraestructura deficiente e inaccesible.

- Cambios politicos de intervencion.

- Bajo desarrollo y gestidn técnico-administrativa.

e Problemas de resistencia (Rodriguez, et al., 1999):
- Resistencia a los antimalaricos.
- Resistencia vectorial a los insecticidas.

3.9.2 Politica de antimalaricos y su implementacion en Colombia. Una herramienta
importante para proveer la guia de una terapia apropiada para la malaria es la
politica nacional que se tenga para su tratamiento, la cual describe los
antimalaricos disponibles para su uso en un determinado pais, su eficacia relativa
y la mejor forma de utilizarlos no solo en la comunidad sino también al centro
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asistencial a donde es remitido el paciente (Bloland & Ettling, 1999). Este es un
aspecto muy importante, ya que sin esta guia y sin politicas claras y coherentes,
es dificil para los trabajadores de la salud, a menudo poco entrenados en el
diagnoéstico de malaria, proveer algun acercamiento al diagnostico temprano y
puntual, cuyo resultado probablemente sera un gasto innecesario de recursos para
la prevencién de la morbilidad y la mortalidad (Bloland & Ettling, 1999).

Segun la OMS, las politicas nacionales de los gobiernos deben darle prioridad a la
salud, la cual se deberia tratar al nivel politico mas alto prestandole el debido
interés en todas las politicas publicas, ya que también involucra aspectos sociales
y econdémicos de los diferentes paises (WHO, 1995).

En Colombia se han detectado dificultades para la aplicacion de la politica de
medicamentos (Mejia, Vélez, Buritica, Arango & Del Rio, 2002). Por ejemplo, en
1996, el Ministerio de Salud de Colombia cambié el tratamiento estandar para
malaria no complicada por P. falciparum de CQ a SP en Buenaventura (un area de
la costa Pacifica) donde SP se mantuvo eficaz (96.7%), aunque se han
documentado fallas de P. falciparum a éste tratamiento de modo que es necesaria
la vigilancia para evaluar la progresion de la incidencia de falla a éste antimaléarico
(Méndez, et al., 2002).

Los tratamientos oficiales para la malaria por P. falciparum y P. vivax en Colombia
cambiaron en octubre del 2006, la cual se ha considerado como una decision
apresurada e inconveniente para el pais (Carmona, 2007), debido a que el
esquema anterior (AQ+SP) era aun efectivo. Los nuevos esquemas de tratamiento
adoptados son los siguientes:

Como primera linea para el tratamiento de malaria falciparum para la costa
Pacifica (Chocd, Valle, Cauca, Narifio las municipalidades de Antioquia, Vigia del
Fuerte y Murindd) esta disponible la combinacién ATM+LM (Coartem®), mientras
que para Antioquia y Cordoba esta la combinacién AS-MQ); por su parte, la malaria
por P. vivax se debe tratar con CQ-PQ (Carmona, 2007).

En la actualidad la malaria por P. vivax se debe tratar con CQ-PQ administrando
0,60 mg/kg/dia de PQ en 7 dias en lugar de 0,25 mg/kg/dia en 14 dias (Carmona,
2007).

3.10 EFICACIA TERAPEUTICA
Las politicas nacionales de tratamiento para la malaria deberian enfocarse en
ofrecer antimaléaricos efectivos, teniendo en cuenta que la eficacia terapéutica y la

consecuente efectividad del antimalarico implementado son determinantes para el
cambio en las politicas de tratamiento establecidas (WHO, 2006).
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Esto involucra la medicion de los resultados del tratamiento, tanto clinicos como
parasitolégicos, sobre un periodo de tiempo determinado haciendo seguimiento al
comienzo del tratamiento para comprobar la reaparicion de parasitos en la sangre,
la cual indica la reducida sensibilidad del parasito al medicamento utilizado. Lo
anterior generalmente se evidencia después del dia 14, aunque la duracion del
seguimiento recomendada es 228 dias (WHO, 2006).

En éste sentido, se ha determinado que existen ciertos factores que afectan la
efectividad de un tratamiento y que a su vez pueden influenciar la aparicion e
intensificacion de la resistencia de los parasitos, como son (Bloland & Ettling,
1999):

1. Los protocolos apropiados para el manejo integrado de la enfermedad.

2. La provisibon de medicamentos efectivos a través de programas de
medicamentos esenciales o a través de organizaciones no gubernamentales u
organizaciones de ayuda en emergencias.

3. Programas de informacién, educacién y comunicacion.

4. Estrategias para el compromiso con el sector privado.

5. Curriculos de entrenamiento.

6. Monitoreo y evaluacién de los cambios de la eficacia en el tiempo (Bloland &
Ettling, 1999).

En el momento en el que la resistencia a los antimalaricos de primera, segunda e
incluso tercera linea estd aumentando, pocas fuentes se estan encargando del
desarrollo de nuevos medicamentos terapéuticos o profilacticos, haciendo esencial
que se prolongue la eficacia de los antimalaricos existentes (Bloland & Ettling,
1999).

3.11 FALLA AL TRATAMIENTO

El objetivo de las politicas de medicamentos utilizados para combatir la malaria es
minimizar la falla al tratamiento, la cual es el resultado de una compleja interaccion
entre eficacia, comportamiento, cumplimiento, efectos secundarios y costo del
mismo (Bloland & Ettling, 1999).

En cuanto a la respuesta al tratamiento, teniendo en cuenta los resultados de
estudios de eficacia, tiene la siguiente clasificacion: falla clinica temprana y tardia
y falla parasitoldgica temprana y tardia, aunque también se presentan respuestas
parasitologicas y clinicas adecuadas (WHO, 2006; Platteeuw, 2006) (Tabla 1).
Este tipo de fallas depende del dia de reinfeccién o recrudescencia (reaparicion
del mismo clon del parasito) de la enfermedad en el paciente (Platteeuw, 2006),
cuya clasificacion se realiza de acuerdo a la presencia o ausencia de fiebre u otros
signos clinicos de malaria y/o la presencia de parasitemia durante el seguimiento
(WHO, 2006). Esta forma de vigilancia de la resistencia a los farmacos
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antimalaricos busca mantener actualizado el esquema terapéutico mas eficaz y
seguro para la malaria en determinado pais (Childs et al., 1989).

Tabla 1. Vigilancia de la eficacia terapéutica. Fuente: Childs, et al. 1989 (Childs, et
al., 1989; Dorsey, Gandhi, Oyugi & Rosenthal, 2000).

La OMS disefid un sistema para la vigilancia de la eficacia
VIGILANCIA DE LA terapéutica de los antimalaricos usados para el tratamiento de
EFICACIA malaria no complicada por P. falciparum, que se basa en la
TERAPEUTICA valoracién clinica y parasitologica de los pacientes. Los
examenes clinicos y parasitolégicos se realizan generalmente
los dias 1, 2, 3, 7, 14, 21 y 28 post-tratamiento.
1. Falla Temprana al | Desarrollo de signos de peligro o malaria grave los dias 1,2 6 3
Tratamiento (ETF) en presencia de pardsitos asexuados (trofozoitos o
esquizontes).
Densidad parasitaria del dia 2 mayor o igual a la densidad
parasitaria del dia 0 sin tener en cuenta la presencia de fiebre.
Densidad parasitaria del dia 3 mayor o igual al 25% de la
densidad parasitaria del dia 0.
Presencia de parasitos asexuados el dia 3 con temperatura
axilar mayor o igual a 37,5°C.

2. Falla Tardia al | Desarrollo de signos de peligro o malaria grave el dia 4 o
Tratamiento (LTF) posteriormente, con presencia de parasitemia, sin haber reunido

previamente los criterios de ETF.

Aparicion de parasitemia con una temperatura axilar mayor o

igual a 37,5°C (o historia de fiebre) entre los dias 4 y 28, sin

haber reunido anteriormente los criterios de ETF.

3. Respuesta Clinica | Ausencia de parasitemia con una temperatura axilar < de 37,5°
Adecuada (ACR) C (o historia de fiebre) entre los dias 4 y 28, sin haber reunido
anteriormente los criterios de ETF o LTF.

3.12 METODOS UTILIZADOS PARA EVALUAR LA RESISTENCIA

En general, se han empleado tres estrategias para determinar la resistencia a los
antimaléricos: estudios de eficacia terapéutica (in vivo), pruebas in vitro de
susceptibilidad y el empleo de marcadores moleculares de resistencia (Bloland &
WHO, 2001).

3.12.1 Estudios in vivo. Las pruebas in vivo son consideradas el estandar de oro
para estudiar la eficacia de los antimalaricos y orientar politicas dirigidas a la
escogencia y manejo de los antimalaricos. Para éste tipo de estudios, se
administra la dosis recomendada de un antimalarico a un paciente infectado y se
evalla la respuesta parasitolégica inicial en el hospedero haciendo un
determinado seguimiento cronologico evaluando durante éste la respuesta clinica
y parasitologica a la terapia durante el seguimiento. Esta metodologia no permite
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una medicion cuantitativa de la sensibilidad del medicamento en poblaciones
individuales de parasitos y estan influenciadas por la respuesta inmune del
hospedero frente al parasito, sin embargo, brinda informacion cercana del estado
de la eficacia del medicamento y por tanto son esenciales en la toma de
decisiones acerca del cambio de politica de los antimalaricos, ya que al detectar la
perdida de eficacia del antimalarico se requiere utilizar otro con mayor actividad
antimalarica (D'Alessandro, 1998).

3.12.2 Estudios in vitro. Permiten la mediciébn cuantitativa de la respuesta al
medicamento asi como la evaluacion simultanea de varios de ellos , sin embargo,
no reflejan el grado de resistencia in vivo y al no ser predictores de la respuesta
terapéutica no pueden sustituir a los ensayos in vivo y no son apropiados para la
toma de decisiones en cuanto al cambio de la politica de antimalaricos
(D'Alessandro, 1998). Los métodos mas utilizados son:

¢ El método ELISA/HRP-II: se basa en la deteccidn de la proteina rica en histidina
II (HRP Il) que se encuentra en el citoplasma de P. falciparum y en la membrana
infectada de los eritrocitos del hospedero (Noedl, Wernsdorfer, Miller &
Wongsrichanalai, 2002), utiliza cultivos de 72 horas (Noedl, Wongsrichanalai &
Wernsdorfer, 2003) para medir la produccion de la proteina mediante un ensayo
inmunoenzimético (ELISA), como una medida del crecimiento de los parasitos; es
facil de ejecutar y no requiere equipos ni material muy especializados (Arango,
Carmona & Blair, 2008).

e Test de maduracion de esquizontes: se basa en el conteo de estadios maduros
(esquizontes) como una medida del crecimiento del parasito, un procedimiento
que requiere una labor intensiva y requiere personal bien entrenado para limitar la
variabilidad individual en el conteo y la medicién las etapas de desarrollo de los
parasitos (Noedl, et al., 2003).

e Método radioisotopico: son ensayos radioisotopicos de sensibilidad a los
medicamentos basados en la incorporacion de hipoxantina tritiada y una vez
evaluada la incorporacion de esta base se procede a realizar una medida
indirecta del crecimiento del parasito (Noedl, et al., 2003).

e Método ELISA/pLDH: La lactato deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH) es una
enzima terminal de la via de Embden—Meyerhof (glicdlisis) cuya produccién y
acumulacion puede utilizarse tanto in vivo e in vitro como un indice de la
variabilidad del parasito (Noedl, et al., 2003). Los niveles de pLDH corresponden a
la densidad parasitaria sobre un diagndstico inicial y muestra una disminucion
rapida con el inicio del tratamiento resultando en densidades parasitarias mas
bajas (Noedl, et al., 2003).
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3.12.3 Empleo de marcadores moleculares. Los marcadores moleculares de
resistencia a los antimaléricos utilizan diversas estrategias de la técnica de
biologia molecular basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con
el propdsito de establecer la presencia de mutaciones y/o incremento en el
namero de copias de genes asociados con resistencia biolégica a los
antimaléricos. Poseen ventajas sobre las otras metodologias descritas
previamente ya que las pruebas in vitro requieren una compleja técnica de cultivo
del parasito y varios dias para su realizacién (Gebru-Woldearegai, et al., 2005),
mientras que las metodologias in vivo son costosas, requieren mucha logistica e
infraestructura y consumen mucho tiempo (Bloland & Ettling, 1999; Ruebush et al.,
2003); en contraste, con los marcadores moleculares se requieren limitadas
cantidades de muestra que contienen el material genético a analizar en
comparacion con las técnicas que emplean parasitos vivos y se tiene la habilidad
para conducir con ellas una gran cantidad de pruebas relativamente en un corto
periodo de tiempo (Bloland & WHO, 2001), por lo cual se ha llegado a sugerir que
los marcadores moleculares para la identificacion de parasitos resistentes a los
antimalaricos podrian reemplazar las pruebas in vitro ya que permiten realizar
estudios poblacionales (D'Alessandro, 1998), ademés, complementan la
informacion sobre la falla en el tratamiento y de hecho podrian ayudar a identificar
areas donde un antimaldrico determinado es probablemente menos eficaz
(D'Alessandro, 1998).

Estas razones han llevado a que éste tipo de estudios del material genético del
parasito a través de tecnologias moleculares se estén convirtiendo en una de las
herramientas mas utilizadas en cuanto a la vigilancia de la resistencia a los
antimalaricos (Bloland & WHO, 2001). Algunos de estos marcadores han sido
identificados y validados en genes del parasito que codifican para las enzimas
DHFR y DHPS (involucradas en la via metabdlica de biosintesis de folato de P.
falciparum) asociadas con la resistencia a SP (Plowe, et al., 1997; Wang, Brooks,
Sims & Hyde, 1995; Yuthavong, 2002; Wooden, Kyes & Sibley, 1993).
Particularmente, esto ha sido de vital importancia para monitorear la eficacia
terapéutica y para la toma de decisiones politicas para el cambio de los
antimalaricos en paises en donde se ha utilizado SP.

3.13 METABOLISMO DEL FOLATO EN P. falciparum

La via metabdlica de biosintesis de folato (Figura 8) es importante en la viabilidad
de los parasitos y se ha utilizado como blanco terapéutico de medicamentos
dando lugar al descubrimiento e introduccion de los antifolatos para combatir la
malaria (Hyde, 2005). Los derivados del folato (FDs) son cofactores importantes
en la sintesis de nucleotidos necesarios para la replicacion del ADN, la sintesis de
los aminoacidos glicina y metionina y en el metabolismo del acido glutamico,
histidina y serina. También son necesarios para el inicio de la sintesis de proteinas
a través de la formilacion de la metionina (Nzila, Ward, Marsh, Sims & Hyde,
2005).
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Los FDs de P. falciparum, no se han identificado y caracterizado directamente,
pero su presencia se dedujo de la existencia de enzimas en el parésito que
utilizaban varios componentes como sustrato, de los cuales en la mayoria de los
casos su uso se ha establecido in vitro, por ejemplo, gracias a que las actividades
de las enzimas dihidropteroato sintasa (DHPS) y dihidrofolato reductasa (DHFR)
se expresaron a partir de genes de pardsitos clonados, se pudo concluir que los
sustratos dihidropteroato (DHP) y dihidrofolato (DHF) debian estar presentes en el
parasito (Nzila, Ward, et al., 2005).

Figura 8. Via del folato en P. falciparum. Modificada de: Gregson & Plowe, 2005.

GTP4—| Metabolismo de las purinas |

GTP ciclohidrolasa

Formato «—" ¢
Dihidropteridin —TP
Fosfatasa alcaling
3Pi
Dihidropteridin

Dikidroneopterin a
Glicoaldehido «—" ¢
Dihidropteridin-CH,OH
ATP ™

Sidroximetildihidropteridin pirofosfoguinasa

ANMP

Q

Dihidropteridin-CH,0-PP

0 —

PABA —» Dihidropteroato sintasa

PPi
Dihidropteroato

L-glutamato + ATP T I

Dikidrofolato sintasa

ADP*.—PiA) - l

H, folato
Metabolismo de [* dTMPﬂ
las pirimidinas Timidilato sintasa

NADPH+H"

Dihidrofolato reductasa
g NADP~

CH,H folatoe H;folato

Sering hidroximstiltransferaso

! |

Glicina Serina

Ciclo del
dTMP

—deMP—'-"/

El propésito de esta via metabdlica en el parasito es suministrar los cofactores

necesarios para el metabolismo del parasito, los cuales involucran reacciones de

transferencia de unidades de un Carbono (C1) como por ejemplo: para la sintesis

de ADN, el folato en forma de 5,10-metilentetrahidrofolato (metilenTHF) es

necesario para proveer el grupo metilo que convierte el desoxiuridin monofosfato

(dUMP) en desoxitimidin monofosfato (dTMP), del cual el trifosfato derivado es
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utilizado por la enzima ADN polimerasa para adicionar nucleétidos de timina (T)
para el crecimiento de la cadena de ADN. La produccion de cada molécula de
dTMP resulta en la oxidacion del THF a DHF, el cual debe ser reciclado por la
dihidrofolato reductasa (DHFR) y transformado nuevamente a THF (Hyde, 2005).

La mayoria de los microorganismos son capaces de sintetizar el folato que
necesitan a partir de precursores simples como GTP (guanosin trifosfato), acido
para-aminobenzdico (pABA) y glutamato. Por su parte los organismos superiores
no son capaces de hacer esto, sino que dependen de una dieta que incluya folato
pre-formado como un nutriente esencial. P. falciparum tiene la habilidad de
explotar estas dos rutas, utilizando el folato suministrado en el medio de cultivo in
vitro o tomandolo in vivo de plasma del hospedero, también puede convertir de
novo los precursores en derivados del folato. El folato esta disponible en el plasma
del hospedero humano, principalmente como 5-metiltetraidrofolato (MeTHF), pero
en bajas concentraciones (10-15nM en adultos) (Hyde, 2005). Dos enzimas
claves en esta via metabdlica son DHFR y DHPS.

La enzima DHFR es parte de una proteina bifuncional junto con la enzima
timidilato sintasa (DHFR-TS), codificada por una copia del gen en el cromosoma
cuatro de P. falciparum y contiene 608 aminoacidos de los cuales los primeros 231
comprenden el domino de DHFR, los siguientes 89 residuos forman una region de
conjuncién entre las dos enzimas que se unen con los 288 residuos faltantes del
dominio de TS. Esta enzima suministra el folato reducido para su uso en el ciclo
del timidilato y su inhibicion resulta en la detencion de la sintesis de ADN y por
tanto la reduccion en los niveles de dTMP, afectando el metabolismo de las
pirimidinas (Gregson & Plowe, 2005) (Figura 8).

La enzima DHPS con la enzima hidroximetilpterin pirofosfoquinasa (PPPK) hacen
parte de otra proteina bifuncional (PPPK-DHPS) (Hyde, 2002). DHPS se
encuentra localizada en el cromosoma ocho de P. falciparum (McCollum, Mueller,
Villegas, Udhayakumar & Escalante, 2007) y cataliza la condensacion del &cido
para-aminobenzdico con el 6-hidroximetildihidropterin pirofosfato produciendo 7,8-
dihidropteroato. Su inhibicion resulta en la carencia del precursor de dTTP y la
subsecuente disminucién en la produccion de ADN (Gregson & Plowe, 2005)
(Figura 8).

3.14 RESISTENCIA A SP EN EL MUNDO

El cambio en el codén 108 del gen dhfr de una serina por una asparagina o una
treonina S108 por 108N/T (en el alelo silvestre el aminoacido va adelante de la
posicion evaluada mientras que en el alelo mutante va al final) representa la
mutacion que da inicio a la resistencia a la Pirimetamina. La mutacién 164L, asi
como el alelo triple mutante del gen dhfr (108N + 511 + 59R) se han relacionado
con un alto grado de resistencia a la Pirimetamina. En cuanto a dhps, el mutante
437G esta asociado con la resistencia a la Sulfadoxina mientras que los cambios
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de aminoacidos adicionales en otras posiciones (436A, 540E, 581G, 613S/T)
parecen incrementar aiin mas el grado de resistencia al mismo (Tabla 2) (Méndez,
et al., 2002). Estudios clinicos recientes han mostrado una fuerte asociacion entre
la presencia de mutantes quintuples (dhfr 108N, 511, 59R mas dhps 437G, 540E) y
la falla parasitolégica a los 7 dias con la terapia de SP en Malawi (Kublin et al.,
2002).

Tabla 2. Alelos silvestres y mutantes de las posiciones 51, 59, 108 y 164 del gen
dhfry 437, 540, 581 y 613 del gen dhps.

Cambio de

Gen Posicion Alelo silvestre Alelo mutante .,
aminoacido

dhfr Serina (S) Asparagina (N)/Treonina (T) S108N/T
51 Asparagina (N) Isoleucina (1) N511
59 Cisteina (C) Arginina (R) C59R
164 Isoleucina (1) Leucina (L) 1164L
437 Alanina (A) Glicina (G) A437G
581 Alanina (A) Glicina (G) A581G
540 Lisina (K) Acido glutamico (E) K540E
613 Alanina (A) Serina, Tirosina (S/T) A613S/T

El tratamiento con SP se ha evaluado en Perd, en donde los aislados de P.
falciparum del norte de la region Pacifica son resistentes a CQ pero adn
responden a la terapia con SP. Sin embargo, existen niveles muy altos de
resistencia a CQ y SP en el centro y el oeste del Amazonas peruano, en los limites
con Colombia y Brasil (Durand, et al., 2007). Segun Kublin y colaboradores (1998),
en estas areas con altas tasas de resistencia in vivo e in vitro se presentan tres
mutaciones en la enzima DHFR (108N, 511 y 164L) y tres mutaciones en DHPS
(437G, 540E y 581G) que determinan altos grados de resistencia a SP (Kublin, et
al., 1998). Igualmente, la falla del tratamiento a éste medicamento se ha reportado
en Venezuela, en donde la regiébn de Bolivar parece estar experimentando
migracion de personas infectadas con parasitos P. falciparum antifolato resistentes
desde el Brasil (Contreras, et al., 2002). En Brasil mas del 95% de los casos de
malaria se diagnostican en la regibn Amazonica (Marques, 1995), situacién que
empeora el surgimiento y la diseminacion de P. falciparum resistentes a CQ y SP
(Vasconcelos, et al., 2000).

Ademas, en poblaciones de P. falciparum de algunas areas geograficas se han
estudiado las mutaciones 76T del gen Pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance
transporter) y los quintuples mutantes de dhfr/dhps como marcadores moleculares
de resistencia a la CQ y alta resistencia a SP respectivamente. Por ejemplo, un
estudio realizado al norte de Mali midié la prevalencia de éstos marcadores,
detectando la mutacién 76T del gen Pfcrt en el 80% de los casos de infeccion por
el parasito, indicando resistencia a CQ. Sin embargo, ninguno de los casos
portaba el quintuple mutante para dhfr/dhps, por lo cual el tratamiento con CQ se
reemplaz6 por SP como un esfuerzo para el control de la malaria. Este ejemplo
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ilustra cdmo los marcadores moleculares de resistencia a los antimalaricos pueden
brindar informacién oportuna sobre las politicas de control a seguir durante las
epidemias y otras situaciones de emergencia de malaria (Djimdé et al., 2004).

3.15 SITUACION ACTUAL DE SP Y SU RESISTENCIA EN COLOMBIA

Colombia es una zona de baja transmision donde factores como la inhabilidad
para predecir la incidencia de la malaria afo tras afio incluso en el mismo sitio y
las cortas temporadas de transmision convierten la eficacia in vivo frente a los
antimalaricos en un reto, especialmente para P. falciparum (Ruebush, et al., 2003).
Es asi como en el pais las fallas terapéuticas a SP se han presentado en diversas
regiones y con diferente magnitud, mostrando los mayores porcentajes (>87%) en
el Amazonas y entre baja y moderada (0 - 20%) en la costa Pacifica, aunque los
valores en el Urab4 y Bajo Cauca tienden a ser mayores (Figura 9).

Figura 9. Resistencia a SP en Colombia. Fuente: Blair, et al., 2001; Gonzalez, et
al., 2003; Méndez, et al., 2002; Osorio, et al., 1999; Osorio, et al., 2007; Méndez,
et al., 2007.
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Se ha encontrado que las mutaciones 164L en el gen dhfr y 5811 en el gen dhps,

asociadas con altos niveles de resistencia a SP, se encuentran en el Amazonas

pero no en la costa Pacifica Colombiana (CIDEIM, datos en publicacion). Sin
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embargo, alelos mutantes en los codones 108 y 51 de dhfr y 437 de dhps que han
sido asociados con niveles intermedios de resistencia a SP estan presentes en la
costa Pacifica (Méndez, et al., 2002; Osorio, et al., 1999; Rallén, Osorio, & Giraldo,
1999); en esta regién la resistencia a CQ es elevada, caracteristica de una gran
parte de Sur América, pero la resistencia a SP se ha mantenido baja creando la
necesidad de monitorear los esfuerzos para detectar el surgimiento y la dispersion
de la resistencia (Talisuna, Bloland & D'Alessandro, 2004; Méndez, et al., 2002).

En el departamento de Narifio, en los afios 1999 — 2002 se estudid la eficacia de
los antimalaricos AQ y SP en pacientes provenientes de Tumaco y EI Charco; en
EL Charco no se encontré ninguna falla a ninguno de éstos medicamentos, sin
embargo, en Tumaco se encontrd un alto nivel de fallas a AQ del 50% (12/24) y un
bajo nivel de falla terapéutica a SP en Tumaco del 15% (4/26) sugiriendo que era
posible continuar utilizdndolo en esta region de Colombia, sin embargo, la
evidencia de un alto porcentaje de falla temprana a éste tratamiento del 75% (3/4
muestras que fallaron) sugiere que su uso continuo y su vida media larga han
contribuido al incremento de cepas resistentes debido a la presion de seleccion,
haciendo necesarias acciones de vigilancia de la eficacia de SP asi como
promover su uso combinado con otros antimalaricos eficaces con el fin de
preservar su vida Util en el pais (Gonzalez, et al., 2003).

Toda esta informacion presentada anteriormente fue tenida en cuenta para la
realizacion del presente estudio, el cual se llevd a cabo empleando marcadores
moleculares asociados con resistencia a SP con el fin de obtener informacién que
permitiera ampliar el conocimiento de la misma en Colombia, mas aun debido a
las implicaciones que ésta tiene en el manejo y tratamiento implementado en el
pais para combatir la malaria causada por P. falciparum la cual se ha dificultado
por su condicion fronteriza con paises endémicos para esta enfermedad que
facilita la circulacion de parasitos resistentes a este antimalarico.
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4. METODOLOGIA
4.1 ZONA DE ESTUDIO

La incidencia de la malaria en 1998 en los departamentos de Chocé y Guaviare
fue alarmante, presentandose 31.713 casos/100 mil habitantes en Choco y 23.200
casos/100 mil habitantes en el Guaviare, incidencia que puede explicarse por las
condiciones climaticas de alta pluviosidad debido al fenbmeno de EIl Nifio entre
1997 y 1998 que cred condiciones favorables al vector, afecto la infraestructura
sanitaria y social bésica y obstaculizd la capacidad de respuesta de las
instituciones de salud (PAHO & WHO, 1999).

Para el 2003, las tasas mas altas también se observaron en el Guaviare, seguido
en su orden por Vichada, Cérdoba, Choco, Guainia, Meta, Antioquia y Narifio, con
cifras que oscilan entre 6.598 y 1.114 casos/100 mil habitantes rurales, de los
cuales en el 2004 los que pertenecen al oriente colombiano mantuvieron una alta
incidencia de 23.794 casos (19.31%) entre los 123.181 que se presentaron en
dicho afio en Colombia (PAHO & WHO, 1999). Por su parte, la costa Pacifica
colombiana comprendida por los departamentos de Chocd, Valle, Cauca y Narifio,
la mayor incidencia la presenta el Chocé (32,8 casos/1000 habitantes), seguido de
Narifio (13,6 casos/1000 habitantes), Valle (11,4 casos/1000 habitantes) y Cauca
(0,8 casos/1000 habitantes), segun los datos reportados en el 2005 (Zambrano,
2006).

Choco y Narifio se seleccionaron para ser evaluados en el presente estudio ya
gue presentan altas incidencias para malaria en el pais con predominio de
infecciones por P. falciparum y donde la transmisién es de tipo rural aunque en
Quibdo6 también se han reportado casos autéctonos de malaria (Ochoa & Osorio,
2006), ademas, estan ubicados en los dos extremos (norte y sur) de la costa
Pacifica colombiana permitiendo analizar el flujo genético de parasitos en estos
dos puntos. Igualmente, se incluyeron los departamentos del Meta y Amazonas
pertenecientes a la Orinoquia y la Amazonia respectivamente, debido a su
importancia en cuanto al reporte de resistencia a diferentes antimalaricos
incluyendo SP en el Amazonas y a la falta de estudios que proporcionen
informacién de la misma en la Orinoquia. Adicionalmente, estas regiones limitan
con paises donde también existe la enfermedad, lo que las convierte en lugares
estratégicos para el control de la malaria por la posibilidad de que cepas
resistentes procedentes de los paises vecinos sean introducidas a Colombia.

4.2 ORIGEN Y SELECCION DE LAS MUESTRAS
Se analizaron 120 muestras de sangre conservadas en papel filtro Whatman No. 3

e ISOCODE STIXS de pacientes con malaria no complicada por P. falciparum que
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fueron diagnosticados en los departamentos de Choco, Narifio, Meta y Amazonas
(Figura 10).

Figura 10. Mapa de la zona de estudio.
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Amazonas

De las 120 muestras, se seleccionaron 60 de la costa Pacifica (30 de Quibdo,
Choco y 30 de Tumaco, Narifio) y 60 de la Orinoquia y la Amazonia (30 del Meta y
30 del Amazonas). Este nimero se determiné por medio de un estimado de
frecuencias para muestreo aleatorio simple haciendo uso de la férmula
(Fernandez, 2004):

(Zo)2 " P

n=
a2

n = 3,84*0,5*0,5/0,0081= 119 = 120

Donde:

n= Tamafio de la muestra despejado.

(Za)?= (1,96)>= 3,84. Este valor representa el nivel de confianza con que se
realizaron las estimaciones a partir de los datos muestrales y es estandar para
trabajar con una seguridad del 95%.

p= proporcion esperada, asumiendo una varianza maxima se tomé como
p=0g=0.50 ya que se desconoce si la varianza se ha mantenido constante a través
del tiempo, asi que se supone la maxima variabilidad.

g= 1-p, seriaigual a 0,5.

d= precision del muestreo, en éste caso es 9%= 0,09 que al cuadrado es 0,0081.
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Para evaluar las muestras seleccionadas, se elaboro un listado con la informacion
de cada muestra, especificando su cédigo, fecha de toma de la muestra, tipo de
papel filtro en el que fue colectada (Whatman o ISOCODE) y sitio de recoleccion.
Las muestras del Choc6 y Tumaco se seleccionaron al azar de entre las muestras
almacenadas con las que contaba CIDEIM. Las muestras de las regiones
restantes se seleccionaron por ser las Unicas disponibles para éste estudio.
Complementariamente, se tuvo en cuenta la factibilidad de realizar los analisis de
laboratorio dentro del tiempo y presupuesto contemplados para éste estudio.

De esta manera se escogieron 30 muestras de Narifio, 30 de Quibdd y 15 del
Amazonas conservadas en papel filtro WHATMAN No. 3; 30 muestras del Meta y
6 del Amazonas conservadas en ISOCODE y 9 muestras del Amazonas que se
encontraban tanto en WHATMAN como en ISOCODE (Tabla 3). Ademas, las
muestras analizadas de cada regién pertenecieron a diferentes afios a través de
los cuales se ha empleado el antimalarico SP en Colombia y algunas fueron
colectadas en diferentes lugares del departamento estudiado abarcando un mayor
territorio y permitiendo completar el n del mismo (Tabla 4).

Tabla 3. Muestras incluidas en el presente estudio con su respectivo tipo de papel
filtro.

Tipo de
Cddigo de las muestras papel Total
filtro

Tumaco TUO03084, TUO3085, TUO3086, TU03094, TUO3104, | Whatman 30
TU03106, TU03107, TUO3114, TU03118, TU03120,
TU03123, TU03124, TU03130, TU03131, TU03132,
TUO03142, TU03149, TU03150, TU03139, TU03133,
TU03146, TUOO1, TUOO2, TUOO3, TUOO4, TUOOS5,
TU006, TUOO7, TUOO9, TUO10.
Quibdo Q2145, Q2214, Q1120, Q1119, Q357, Q335, Q716, | Whatman 30
Q6132, Q6125, Q365, Q363, Q362, Q2110, Q276,
Q116, Q009, QO006, QO05, Q010, 7QUO02, QO021,
Q008, QO018, QO015, QO011, QO003, Q020, QO007,
Q013, 7QU018.
Meta M1, M2, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11, M12, | Isocode 30
M13, M14, M15, M16, M17, M20, M21, M22, M23,
M24, M25, M26, M27, M28, M29, M31, M32, M34,
M35.
Amazonas | LEOO8, LE010, LE016, 7TA003, 7TA004, 7TA005, | Whatman 15
7TA006, 7TA007, T7A008, 7TA009, TP0O02, PD0OO01,
PD002, PD0O03D1, 7LE003.

LEOO7, AMO1, AM03, AM04, AM05, AMO7. Isocode 6
LEOO1, LEOO6, LEO04, LEO12, LEO009, LEO002, | Whatman 9
LEOO5, LEO14, LEO13, e Isocode
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Tabla 4. Region, lugar de proveniencia de la muestra y afio de toma de la misma.

Region Lugar de proveniencia No. muestras

Quibdo
2006 13
2007 2
Narifio Tumaco 2003 21
2006 9
Agualinda, Puerto Rico,
Pgerto Lleras, Rincén 2005 12
del Indio, Vista
Hermosa, 2006 18
Amazonas Leticia — Pedrera - 2005 4
Tarapaca 2006 17
2007 9

TOTAL

El desarrollo experimental del proyecto se llevd a cabo en las instalaciones del
Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM),
ubicado en la ciudad de Cali, Colombia, en los siguientes laboratorios:

e Laboratorio de Bioquimica: En donde se llevdé a cabo la extraccion de ADN
genémico de P. falciparum a partir de las diferentes muestras de sangre
colectadas en papel filtro.

e Laboratorio de Biologia Molecular: Se llevé a cabo la amplificacion de ADN del
parasito. Consistia de tres zonas, la primera (zona 1) se utilizé para la preparacion
de las mezclas maestras de las PCRs y las restricciones, en la segunda (zona 2)
se adicionaron los ADNs de las muestras y la tercera (zona 3) se emple6 para
recortar los papeles filtro y almacenarlos antes de realizar el proceso de extraccion
del ADN.

e Laboratorio de Electroforesis: Lugar en donde se visualizaron los geles de los
productos de las PCRs y las restricciones.

4.3 GENOTIPIFICACION DE LAS MUESTRAS

La técnica PCR-RFLP (Reaccion en cadena de la polimerasa — Fragmentos de
restriccion de longitud polimoérfica) se basa en el principio de la amplificacién de
ADN vy el uso de enzimas de restriccion que revelan variaciones en la longitud de
fragmentos de ADN, las cuales son causadas por mutaciones que crean o
suprimen sitios de corte para las enzimas de restriccion. Los RFLPs se heredan de
manera codominante y pueden utilizarse como marcadores genéticos, es por esto
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gue dicha técnica permite identificar la presencia de mutaciones puntuales (alelos
mutantes) relacionadas con resistencia a antifolatos como SP en los genes dhfr y
dhps de P. falciparum.

4.3.1 Extraccion de ADN. Se realizd la extraccion del ADN gendmico de P.
falciparum a partir de muestras de sangre infectada conservadas en papel filtro
WHATMAN No. 3 o ISOCODE STIX® (Figura 11), almacenados a temperatura
ambiente en bolsas ziploc individuales que contenian un sobre de silica gel para
su conservacion. Se empled el método Chelex-Saponina descrito por Wooden y
colaboradores en 1993 (Wooden, et al., 1993) (ver Anexo B).

Figura 11. Papeles filtro Whatman No. 3 (izquierda) e Isocode Stix (derecha).
Tomadas de: http://canadawide.ca/show-
image.html?f=/images/products/images/45450-01.jpg&w=428&h=314 y
http://www.krackeler.com/graphics/3210495015.jpg.

En primer lugar se realiz6 la limpieza de la zona 3 del laboratorio de biologia
molecular de CIDEIM para lo cual se hizo uso de hipoclorito al 2%, alcohol al 75%
y RNasa Amway® (Molecular BioProducts), posteriormente se cortd el papel filtro
de cada muestra y se tomé con las tijeras un pedazo de aproximadamente 5mm
de didmetro que se deposité en un tubo eppendorf de 1,5mL. Para evitar la
contaminacion entre las muestras con material genético debido a su manipulacion,
las tijeras se lavaron entre corte y corte de cada muestra con hipoclorito al 2% y
alcohol al 95% y se limpiaron con agua destilada para evitar que quedara alguin
residuo de estos reactivos que pudiera afectar el proceso de extraccion de ADN de
la muestra. Se procurd que cada trozo de papel cortado cayera sobre un pedazo
de toalla absorbente ubicado sobre el mesén, de donde se tomé con las tijeras y
se introdujo en el respectivo tubo eppendorf previamente marcado con el cédigo
de la muestra y la fecha de realizacion de la extraccion.

Posteriormente, en el laboratorio de bioquimica se continué con el proceso de

extraccion de ADN, donde en la camara de flujo se adiciondé 1ml de solucion salina

buffer fosfato (PBS) y 100ul de saponina al 10% a cada tubo eppendorf que

contenia la muestra y se dejé incubar a 4°C durante 2 horas, tiempo durante el

cual se realizdé vortex cada 40 minutos. Una vez culminadas las 2 horas se

procedié a centrifugar a 10.000rpm por 5 minutos y se descarté el sobrenadante.
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Se lavo la muestra con 1ml de PBS y se centrifugd de nuevo a 10.000rpm, se
repitio éste procedimiento hasta que el sobrenadante salié claro y se agregaron
100uL de chelex al 20%, se procedio a realizar vortex, los tubos se incubaron a
56°C por 15 minutos y se hizo vortex nuevamente.

En seguida los tubos se ubicaron en el blogue térmico a 100°C durante 10 minutos
y se realiz6 vortex 3 veces durante ese tiempo, luego se centrifugaron a
12.000rpm por 3 minutos y se recupero el sobrenadante sin chelex, al final se
obtuvieron aproximadamente 70uL que contenian el ADNg, los cuales fueron
transferidos a un tubo eppendorf de 0,5mL debidamente etiquetado con el cédigo
de la muestra y se almacenaron en el refrigerador a -20°C hasta su uso en las
reacciones de PCR correspondientes, que preferiblemente se realizaban poco
tiempo después de haber sido extraidos.

Para garantizar la ausencia de contaminacion de las muestras en cada extraccion
de ADN se incluy6 un “control de extraccion” (CE), que consistid en una muestra
de sangre de un individuo sin malaria con historia de no haber estado en zona
endémica durante minimo un afo, dicho control se procesé bajo las mismas
condiciones que las muestras de sangre infectadas con P. falciparum. La
extraccion se consider6 contaminada cuando se visualizaban bandas después de
las PCRs de esta muestra control, debido a la presencia de amplicones que
pudieron estar presentes en los reactivos o debido a la manipulacion de las
muestras, asi se procedié a repetir el experimento con nuevas alicuotas de los
reactivos ya que de ser procesadas asi los resultados de los experimentos
realizados con las técnicas de biologia molecular se habrian visto alterados. De
éste modo se hizo posible garantizar que el material genético evaluado fuera el
correspondiente a cada muestra al momento de realizar la extraccion del ADNg.

4.3.2 Genotipificacion del ADNg del parasito. La genotipificacion de las muestras
procedentes de las cuatro diferentes regiones del estudio se realizé utilizando
como marcadores moleculares las mutaciones en los genes dhfr y dhps
consideradas responsables de la resistencia a SP, se empled la técnica PCR —
RFLPs que consistio en realizar una PCR anidada de acuerdo a la posicion del
gen a evaluar y posteriormente se adicionaron las enzimas de restriccion
respectivas para cada posicion (51, 59, 108 y 164 para el gen dhfr y 437, 540, 581
y 613 para el gen dhps). Esta amplificacion mdultiple del ADN gendmico del
pardsito por medio de la evaluacion de los genes dhfr y dhps permitié6 determinar
el polimorfismo en estos loci y la frecuencia de variantes alélicas involucradas en
la resistencia a SP. Para el calculo del promedio de las mutaciones puntuales
acumuladas para los genes dhfr y dhps, se sumo el total de las mutaciones
encontradas en cada departamento evaluado y se dividié el nUmero obtenido entre
el total de muestras analizadas por region.
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El anexo C muestra cada reactivo empleado en el desarrollo de la técnica de PCR-
RFLPs con su respectiva casa comercial, nUmero de catalogo, concentracion y
temperatura a la que se mantuvo almacenado.

e PCR Anidada. La amplificacion de los loci se llevé a cabo por medio de la PCR
anidada (Anexo D), se utilizaron primers especificos para cada posicion a evaluar
en cada uno de los genes (disefiados previamente por Plowe, et al., 1997, cuyo
protocolo esta disponible en la pagina
http://medschool.umaryland.edu/CVD/2002_pcr_asra.asp), los cuales tienen
secuencias especificas utilizadas para la genotipificacién y analisis de los genes
dhfr y dhps (Anexo E). De éstos primers se prepard una solucion stock de 100uM
y para su resuspension se utilizé agua destilada para inyecciones USP nueva. Del
mismo modo, se prepard la solucion de trabajo de nucle6tidos (ANTPs) a una
concentracion de 100mM (Anexo F).

Los célculos de los volumenes de mezcla de reaccion (mezcla maestra) de la PCR
1 (Tabla 5) y la PCR 2 (Tabla 7) se realizaron multiplicando el volumen de cada
reactivo necesario para una reaccion por el total de muestras a evaluar, teniendo
en cuenta que ademas de las muestras de ADNg del parasito extraidas
previamente, también se incluyd un “control de reaccidon” (CRX) para verificar que
no existi6 contaminacion en zona 1 o en las alicuotas de los reactivos que se
utilizaron, un control negativo (C-) para evaluar posibles contaminaciones al
momento de adicionar los ADNg en zona 2, dos cepas establecidas como
controles de funcionamiento de la PCR y como controles del corte de la enzima en
la restriccion (una brindaba informacién sobre el alelo silvestre y la otra sobre el
alelo mutante) para las posiciones a evaluar de los genes dhfr y dhps y una
reaccion adicional para garantizar un volumen de mezcla maestra suficiente para
todas las muestras, ademas, cada vez que se realiz6 una nueva extraccion se
incluyé el CE para validar el proceso de extraccion de ADN.

El CRX se realiz6 adicionando a un tubo eppendorf de 0,2 mL la mezcla maestra
preparada en la zona 1, en esta misma zona fue cerrado y no se abri6 en la zona
2. En cuanto al C-, se adicion6 agua destilada en lugar de ADNg en la zona 2. El
CE fue manipulado de la misma manera que las muestras extraidas. Cuando
estos controles mostraron una banda al realizar la electroforesis en gel de
agarosa, se repitié el procedimiento respectivo, es decir, en el caso del CE era
necesario repetir la extraccion y descartar los reactivos utilizados en la misma para
prepararlos nuevamente, para el C- se repetia la respectiva PCR y para el CRX se
desinfect6 la zona 1 y se utilizaron nuevas alicuotas de los reactivos.

En la PCR 1 se adicionaron 4uL de ADN de las muestras extraidas por la técnica

chelex-saponina incluyendo las muestras control de Tarapaca (TP1491, TP1519,
TP1518, TP1517, TP808), de los controles de corte HB3, W2, 3D7, V1/S sélo se
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adiciond 1uL ya que procedian de cultivos puros del parasito y esto podia causar
que la alta cantidad de ADN obtenido inhibiera la PCR (Anexo G).

Para la PCR 2 de cada muestra a evaluar se adicioné 1uL del producto de la PCR
1, mientras que para los controles de corte se realizd una dilucion 1:50 (1uL de
producto de la PCR 1y 49uL de agua estéril).

Tabla 5. Preparacion de la mezcla maestra para la PCR 1.

Reactivo

Concentracion

inicial

Concentracion

final

Vol. una
reaccion

(uL) para 1

muestra

H,O destilada estéril para 11,79
inyecciones USP

Taqg polimerasa 5000U/mL 1,25U 0,25
Buffer 10X 10X 1X 2
MgCl, mM 50 mM 3,5 mM 1,4
Mezcla de dNTPs 100 mM 0.8 mM 0,16
Primer Forward 100 uM 1uM 0,2
Primer Reverse 100uM 1uM 0,2
DNA extraido 4
Volumen total 20

NOTA: Estos reactivos se conservaron a -20°C.

Una vez culminado el proceso de preparacion de la mezcla maestra y adicion del
ADN de las muestras, éstas se introdujeron en el termociclador PTC200 (Pelter
Thermal Cycler, MJ Research®) para ejecutar el perfil térmico de la PCR
correspondiente.

El perfil de la primera PCR se denominé ASRAL1 (allele-specific restriction analysis
0 analisis de restriccion alelo especifica) y fue el mismo para todos los codones a
evaluar independientemente del gen (Tabla 6), su tiempo de duracién fue de
aproximadamente 3 horas y 30 minutos.

Tabla 6. Perfil térmico para la PCR 1 (ASRA 1).

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min. 1
Desnaturalizacion 92 30 seg.
Alineamiento 45 30 seg. 45
Extension 72 45 seq.

Extension final 72 15 min. 1
Final 4 FOR EVER 1
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Una vez terminado el perfil de la PCR 1, las muestras se retiraron del
termociclador y se almacenaron a 4°C hasta su posterior uso en la PCR 2. En este
caso, después de preparar la mezcla maestra (Tabla 7) las muestras se
introdujeron nuevamente en el termociclador PTC200 y se programé el peffil
térmico de la segunda PCR denominado ASRAZ2A (para todos los codones
excepto para 108 y 164 del gen dhfr) o ASRA 2B (exclusivo para los codones 108
y 164 del gen dhfr donde la temperatura de alineamiento cambiaba a 42°C) (Tabla
8).

Tabla 7. Preparacion de la mezcla maestra para la PCR 2.

Vol. una
. Concentracion Concentracion reaccion
Reactivo S .
inicial final (uL) paral
muestra
H,O destilada 19,4
Buffer 10X 10X 1X 2,5
MgCl, mM 50 mM 2,5 mM 1,25
Mezcla de dNTPs 100 mM 0,4 mM 0.1
Primer 1 100 uM 1uM 0,25
Primer 2 100uM 1uM 0,25
Taq polimerasa 5000U/mL 1,25U 0,25
DNA (amplificado en 1
la PCR 1)
Volumen total 25

NOTA: Estos reactivos se conservaron a -20°C.
Tabla 8. Perfil térmico para la PCR 2.

Temperatura

Paso °C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 92 30 seg
Alineamiento 45* 30 seg 25
Extension 72 30 seg
Extension final 72 15 min 1
Final 4 FOR EVER 1

* 42°C para 108 y 164, 45°C para las demas posiciones.

Cuando el programa finalizé, las muestras se retiraron del termociclador y se
conservaron a 4°C para su posterior visualizacion en el equipo Gel Doc 2002
(BIORAD®) mediante irradiacion de luz UV del gel de agarosa preparado para
éste punto al 1% (Anexo H). Cuando los resultados de la PCR eran los esperados,
es decir, si no existia contaminacion en los controles negativos y si se observaban

60



las bandas de tamafio esperado dependiendo de la posicién evaluada (Anexo I) se
procedio a realizar la digestion con las enzimas de restriccion.

e Digestion con enzimas de restriccion. La presencia de alelos
silvestres/mutantes en los codones 51, 59, 108, 164 del gen dhfry 437, 540, 581
y 613 del gen dhps se evalu6 a través de endonucleasas con sitios de restriccion
especificos las cuales digirieron los amplificados de la PCR 2 (Tabla 9). Se
utilizaron ocho enzimas de restriccion diferentes para cada posicion a evaluar: Alu
[, Ava ll, Bsr GI, Eco RI, Fok I, Mwo I, Psily Rsa | (Anexo J).

Tabla 9. Enzimas de restriccion especificas aplicadas para el corte de cada codén
de acuerdo al cambio de aminoé&cido respectivo.

Cambio de Cambio Genotipo
: . L detectado por detectado al
Enzima Cododn aminoacido : :
la enzima ejecutarse la
evaluado L
restriccion
Alu | 108 S->N S Silvestre
Psi | 164 | >L I Silvestre
EcoR | 51 N> N Silvestre
BsrG | 59 C~>R C Silvestre
Ava ll 437 A>G G Mutante
Fok | 540 K=>E E Mutante
Mwo | 581 A->G A Silvestre
Rsa | 613 A>T T Mutante

De cada enzima se adicionaron 0,5uL por reacciéon dejandolas actuar toda la
noche a la temperatura adecuada, se siguieron las instrucciones del fabricante
(New England Biolabs, Beverly, MA, USA) con el fin de llevar a cabo el proceso de
restriccion. En éste paso para la mezcla maestra se agregaron 4uL de ADN
producto de la PCR 2 de todas las muestras incluyendo los controles de corte
(Tabla 10).

Tabla 10. Mezcla maestra de restriccion.

Reactivo 1 muestra

H-0 13,5
Buffer 2
Enzima 0,5
DNA 4
Volumen Final 20

NOTA: Estos reactivos se conservaron a -20°C.
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Al finalizar esta fase, al igual que en la PCR anidada una vez finalizado el
procedimiento se elaboré el gel de agarosa para visualizar las bandas esperadas
para cada posicion del estudio (Anexo ).

e Electroforesis en gel de agarosa. Este procedimiento se realizé en el laboratorio
de electroforesis haciendo uso de una bata exclusiva para éste laboratorio y asi
evitar la contaminacién con amplicones en los otros laboratorios, la manipulacién
de todos los elementos y de las muestras se realiz6 con guantes de nitrilo para
disminuir el riesgo de exposicion de la superficie de la piel al bromuro de etidio.

En primer lugar el meson se limpié con alcohol al 95% y se procedidé a armar la
base variando el tamafio asi como el peine (se utilizaron de 20 pozos, de 15 pozos
y de 12 pozos) dependiendo la cantidad de muestras a evaluar en el experimento.
A continuacion se ubicé la burbuja en el centro de la base para verificar que se
encontraba equilibrada y que asi el corrido de las muestras fuera adecuado
(Figura 12).

Figura 12. Montaje para la preparacion del gel de agarosa.

» Peine

— Burbuja

— Base

Una vez hecho éste montaje se procedié a preparar la agarosa a la concentracion
deseada con el buffer TBE 0,5X (Anexo H) dependiendo si se iba a hacer un gel
grande (100mL y 1 6 2 peines de 20 pozos) o uno pequefio (50mL y 1 6 2 peines
de 15 6 de 12 pozos), el erlenmeyer (de 500mL para el gel grande y de 250mL
para el gel pequefio) con la agarosa y el buffer TBE se introdujo al horno
microondas para homogenizar la agarosa calentandola durante 1 minuto a 1
minuto y medio (la preparada a una concentracion del 1%) 6 2 minutos a 2
minutos y medio (la preparada al 2%), transcurrido éste tiempo se sacO del
microondas y se dejé caer agua de la llave en la parte externa de la base del
erlenmeyer para enfriar la agarosa y de acuerdo al tamafo del gel se procedio a
adicionar la cantidad respectiva de bromuro de etidio (Cat E-1510 SIGMA®)
previamente preparado (Anexo K), asi éste contenido fue vertido en el montaje
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anterior (Figura 12) y se dejo secar de 30 a 40 minutos (para el gel mas
concentrado) y de 40 minutos a 1 hora (para el gel menos concentrado).

Cuando el gel se secé se introdujo en la camara de electroforesis (de 50mL si era
pequefio o de 100mL el grande), la cual se lleno con buffer TBE 0,5X hasta cubrir
la superficie del gel, asi se procedié a sembrar en el primer pozo el marcador de
peso molecular (MPM) y en seguida cada una de las muestras. Para esto, aparte
en un pedazo de papel PARAFILM, con la pipeta de 5uL se depositaron pequeias
gotas (aproximadamente 1lulL) de buffer de carga (Anexo K) y con diferentes
puntas amarillas estériles se tomaron 5uL de cada muestra de la segunda PCR o
7uL de cada muestra de restriccion, las cuales se mezclaron con la gota de buffer
de carga y se sembraron en el respectivo pozo. Para evitar confusiones,
previamente a la siembra se elaboré un mapa guia de la ubicacion de las
muestras en el gel.

Por ultimo se encendi6 la fuente de poder de la cAmara de electroforesis y se
realizé el corrido de las muestras durante 20 minutos a 100w para los geles de la
segunda PCR y a 50w durante 1 hora para los geles de la restriccion. Transcurrido
éste tiempo el gel se retird y se introdujo en el Gel Doc 2002 (BIORAD®) donde se
irradié con luz UV y con el programa Quantity one fue posible observar el
resultado y tomar la fotografia del mismo con la posibilidad de editarla para
mejorar las condiciones de brillo y contraste para el andlisis, estas fotografias se
almacenaron electronicamente en el computador en el formato de dicho programa
(*.1sc) y en formato *.tif para poder visualizar las fotos en cualquier otro
computador donde éste no estuviera instalado. La siembra y el corrido de las
muestras eran repetidos si existia alguna duda sobre el resultado obtenido o si no
se visualizaban bien las bandas.

Para analizar los resultados de las restricciones se comparé el resultado de las
muestras evaluadas con las bandas obtenidas en los controles de corte tanto
mutante como silvestre para cada posiciébn de cada gen, teniendo en cuenta el
peso mostrado segun el marcador de peso molecular (MPM).

4.3.3. Reproceso de las muestras. Con las muestras que no amplificaron luego de
ejecutar la PCR anidada se realizaron nuevamente las PCRs correspondientes,
para lo cual se cortdé un trozo mas grande de papel filtro (8mm) en las muestras
que era posible y se aumenté la cantidad de ADNg adicionado en la zona 2 a la
mezcla maestra (6uL en la PCR 1 y 2uL en la PCR2). Cuando el problema se
presentaba en la visualizacion de los productos de restriccion, se procedio a
repetir la siembra con una mayor cantidad de ADN (10uL) y cuando esto no
mejoraba el resultado entonces se repitio el corte con la enzima respectiva.

Con las muestras que aun asi todavia presentaron problemas, se realizd una

Gltima extraccion pero esta vez con la técnica de extraccion con kit (QIAamp DNA

Mini Kit; Qiagen, Valencia, CA), siguiendo las especificaciones del fabricante
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(Anexo L). El corte de los papeles filtro se realiz6 del mismo modo que en la
extraccion chelex — saponina y cada pedazo de papel se deposité en un tubo
eppendorf de 1,5mL previamente marcado.

4.3.4. Control de calidad. Una vez finalizado el andlisis de todas las muestras
mediante PCR — RFLPs, los resultados obtenidos a través de esta técnica fueron
corroborados y complementados (para algunas posiciones que no habian
amplificado) mediante secuenciacion, que fue realizada en Londres por la Dra.
Claribel Murillo, Investigadora del grupo malaria del CIDEIM.

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

4.4.1 Célculo de las frecuencias de mutantes por regién. La frecuencia de las
mutaciones puntuales en dhfr y dhps en cada area geografica (costa Pacifica,
Orinoquia y Amazonia) se calculd6 como la frecuencia de las muestras que
presentaron una 0 mas mutaciones para cada posicién evaluada de cada gen.

4.4.2 Determinacion de haplotipos. Los haplotipos encontrados en cada region de
estudio se determinaron para cada uno de los genes por separado para obtener el
resultado individual tanto para dhfr como para dhps y a la vez se hizo un
consolidado de éstos para conocer el haplotipo compuesto de la poblacion. El
haplotipo consta de la letra del aminoacido correspondiente encontrado en cada
posicion evaluada de las muestras (mutante o silvestre), teniendo en cuenta la
tabla del cddigo genético (Anexo A). La frecuencia se calcul6 dividiendo el total de
muestras con determinado haplotipo sobre el total de muestras evaluadas
exitosamente en cada region.

4.5 CONSIDERACIONES ETICAS

Los papeles filtro Whatman e Isocode en los cuales se conservaron los aislados
de P. falciparum evaluados, fueron obtenidos con el consentimiento informado de
participantes de diferentes estudios de eficacia terapéutica y de estudios in vitro de
los antimalaricos, que fueron realizados en las regiones de interés de acuerdo a
las normas establecidas en las Buenas Practicas Clinicas del Comité Institucional
de Etica de Investigacion en Humanos del CIDEIM (CIEH — CIDEIM), el cual tiene
conocimiento de éste proyecto y dio su aprobacion para el desarrollo del mismo el
dia 19 de mayo de 2006 (Anexo M). No se hizo uso de informacién confidencial de
los pacientes incluidos en el mismo.
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5. RESULTADOS
5.1. ESTADO DE LAS MUESTRAS

Existieron diferencias en cuanto a la extraccion del ADN con chelex - saponina, en
especial con las muestras procedentes del Meta en las cuales en algunas de ellas
no amplificaron las posiciones 108, 164, 437, 540 y 613, en el Amazonas la mayor
dificultad se present6 en las posiciones 108 y 164 para el gen dhfry en 437, 540 y
613 para el gen dhps. Las 30 muestras seleccionadas del Choco y las 30 de
Narifio estaban conservadas en papel filtro Whatman No. 3, mientras que las 30
muestras del Meta se encontraban en ISOCODE al igual que algunas muestras
del Amazonas (9 en ISOCODE, 15 en Whatman y 6 en los dos tipos de papel
filtro). La mayoria de muestras (65,4%) que no amplificaron una o mas posiciones
para los genes dhfr y dhps se hallaban en papel filtro ISOCODE Stix (17/26)
(Tabla 11), lo cual pudo deberse a que en éste papel la concentracion de ADN era
menor en comparacién con Whatman No. 3.

Tabla 11. Muestras del estudio que no amplificaron en alguna posicion de los dos
genes evaluados y con su respectivo papel filtro de conservacion.

META AMAZONAS CHOCO

. Muestra Papel PNA . Muestra Papel PNA . Muestra Papel PNA
dhfr dhps dhfr dhps

1 M2 [ 108 | 437 | 1 | LEOO7 [ 164 1| Q335 w | 108 | 437
164 613
2 M5 [ 108 | 437 | 2 | 7tAc05 | W - | 613 | 2] Quie W - | 613
164 | 613 3 Q05 W - | 613
3 M6 [ - 613 | 3 | 7tAc07 | W - 613 NARINO
4 M8 [ 108 | 437 | 4 | 7tAc04| W - | 613 . Muestra Papel PNA
164 | 540 dhfr dhps
613 1 |Tusiza| w - | 613
5 M12 [ - | 613 | 5 | PDoO1 W - | 613 2 [TU3131| W - | 613
6 M13 [ - | 613 6| AmO2 [ - | 613
7 M15 [ - | 613 7| Amo03 [ - | 613
8 M16 [ - | 613 ] 8 | Am04 [ - | 613
9 M21 [ - | 613 ] 9| Amo05 [ - | 613
10| Mm23 [ - | 437
540
613
11| m32 [ - | 613
12| Mm34 [ - | 613

NOTA: PNA: Posiciones que no amplificaron. W: Whatman. |: Isocode.
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Es importante mencionar que en 15 muestras conservadas en ISOCODE Stixs (1
de Quibd6 que fue reemplazada con otra muestra ya que no amplifico y 14 del
Meta de las cuales 3 también fueron reemplazadas) se encontraron hongos y en
los dos tipos de papel en algunas muestras 5 (3 del Meta) y 2 de Amazonas
(Tarapaca)) se evidencio la presencia de residuos de silica que indican malas
condiciones de almacenamiento en el tiempo, estos dos sucesos pudieron haber
deteriorado el ADNg y ser la causa de la dificultad en su extraccion a través de la
técnica chelex - saponina.

5.2. EXTRACCION DE ADNg Y PCR-RFLPs

El proceso de extraccion de ADNg de las muestras mediante la técnica chelex-
saponina resulté exitoso en la mayoria de las muestras (105/120, representando el
87.5% de éxito) visualizandose las bandas esperadas del producto de la PCR
anidada (Figura 13), sin embargo, en 7 de 105 esto no fue posible indicando que
la extraccion no fue exitosa, que se cometid un error en la PCR o0 que se
contamind con algun inhibidor de la misma; después de repetir el procedimiento
respectivo con estas muestras como no amplificaron fueron reemplazadas por
otras para completar el N del estudio mejorando los resultados.

Figura 13. Ejemplo de la visualizacion en gel de agarosa al 1% para la PCR
anidada de la posicion 51 — 59. CRX y C- son los controles negativos donde no se
observa ninguna banda; HB3 (silvestre) y W2 (mutante) son las cepas de control
de corte y amplificacion para estas posiciones; 3094, 3084, 3146, 3133 y 3123 son
muestras de Tumaco que amplificaron correctamente, 3105 es una muestra que
no dio resultado.

PB  MPM CRX C- HB3 W2 3094 3084 3146 3133 3123 3105

2000
1650
1000
850
650
500
400
300

200

100

PB. Pares de bases para conocer el peso de las muestras por comparacion con la escalera
del MPM.

Igualmente, algunas muestras no amplificaron para varias posiciones de las ocho
evaluadas en los dos genes, asi que con las muestras de las que alun quedaba
66



papel filtro se realiz6 una ultima extraccion con kit de Qiagen® (Anexo L) que
mejord los resultados en 12/15 muestras y dio un buen resultado en 2/15 muestras
gue no se habian evaluado (AM07 y M35) y reemplazaban a 2 que no habian
funcionado con la técnica chelex - saponina (Tabla 12). A 2 muestras (M2 y M18)
se les adiciono carrier RNA, M18 no dio resultado de modo que se reemplazé con
otra muestra y para M2 se obtuvo resultados de 1 (613) de las 4 posiciones que le
faltaban (108, 164, 437 y 613).

Tabla 12. Muestras con las cuales se repitio la extraccion con el kit de Qiagen®.

Region | Muestras Total
Quibdé | Q6132, Q116 2
Meta M22, M23, M35, M2, M4, M24 6
Amazonas | LEOO1, LEOOS5, LEOQO7, 7TAO03, TP0O02, PD002, AMO7 7
TOTAL 15

Las enzimas de restriccion y los controles de corte funcionaron adecuadamente
generando las bandas esperadas. El siguiente es un ejemplo del corte de las
enzimas en los controles y las muestras y el marcador de peso molecular (MPM),
las primeras cuatro muestras pertenecen a la evaluacion de la mutacion 108, las
cinco siguientes a la posicion 164 y las ultimas ocho son de la posicién 613 (Figura
14).

Figura 14. Ejemplo del corte de las enzimas para la posicion 108 (ALU 1), 164 (PSI
) y 613 (RSA I). Para las 3 posiciones V1/S es mutante y 3D7 es silvestre, las
demas son muestras del estudio (7TA03, Q116, Q6132, M24, M2, M4 y M22).

PE MPM VA/$ 307 TTA03 Q116 307 V4/S TTA03Q6132 M24 V4/S 307 TTA03Q6132M24 M2 W4 M22

5.2.1. Mutaciones puntuales encontradas en las muestras. Al final del
procesamiento de todas las muestras incluidas en el estudio fue posible mostrar
que existen diferentes grados de resistencia al antimalarico SP en Colombia a
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través del uso de marcadores moleculares, variando entre alta y baja dependiendo
de la frecuencia con que se encontraron las mutaciones tanto en dhfr como dhps.
Los resultados obtenidos con las muestras que amplificaron mediante la técnica
PCR-RFLP coincidid con los de la secuenciacion para el control de calidad en el
98,3%, ambos mostraron la existencia de las mutaciones 108N, 51I, 164L, 437G,
540E y 581G y la ausencia de la mutacion 59R del gen dhfr asi como de la
mutacion 613S/T del gen dhps.

El control de calidad de las 120 muestras evaluadas mostré una inconsistencia en
2/120 muestras (1,7%), esto permite concluir que los resultados obtenidos con la
técnica PCR-RFLP fueron adecuados para 118/120 (98,3%) de las muestras
evaluadas en éste estudio. La muestra M2 en la posicion 581 por PCR-RFLP dio
alanina (silvestre) y por secuenciacion glicina (mutante), en esta misma muestra la
posicion 540 no se pudo determinar por secuenciacion mientras que por PCR-
RFLP dio alanina. También hubo inconsistencia en la muestra M5 en las
posiciones 540 y 581, por PCR-RFLP fue silvestre (lisina y alanina
respectivamente) mientras que la secuenciacion mostré que era mutante
(glutamina y glicina). Por otra parte, para las muestras M13, M16 y PD0O01 se
encontré un codon diferente (AAG) para el silvestre K540 con respecto a las otras
muestras, indicando la existencia de una mutacion sinébnima (AAA), la cual no
tendria ningun efecto sobre la estructura de la enzima DHPS.

Con respecto a la posicion 613 del gen dhps, mediante PCR-RFLP no se
obtuvieron resultados en 24 de las 120 muestras analizadas (20%), aunque por
secuenciacion se encontrd6 el aminoacido silvestre alanina (A613) y ademas
suministré informacion adicional de 15 de las 24 muestras que no habian dado
resultado mediante PCR-RFLP.

En la costa Pacifica para la region de Tumaco (Narifio) 2/30 muestras
correspondientes al 6,7% no amplificaron para la posicién 613 por PCR-RFLP,
aunque el resultado se completd con los datos de la secuenciacion obteniendo el
100% de los resultados para esta posicion; las demas muestras amplificaron
correctamente para las otras posiciones (Tabla 13). Para Quibdé (Chocd) (Tabla
14) 1/30 muestra no amplificé para las posiciones 108, 437 y 613 y 2/30 no
amplificaron para la posicion 613 aunque de éstas Ultimas se logré obtener el
resultado para 1 por secuenciacion; por tanto el porcentaje de éxito en éste caso
fue de 96,67% para las posiciones 437 y 108, 93,33% para la posicién 613 y para
las demas posiciones evaluadas fue del 100%.

Para la Orinoquia (Meta) (Tabla 15), mediante PCR-RFLP 1/30 muestras no

amplifico para las posiciones 108, 164, 437 y 581, sin embargo, por

secuenciacion se obtuvo el resultado para 437 y 581; 1/30 muestras no amplificé

para 51, 108, 164, 437, 540 ni 581, aunque por secuenciacion se logré contar con

el resultado para todas estas posiciones de la muestra; 1/30 no amplificé para 108,

164, 437, 540 y 613; 1/30 no amplificd para 437, 540 ni 613; 1/30 muestra no dio
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resultado por PCR-RFLP para la posiciéon 540 pero si amplificé por secuenciacion
y 4/30 muestras no amplificaron para la posicién 613. De esto se concluye que el
porcentaje de éxito en el procedimiento para esta region fue de 80% para 613,
93,33% para 437, 540, 108 y 164 respectivamente, para las demas posiciones fue
del 100%.

En la Amazonia (Leticia, Pedrera, Tarapacd) (Tabla 16), 1/30 muestra (3,33%) no
dio resultado para 164 por PCR-RFLP pero si por secuenciaciéon, tampoco 8/30
para la posicion 613 (26,67%) por PCR-RFLP, de las cuales con la secuenciacion
se redujeron a 1/30 (3,33%). De aqui que el éxito en el resultado para esta region
fuera del 100% para todas las posiciones excepto para 164 y 613 (96,67%
respectivamente).
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Tabla 13. Resultados obtenidos para las muestras procedentes del departamento

de Narifio.

Cddigo

\[o}

de la
muestra

Fecha de
recoleccion
(ddmmaa)

Gen dhfr
Aminoacido encontrado

Gen dhps
Aminoacido encontrado

51
DHFR

‘59

DHFR DHFR DHFR DHPS DHPS DHPS DHPS

108

164

437

540

581

613

#MA

QBRI Asn | Cys | Ser | 0
TUO3084  08/09/03 lle ‘ Cys 2
TU03085  08/09/03 le S Asn 2
TUO03133  14/10/03 Cys 0
TUO03123  10/10/03 Cys Asn 1
TUO3150  30/10/03 Asn Cys Asn 1
TUO03139  17/10/03 Asn Cys Ser 0
TUO03124  10/10/03 Asn Cys Asn 1
TU03106  10/01/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TU03107  10/01/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO03146  22/10/03 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
TUO03130  14/10/03 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
TU03104  22/09/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TU03132  14/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TU03120 08/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TU03149  30/10/03 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
TUO03142  21/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TU03118  08/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TUO3131  14/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TUO3114  06/10/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO3086  10/09/03 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO7 17/07/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO6 14/07/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TUO5 12/07/06 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
TUO4 22/06/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO3 19/05/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0]
TUO2 18/05/06 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
TUO1 10/08/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TUO09 15/05/06 Asn Cys Ser lle Ala Lys Ala Ala 0
TU10 26/08/06 Asn Cys Asn lle Ala Lys Ala Ala 1
#MA: nimero de mutaciones acumuladas en los dos genes.
= resultado obtenido por = Silvestre

. = Mutante

secuenciacion (control de calidad)
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Tabla 14. Resultados obtenidos para las muestras procedentes del departamento
del Chocb.

Cadigo Fecha de . ,G_endhfr . ,G_endhps
de Ia recoleccion Aminoacido encontrado Aminoacido encontrado 4MA
muestra  (ddmmaa) O 59 108 164 437 540 581 613
DHFR DHFR DHFR DHFR DHPS DHPS DHPS DHPS
ORI Z/O/FRNNIERN Cys | NA | lle | NA
Q716 27/04/01 le ST Asn
Q6132  21/08/01 I8 Cys |
Q6125  15/08/01 I8 Cys |
Q365 21/08/01 I8 Cys |
Q363 17/08/01 I8 Cys |
Q362 17/08/01 lle \
Q2110  22/06/01 lle
Q276 11/06/01 lle \
Q116 16/04/01 I8 Cys |
Q09 09/25/06 5 Cys |
Q06 29/08/06 5 Cys |
Q05 16/08/06 I8 Cys |
Q10 11/09/06 5 Cys |
Q21 20/11/06 5 Cys |
Qo8 05/09/06 I8 Cys |
Q18 17/10/06 5 Cys |
Q15 10/23/06 5 Cys |
Q11 04/25/06 I8 Cys |
Q03 08/08/06 5 Cys |
Q20 20/11/06 I8 Cys |
Q07 30/08/06 I Cys |
Q13 10/23/06 I Cys |
Q2145  11/07/01 I Cys |
Q2214  28/08/01 I Cys |
Q1120  03/07/01 I Cys |
Q1119  03/07/01
Q357 08/08/01 B Cys |

7QU002  22/03/07 I Ccys |
7QU018  05/06/07

Z
o

w

© 00N 01D WwN PR

N

N

w

w

w

N

w

w

w

N

N

N

NWWEFE WWNDNW®

#MA: numero de mutaciones acumuladas. NA: no amplifico.

= Mutante = resultado obtenido por = Silvestre
secuenciacion (control de calidad)
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Tabla 15. Resultados obtenidos para las muestras procedentes del departamento
del Meta.

o Gen dhfr Gen dhps
Caodigo Fecha de S —
N recoleccién Aminoacido encontrado Aminoacido encontrado HMA
muestra  (ddmmaa) 51 59 108 164 437 540 581 613
DHFR DHFR DHFR DHFR DHPS DHPS DHPS DHPS
M1 28/12/05 lle Cys | A5 Gly Glu Gly

M2 23/12/05 lle Lys

M4 26/10/05 lle Asn Gly Lys
VERNNVITERIIN lle | Cys  Asn | lle | Gly | Glu
M6 22/12/05 lle Asn Tl oGl Lys
M7 18/12/05 lle Asn M oGl Lys
M8  18/03/06 | lle NA
M9 24/04/06 lle Cys BN} S Lys
M10 20/03/06 lle Asn Gly Lys
M11 01/02/06 lle Asn Gly Lys
M12 01/02/06 lle Asn Gly Lys
M13 19/01/06 lle Asn e]lY Lys
M14 06/01/06 lle Asn Gly Lys
M15 01/04/06 lle Asn Gly Lys
M16 12/04/06 lle Asn e]lY Lys
M17 23/10/06 lle Asn Gly Lys
M20 12/11/05 lle Asn Gly Lys
M21 23/05/06 lle Asn Gly

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

M22 27/06/06 lle Asn T
ys | lle
S | lle |
| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

| lle |

Z
o

O~NO OB WN PP

M23 26/12/05 Asn
M24 13/07/06 lle

M25 14/12/05 I Cys |
M26 21/01/06 9 cys YN
M27 21/01/06 O cys YN

C Asn
C
C

M28 31/05/06 lle C Asn
C
C
C

M29 07/12/05 lle Asn
M31 06/12/05 O cys YN
M32 07/12/05 O cys YN
M34 06/03/06 lle Asn
M35 18/01/06 lle Asn

S
S
S
S
S
S
S
S

WWWPAPrWWWWWRARPRPWPEWWWWWWWWWWE WWOWwo

#MA: nimero de mutaciones acumuladas. NA: no amplificé.

= Mutante = resultado obtenido por = Silvestre
secuenciacion (control de calidad)
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Tabla 16. Resultados obtenidos para las muestras procedentes del departamento

del Amazonas.

Cadigo
de la
muestra

LEOO6
LEOO4
LEO12
7LEO3
LEOO2
LEOO8
LEO13
LEOO9
LEO16
LEOO7
LEO10
LEO14
LEOOS
LEOO1
7TAO003
7TAO005
7TAO007
T7A008
7TAO009
7TA004
7TAO006
TP002
PD003D1
PD002
PDO1
AMO1
AMO3
AMO04
AMO5
AMO7

O©CoO~NOoOOIA~,WN P

Fecha de
recoleccion
(ddmmaa)

05/10/05
15/05/06
23/07/06
20/08/07
20/04/06
16/06/06
26/08/06
16/06/06
26/12/06
31/05/06
17/06/06
29/08/06
23/05/06
10/04/06
08/05/07
13/08/07
16/08/07
28/09/07
28/09/07
13/08/07
16/08/07
26/12/06
11/01/07
28/12/06
16/11/06
14/05/06
05/10/05
15/06/06
19/09/05
23/12/05

Gen dhfr

Aminoacido encontrado

51 5% 108

164

437

Gen dhps
Aminoacido encontrado

540

581 613

DHFR | DHFR DHFR DHFR DHPS DHPS DHPS DHPS

[COl Cys X
le WY Asn
le WY Asn
le WY Asn
le WY Asn
le WY Asn
le WY Asn
[ Cys [N
[ lle HSEE Asn
le ST Asn
| Asn | Cys |[BS)
Tl cys XN
[N Cys )

IO cys [ASH

[CBN cys [ASH

Asn

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly

Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly

(€1}

Glu

Gly

Gly
Gly
Gly
(€1}

Glu
Glu
Glu
Glu

Gly
Gly
Gly
Gly
Ala

Asn

Asn

Asn

Asn

Asn
Asn
Asn
Asn
Asn
Asn
Asn
Asn
Asn

(€1}
(€1}
(€1}
(€1}
(€1}

Gly

Ala Ala

Ala Ala

Glu

Ala Ala

Gly

| Lys [ClAE NA |

Glu

Gly

Asn

#MA: nimero de mutaciones acumuladas. NA: no amplificé.

. = Mutante

= resultado obtenido por

secuenciacion (control de calidad)

= Silvestre
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Estos resultados fueron discriminados de acuerdo a los departamentos de origen
para poder diferenciar mas facilmente el porcentaje de mutaciones encontradas
para los genes dhfr y dhps en cada uno de ellos y compararlos entre si. En cuanto
al gen dhfr (Figura 15), se obtuvo una alta frecuencia del alelo silvestre (para todas
las posiciones evaluadas) presente Unicamente en Narifio (63%) ya que las demas
regiones presentaron una o0 mas mutaciones, ademas, en éste departamento se
encontré la mutacion 108N (30%) y en menor frecuencia el doble mutante
108N/511 (7%). La mutacion 108N que determina el inicio de la resistencia a la
Pirimetamina también se encontré en el Meta (4%) y Chocd (7%) en una baja
frecuencia que aumenté en el Amazonas (30%). El doble mutante 108N/511 estuvo
presente en el 93% de las muestras del Choco, el 96% de las muestras del Meta y
el 67% de las muestras del Amazonas, en éste Ultimo se encontré la mutacion
164L que indica el fin de la vida util del medicamento, aunque su frecuencia fue
baja (3%).

Figura 15. Resultados obtenidos para el gen dhfr. Sin tener en cuenta las
muestras que no amplificaron en una o mas posiciones para éste gen. El niumero
entre paréntesis corresponde al N de la region para el gen dhfr. En el eje X se
encuentran los cuatro departamentos de estudio: Choc6, Narifio, Meta y
Amazonas, en el eje Y se puede apreciar el porcentaje en el que se encontro el
alelo silvestre o mutante.

100 93 %
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80 -
70 - 63
B0 A
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40 1
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I . . .
Choco (29) Narifio (30) Meta (28) Amazonas (30)
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30 20
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En cuanto al gen dhps, el alelo silvestre se encontr6 en la totalidad de las
muestras de Narifio (100%), el 32% de las muestras del Choco y en el 34% del
Amazonas, en el departamento del Meta no se encontraron alelos silvestres para
las mutaciones puntuales evaluadas. La mutacion 437G que determina el inicio de
la resistencia a la Sulfadoxina tuvo una frecuencia alta en Choco6 (66%) y Meta
(75%) y baja en el Amazonas (10%). Los dobles mutantes (437G y 581G) se
encontraron en el 17% de las muestras del Meta (una muestra del Amazonas
también presenté estas mutaciones pero no amplificé para la posicién 613). El
triple mutante 437G, 581G y 540E solo estuvo presente en el Amazonas en un alto
porcentaje (55%) (Figura 16).

Figura 16. Resultados obtenidos para el gen dhps. Sin tener en cuenta las
muestras que no amplificaron en unas o0 mas posiciones para éste gen. El nimero
entre paréntesis corresponde al N de la region para el gen dhps. En el eje X se
encuentran las regiones analizadas y en el eje Y el porcentaje de frecuencia del
alelo.

100
100 -

90 A
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a0 |
W1 4 34
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M0 1 17
- —E 10
0 T T T
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% de alelos

OSilvestre 0437G 0437G+581G 437G+ 581G + 540E

Teniendo en cuenta el nimero de mutaciones puntuales acumuladas en los dos

genes para cada muestra de cada region estudiada, se calculé el promedio de las

mutaciones puntuales para los dos genes por regidn sin tener en cuenta las

muestras que no amplificaron en alguna posicion, de las cuales el Amazonas
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presento el mayor promedio (3,45), mientras que el menor promedio lo tuvo Narifio
(0,43) (Figura 17).

Figura 17. Promedio de mutaciones puntuales acumuladas en los genes dhfr y
dhps por region.

Meta
N= 23
Choco 3.30
N= 28
2.60
Narino
N= 30
0.43 Amazonas
N= 29
3.45

Las mutaciones encontradas para dhfr y dhps en las regiones de estudio
permitieron conocer los haplotipos presentes en cada una de ellas, los cuales se
muestran a continuacion de manera discriminada donde en el alelo silvestre la
letra que identifica al aminoacido silvestre se encuentra al inicio mientras que en
los alelos mutantes va al final e indica por cual aminoacido cambié (Anexo A).

El haplotipo silvestre para los dos genes dhfr y dhps se encontr6 Unicamente en
Narifio (S108/N51/C59/1164 y A437/A581/K540/A613), ademas en éste
departamento se presentd un haplotipo con la mutacion 108N y ninguna para el
gen dhps (108N/N51/C59/1164 y A437/A581/K540/A613) al igual que en el Chocé
y el Amazonas. En estos tres departamentos también se encontré el haplotipo con
el doble mutante 108N/51l para el gen dhfr sin ninguna mutacion en dhps
(108N/511/C59/1164 y A437/A581/K540/A613). El haplotipo 108N/N51/C59/1164 vy
437G/A581/K540/A613 se encontrd Unicamente en el Chocd (1 muestra), asi
como el haplotipo 108N/511/C59/1164 y 437G/A581/K540/A613 presente también
en el Meta y el Amazonas. En el Meta el haplotipo propio de esta region fue
108N/511/C59/1164 y 437G/581G/K540/A613, en éste departamento también se
encontro el haplotipo 108N/511/C59/1164 y 437G/581G/540E/A613 al igual que en
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el Amazonas. La mutacién 164L soOlo se encontr6 en el Amazonas en una
muestra, dando lugar al haplotipo 108N/511/C59/164L y 437G/581G/K540, la
posicion 613 no se pudo determinar (Tabla 17).

Tabla 17. Haplotipos en cada departamento de estudio de acuerdo al gen.

: No. DE
Narifio dhfr N51/C59/S108/1164 "
_ dhps A437/K540/A581A613 19/30 Narifio
Narifio — Chocé - Amazonas dhfr N51/C59/108N/1164 9/30 Narifio
_ dhps A437/K540/A581/A613 9 /;ézirr?:;:r?as
Narifio — Choc6 - Amazonas dhfr 511/C59/108N/I1164 2/30 Narifio
_ dhps A437/K540/A581/A613 1 ,%zinfgfgr?as
Chocé dhfr N51/C59/108N/I164 )
_ dhps 437G/IK540/A581/A613 1/28 Choco
Choc6 — Meta - Amazonas dhfr 511/C59/108N/1164 18/28 Choco
_ dhps 437G/K540/A581/A613 . ,2198 /ﬁ% gﬁgﬁas
Meta dhir 511/C59/108N/1164
_ dhps 437GIK540/581G/A613 4129 Meta
Meta — Amazonas dhfr 511/C59/108N/1164 2/23 Meta
_ dhps 437G/540E/581G/A613 16/29 Amazonas
Amazonas dhfr 511/C59/108N/164L
_ dhps 437G/K540/581G 1/30 Amazonas*

* Muestra incluida en la cual no fue posible determinar la posicién 613 (que no se encuentra en el
haplotipo), por tanto n=30.

Igualmente, los haplotipos y sus respectivas frecuencias en la poblacion evaluada
se calcularon para cada uno de los genes dhfr y dhps por separado y para los dos
genes dhfr y dhps como un haplotipo compuesto; el andlisis se realiz6 por
departamento. Cada haplotipo estd representado por las letras del aminoacido
correspondiente (silvestre o mutante) encontrado en las cuatro posiciones
evaluadas para el gen dhfr (haplotipo para dhfr) y el gen dhps (haplotipo para
dhps), al final la suma de los ocho aminoacidos obtenidos para cada gen da un
resultado de ocho letras que conforman el haplotipo compuesto (haplotipo para
dhfr mas dhps) (Anexo N).

Para la nomenclatura se tomo la letra inicial de cada aminoacido comenzando con
el gen dhps con la posicion 437 que podia ser A (alanina: silvestre) o G (glicina:
mutante), esa posicion seguida de 540 cuyas posibilidades eran K (lisina: silvestre)
o E (glutamina: mutante), en seguida 581 A (alanina: silvestre) 6 G (glicina:
mutante) y por ultimo 613 A (alanina) ya que sélo se encontré silvestre; luego de
éste gen se comenz6 con las letras correspondientes para el gen dhfr, iniciando
con 51 con la opcion N (asparagina: silvestre) 6 | (isoleucina: mutante),
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posteriormente 59 que solo fue C (cisteina: silvestre), en seguida 108 S (serina:
silvestre) 6 N (asparagina: mutante) y 164 que podia ser | (isoleucina: silvestre) 6
L (leucina: mutante), s6lo una muestra fue mutante para esta posicion pero no
amplifico para la posicion 613 del gen dhps, por tanto, esta muestra no se tuvo en
cuenta para el haplotipo compuesto y por tanto para éste Ultimo la Unica opcion
gue quedaba era | (isoleucina: silvestre).

En el departamento de Narifio se encontraron tres haplotipos: AKAANCSI
(silvestre para los dos genes) en el 63% de las muestras evaluadas y presente
Unicamente en esta region, seguido de AKAANCNI (para la mutacion 108N) en el
30% y AKAAICNI (con las mutaciones 108N y 511) en el 7% (Tabla 18). En el
Chocé se encontraron cuatro haplotipos: en menor porcentaje GKAANCNI (para
el mutante 108N y 437G) y AKAANCNI (4% respectivamente) y con una mayor
frecuencia AKAAICNI (29%) y por ultimo GKAAICNI (63%) (para el triple mutante
(108N, 511 y 437G) (Tabla 19). Para el Meta el haplotipo mas comun fue
GKAAICNI (78%), los porcentajes mas bajos fueron para el haplotipo GKGAICNI
(13%) (para el cuadruple mutante 108N, 51I, 437G y 581G) y GEGAICNI (9%)
(Tabla 20). En el Amazonas también se encontraron 4 haplotipos: GEGAIKNI
(62%), AKAANCNI (24%), GKAAICNI (9%) y AKAAICNI (5%) (Tabla 21).
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Tabla 18. Haplotipos y frecuencias obtenidas para dhfr y dhps en el departamento
de Narifio.

esira C dhp OTA

ACO 9 108 164 HAPLOTIPO 4 40 581 6 APLOTIPO APLOTIPO
TUO03094 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TU03084 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAAICNI
TU03085 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAAICNI
TUO03133 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TU03123 | Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA
TUO03150 | Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA
TU03139 [ Asn[cys|ser| lle NCSI Ala [ Lys | Ala] Ala AKAA
TU03124 | Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA
TU03106 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TU03107 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO03146 | Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA
TUO03130 | Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA
TUO03104 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TUO03132 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO03120 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TU03149 | Asn [Cys [Asn] lle NCNI Ala |[Lys | Ala| Ala|  AKAA
TUQ03142 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO03118 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO03131 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TUO03114 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO3086 | Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TUO7 Asn |Cys]| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUO6 Asn [Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TUO5 | Asn [Cys[Asn] lle NCNI Ala |Lys [Ala| Ala|  AKAA
TUO4 Asn [Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TUO3 Asn |Cys]| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TU02 | Asn|Cys|Asa| lle NCNI Ala |Lys [Ala] Ala|  AKAA
TUO1 Asn |Cys]| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAANCSI
TUQO9 Asn |Cys| Ser | lle NCSI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA AKAANCSI
TU10__ [Asn[cys[Ash] e NCNI Ala |Lys [Ala| Ala|  AKAA
N= 30 TOTAL 30 TOTAL 30 TOTAL 30
HaELoft:po #muestras Frecuencia cHoi?:)?Jtelrrs)?o # muestras Frecuencia
e = 8:33 AKAANCSI 19 0,63
NCNI 5 0.30 AKAAICNI 2 0,07
TOTAL 30 1,00 9 0,30
TOTAL 30 1,00
AEpleilge # muestras Frecuencia
dhps
AKAA 30 1,00
TOTAL 30 1,00
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Tabla 19. Haplotipos y frecuencias obtenidas para dhfr y dhps en el departamento
del Chocé.

E a C anp OTA

QUIBDO 9 108 164 APLOTIPO 4 40 581 6 APLOTIPO APLOTIPO
Q716 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
06132 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q6125 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q365 Cys lle ICNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAAICNI
Q363 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q362 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q2110 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
276 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA AKAAICNI
Cys lle ICNI
Q09 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q06 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q05 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q10 Cys lle ICNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAAICNI
Q21 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q08 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q18 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q15 Cys lle ICNI Ala |Lys | Ala] Ala AKAA AKAAICNI
Q11 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA AKAAICNI
Q03 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA AKAAICNI
Q20 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q07 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q13 Cys lle ICNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA AKAAICNI
Q2145 Cys lle ICNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAAICNI
02214 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q1120 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
Q1119 Asn |Cys lle NCNI Lys | Ala | Ala AKAA
Q357 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI
7QU002 Cys lle ICNI Lys | Ala | Ala GKAA GKAAICNI
7QU018 | Asn [cys lle | NCNI Lys [Ala] Ala [ GKAA H
N= 30 TOTAL 29 TOTAL 28 TOTAL 28
hlaplotipo # muestras Frecuencia Haplotipo # muestras Frecuencia
dhfr compuesto
ICNI 27 0,93 GKAAICNI 18 0,63
NCNI 2 0,07 AKAAICNI 8 0,29
TOTAL 29 1,00 1 0,04
. 1 0,04
Ha(;)rl](;t;’po # muestras Frecuencia TOTAL 28 1,00
AKAA 9 0,32
GKAA 19 0,68
TOTAL 28 1,00
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Tabla 20. Haplotipos y frecuencias obtenidas para dhfr y dhps en el departamento

del Meta.

Muestras
META

51 59

Asn

dhfr

AEERIEL # muestras Frecuencia
dhfr
ICNI 27 0,96
NCNI 1 0,04
TOTAL 28 1,00
SEp e # muestras Frecuencia
dhps
GKAA 18 0,75
GKGA 4 0,17
GEGA 2 0,08
TOTAL 24 1,00

dhps

Lys

Lys | Ala

Ala

Lys | Ala

Ala

Lys

Haplotipo
compuesto

TOTAL 24

TOTAL

108 164 HAPLOTIPO 437 540 581 613 HAPLOTIPO HAPLOTIPO

GEGAICNI

GEGAICNI

TOTAL 23

# muestras Frecuencia

GEGAICNI

TOTAL

1,00
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Tabla 21. Haplotipos y frecuencias obtenidas para dhfr y dhps en el departamento
del Amazonas.

e d anp OTA
AMAZONA 9 108 164 APLOTIPO 4 40 581 6 APLOTIPO APLOTIPO

LE006 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE004 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LEO12 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

7LE003 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE002 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE008 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE013 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE009 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LEO16 Cys lle ICNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA AKAAICNI

LEOQ7 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LEO10 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA

LEO14 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LE005 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

LEOO1 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI
7TA003 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI
7TA005 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA

7TA007 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys [ Ala| Ala AKAA

T7A008 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA

7TA009 Asn |Cys lle NCNI Ala [Lys | Ala| Ala AKAA

7TA004 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA

7TA006 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala] Ala AKAA

TP002 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI
PD003D1 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI

PD002 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI

PDO1 Cys lle ICNI Lys | Ala| Ala GKAA GKAAICNI

AMO1 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

Cys ICNL

AMO04 Cys lle ICNI Ala GEGA GEGAICNI

AMO5 Asn |Cys lle NCNI Ala | Lys | Ala| Ala AKAA

AMO7 Asn |Cys lle NCNI Ala [ Lys | Ala| Ala AKAA

N= 30 TOTAL 30 TOTAL 29 TOTAL 29
Haplotipo 4, 1 estras Frecuencia Haplotipo -, octras Frecuencia

dhfr compuesto

ICNI 20 0,67 16 0,62

NCNI 9 0,30 9 0.24

ICNL 1 0,03 GKAAICNI 3 0,09
TOTAL 30 1,00 AKAAICNI 1 0,05

TOTAL 29 1,00

Epleie # muestras Frecuencia

dhps

AKAA 10 0,34

GKAA 3 0,10

GEGA 16 0,55

TOTAL 29 1,00
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Para realizar la comparacion de los resultados obtenidos en la costa Pacifica con
los de la Amazonia/Orinoquia se tomaron dos grupos conformados por Chocé y
Narifio y el otro por Meta y Amazonas, encontrando que en la costa Pacifica los
haplotipos més comunes fueron AKAANCSI y GKAAICNI (32% cada uno) y para la
Orinoquia/Amazonia GKAAICNI (44%) y GEGAICNI (35%) (Tabla 22). El haplotipo
silvestre para dhfr y dhps estuvo presente Unicamente en la costa Pacifica en el
departamento de Narifio (NCSI para dhfr (63%) y AKAA (100%), las demas
regiones presentaron haplotipos con una o mas mutaciones. El haplotipo ICNL
solo se encontr6 en el Amazonas (3%), pero no se incluyéo en el haplotipo
compuesto ya que la muestra con éste haplotipo no amplificé para la posicion 613.

Tabla 22. Haplotipos encontrados y sus frecuencias para los genes dhfr y dhps asi

como el haplotipo compuesto para cada region y para la Costa Pacifica y la
Orinoquia/Amazonia.

Aminoacido y posicion en el gen

COSTA  ORINOQUIA/

Haplotipo dhfr NARINO CHOCO META AMAZONAS . TOTAL

51 59 108 164 PACIFICA AMAZONIA
Asn Cys Asn lle NCNI 0,30 0,07 0,04 0,67 0,18 0,35 0,27
lle Cys Asn lle ICNI 0,07 093] 0,96 0,30 0,50 0,63] 0,56
lle Cys Asn Leu ICNL - - 0,03 0,02] 0,01

A oacido y po 0 g OSTA ORINOQUIA

aplotipo dhp ARINO OCO A A OTA

7 ‘. 5 PA A A A . A
Ala Lys Ala Ala AKAA 1,00 0,32 0,34 0,66 017 042
Gly Lys Ala Ala GKAA 0,68 0,75 0,10 0,34 043 0,38
Gly Lys | Gly Ala GKGA 1 017 - 0,08 004
Gly Glu Gly Ala GEGA 0,08 0,55 0,32 0,16

Aminoécido y posicion en el gen

dhfr

Haplotipo

NARINO CHOCO

META AMAZONAS

dhps

compuesto

COSTA  ORINOQUIA/
PACIFICA AMAZONIA

51 59 108 164 437 540 581

Asn [Cys|Ser [lle [Ala [Lys|Ala |Ala | AKAANCSI 0,63 - - 0,32 -l 0,16
Asn|Cys|Asn|lle [Ala|Lys|[Ala |Ala| AKAANCNI 0,30 0,04 0,24 0,17 0,12] 0,115
lle |Cys|Asn]lle [Ala [Lys|Ala [Ala AKAAICNI 0,07 0,29 0,05 0,18 0,03 0,10
Asn [Cys|Asn|lle |Gly|Lys]Ala |Ala| GKAANCNI - 0,04 - - 0,02 -f 0,01
lle |Cys|Asn]|lle |Gly[Lys|Ala [Ala GKAAICNI 0,63 0,78 0,09 0,32 0,44/ 0,38
lle |Cys|Asn|lle |Gly|Lys|Gly[Ala| GKGAICNI 0,13 - - 0,07 0,03
lle |Cys[Asn|lle |Gly[Glu|Gly[Ala GEGAICNI 0,09 0,62 0,35 0,18
Silvestre
Mutante= Aminodcido en color rojo
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6. DISCUSION

6.1. COMPARACION DE LA METODOLOGIA PCR-RFLP WHATMAN No. 3 VS
ISOCODE STIX®

Las diferencias en el proceso de extraccion (exitosa o no exitosa) y posterior PCR-
RFLPs con las muestras conservadas en los dos tipos de papel filtro mencionados
anteriormente (Tabla 11), pueden asociarse principalmente a una mala
conservacion de las muestras que favorecio la aparicion de hongos afectando el
éxito del procedimiento.

Los hongos actian como inhibidores que pueden destruir el ADN de las muestras
0 interactuar con él impidiendo obtener un resultado adecuado. esto lo pueden
realizar como resultado de su interferencia con las ADN polimerasas
termoestables a través del bloqueo directo total o parcial de su actividad catalitica,
union directa al ADN de doble cadena o por algunos componentes del hongo que
interaccionan con los iones Mg®" (un cofactor critico de la actividad catalitica)
disminuyendo su disponibilidad llegando a inhibir la PCR (Bessetti, 2007; Microbial
Systems, 2009). Adicionalmente, no se hizo un mantenimiento adecuado en el
tiempo de éstas muestras ya que algunas bolsas de silica gel se encontraban
abiertas permitiendo que fragmentos de silica se adhirieran a la muestra alterando
su calidad, dificultando su extraccion y posiblemente inhibiendo la actividad
enzimatica de la Taq polimerasa.

El buen funcionamiento de los papeles filtro, como es el caso de Whatman No. 3y
Schleicher & Schuell ISOCODE se ha comparado previamente, revelando que se
obtiene una alta sensibilidad (83-100%) con Whatman para la extraccién con
Chelex, tris EDTA y metanol, mientras que para ISOCODE se resalta que para
esta extraccion bajo las mismas condiciones las muestras conservadas en este
papel filtro han mostrado resultados negativos (Bereczky, Martensson, Gil &
Farnert, 2005). Lo anterior se asemeja a los resultados obtenidos en el presente
estudio. Otros estudios han determinado que el tipo de papel filtro, la duracién del
almacenamiento (mayor tiempo de almacenamiento puede dificultar la extraccién)
y la densidad parasitaria son factores que influencian la sensibilidad de la PCR
(Farnert et al.,, 1999), ya que los diferentes sistemas de amplificacion varian
dependiendo de la cantidad total de &cidos nucléicos presentes en la reaccién
(QIAGEN, 2003), por lo tanto para posteriores estudios de éste tipo se sugiere
utilizar papel filtro WHATMAN No. 3 para su conservaciéon y posterior analisis.

En éste estudio, fue posible evidenciar que con las muestras que llevan mayor

tiempo almacenadas la extraccion del ADNg se hizo mas compleja al requerir mas

muestra (como por ejemplo las muestras de Quibd6 del 2001) confirmando lo

expresado anteriormente. Sin embargo, se contaba con una mayor cantidad de
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muestra en Whatman No. 3 para repetir el experimento y mejorar la sensibilidad
(1-3 gotas de aprox. 1cm de diametro c/u), mientras que para las muestras en
ISOCODE Stix® habia menos cantidad de muestra para extraer (4 pestafias con
10-12uL de sangre en c/u). Con el fin de evaluar si se obtenia algun resultado con
algunas muestras en ISOCODE que no habian amplificado y de las que no se
contaba con mas muestra, se tomo un trozo de papel filtro més alld del area
punteada de recoleccion donde habia sangre colectada, pero esto tampoco dio
resultado (éste procedimiento no es muy recomendable de acuerdo al fabricante
(Schleicher & Schuell, 1993), por tanto, para préximos estudios se descarta esta
opcién y si se va a utilizar ISOCODE es mejor utilizar Unicamente la region que se
encuentra punteada, aunque de acuerdo a los resultados obtenidos en éste
estudio y tal como se expresé previamente, se sugiere utilizar Whatman No. 3
como papel filtro de eleccion para almacenar las muestras de sangre que se vaya
a evaluar.

Por otra parte, como en cualquier sistema biolégico, se debe tener en cuenta la
variabilidad inherente que existe entre las muestras que puede afectar la
extraccion y el posterior procedimiento de PCR, ya que pueden tener diferente
concentracion linfocitaria afectando la concentracion final de ADN, igualmente, el
nivel de hematocrito varia entre las mismas y por tanto la cantidad de grupos
heme que inhiben la polimerasa (Schleicher & Schuell, 1993), ya que a mayor
hematocrito mayor cantidad de heme. El papel filtro ISOCODE se une e inactiva
estos grupos aunque sin descartar la posibilidad de que exista variacion en la PCR
con algunas muestras (Schleicher & Schuell, 1993).

Las anteriores dificultades se presentaron en la extraccion con chelex-saponina
pero fueron superadas en parte con el kit de Qiagen®, excepto con las muestras
de las que no quedaba mucho papel filtro para la extraccion (<3mm de diametro).
En cantidades limitadas de papel filtro (mas de 3mm de diametro) el ADN logré ser
extraido gracias a la adicion de el carrier RNA que permite reforzar la unién del
ADN a la membrana de la columna, esto permitié obtener resultados con algunas
muestras cuya cantidad empleada fue menor a la minima, aunque si la cantidad
de carrier RNA superaba la de ADN de la muestra, la cantidad de ADN que se
adheria a la membrana era muy baja, explicando por qué con algunas no
mejoraron los resultados (QIAGEN, 2003).

6.2. MUTACIONES PUNTUALES EN dhfr Y dhps EN COLOMBIA

De las ocho posiciones evaluadas en estos dos genes asociadas con resistencia a
SP, las posiciones 59 de dhfr y 613 de dhps fueron silvestres en todas las
regiones evaluadas, lo cual concuerda con resultados obtenidos en otros estudios
realizados en Colombia previamente (Méndez, et al.,, 2007; Schmider, Peyerl-
Hoffmann, Restrepo & Jelinek, 2003), sin embargo, un estudio realizado en
Antioquia (Apartadd) revel6 la presencia de 3 muestras portadoras del alelo
mutante para la posicion 59. Esto podria indicar que tanto la mutacion 59R como
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613S/T no han surgido en el pais ni han sido introducidas por viajeros que porten
parasitos mutantes para éstas posiciones. En el Africa, donde la mutacion 511 esta
asociada comunmente con 59R se ha llegado a considerar que la mutacion 59R
es un mejor marcador de falla al tratamiento con SP que la mutacion 511 por
representar un mayor grado de resistencia a la Pirimetamina (Plowe, et al., 1997;
Dokomajilar et al., 2006) mientras que el papel de la mutacién 613S/T en la
generacion de la resistencia en campo todavia no esta claro (Yuthavong, 2002).

En la costa Pacifica asi como en la Orinoquia y la Amazonia se encontro la
mutacion inicial de resistencia a la Pirimetamina 108N del gen dhfr que ademas
estuvo presente en todas las muestras que presentaron la mutacion 511 indicando
un mayor grado de resistencia a la pirimentamina (Plowe, et al., 1997), para el gen
dhps las tres zonas presentaron la mutacion 437G aunque en la costa Pacifica se
encontrd Unicamente en el norte (Chocd). Este grado diferente de resistencia en
las regiones evaluadas puede sugerir que las mutaciones en los genes dhfr y dhps
han evolucionado independientemente de acuerdo al grado de presion de
seleccion del medicamento sobre los aislados de cada una de éstas zonas.

Los resultados obtenidos se asemejan con investigaciones previas realizadas en
la costa Pacifica colombiana (Buenaventura) donde no se registraron las
mutaciones 59R y 164L en el gen dhfr ni 540E y 581G del gen dhps, aunque si se
encontré la mutacion 437G (Méndez, et al., 2007). Esto puede deberse a que la
costa Pacifica norte podria estar viendose afectada por la migracion de pacientes
infectados con parasitos mutantes provenientes posiblemente de la Orinoquia
(Sevilla, 2008. Comunicaciéon personal) o del norte de Colombia como por ejemplo
del Uraba antioquefio, ya que en la region de Apartadd se han registrado las
mutaciones 108N (63%) y 51l (21%) para el gen dhfr incrementando el grado de
resistencia a la Pirimetamina sobre todo por la presencia de la mutacién 59R (16%
de las muestras en dicho estudio) que indica un riesgo potencial de incremento de
la resistencia a los folatos en esta region de Colombia. Ademas, se encontro la
mutacion 437G para dhps indicando el inicio de la resistencia a la Sulfadoxina,
aungue no se reportaron otras mutaciones que la incrementan como 540E, 581G y
613S/T (Schmider, et al., 2003).

En el Choco la presencia del doble mutante 108N/511 es de vital importancia, ya
qgue la mutacién 511 se ha sugerido como un buen marcador molecular que
conlleva la aparicion del triple mutante con la mutacién 437G (Zakeri, Afsharpad,
Raeisi & Djadid, 2007), tal como se encontrd en el Meta, el cual si no se encuentra
acompafnado de otras mutaciones en el gen dhps no es un predictor de falla al
tratamiento (Dokomajilar, et al., 2006), aunque tiene el potencial de evolucionar al
quintuple mutante dhfr/dhps (Zakeri, et al., 2007).

Por tanto, en el Meta la presencia de triples mutantes (108N, 511 y 437G),

cuédruples (108N, 511, 437G y 581G) y quintuples mutantes (108N, 51I, 437G,

540E y 581G) sugiere una elevada resistencia al medicamento, principalmente
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porque la mutacion 540 se correlaciona con la resistencia in vivo a SP y la
mutacion 581 se ha encontrado en zonas con niveles de resistencia considerables
a SP (Plowe, et al., 1997). En estudios previos se ha visto que las mutaciones
437G y 540E pueden presentarse solas o juntas, mientras que la mutacion 581G
siempre esta precedida de la mutacion 437G (Wang et al., 1997), en éste estudio
tanto 540E como 581G estuvieron acomparadas de la mutacion 437G, aunque las
muestras con la mutacion 540E también fueron mutantes para 581G indicando
una alta resistencia a la Sulfadoxina y por tanto su uso no se recomienda en esta
region.

En el Amazonas, la presencia de quintuples mutantes 108N/511/164L/437G/581G
y 108N/511/437G/581G/540E vy el alto promedio acumulado de mutaciones (3,45)
que fue el mayor para éste estudio, confirman una alta resistencia a SP en la
region (Lynch et al., 2008; Plowe, et al.,, 1997) y el fin de la vida util de éste
medicamento, lo cual puede explicar el alto porcentaje de falla terapéutica
registrado previamente en la regién (87%) (Osorio, et al., 2007) (Figura 9). Cabe
recordar que la presencia de 164L indica el fin de la vida util de éste antimalarico.

En cuanto al orden jerarquico de aparicion de las mutaciones en los genes dhfr y
dhps se cumplié lo encontrado en otros estudios donde la mutacién 437G aparece
en presencia del doble mutante (108N/51l)(Méndez, et al., 2002), aunque en éste
estudio también se encontrd dicha mutacién acompafiada solo por 108N en el 3%
de las muestras del Chocé. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que los
genes que codifican para las enzimas DHFR y DHPS se encuentran en diferentes
cromosomas (4 y 8 respectivamente), de modo que aunque las mutaciones en dhfr
y dhps algunas veces estan unidas en el sentido de que un linaje especifico puede
presentar mutaciones en ambos genes, éstas pueden originarse
independientemente y su jerarquia de mutaciones se puede disolver durante la
recombinacién, ocurriendo juntas o separadas en diferentes combinaciones que
histéricamente no todas se han observado en el campo, particularmente en zonas
de baja transmisién con pocos eventos de recombinacion, pero esto no significa
que no ocurren (Plowe, 2008. Comunicacion personal). Si éstas mutaciones
suceden de manera independiente en cada gen, ocurren con la misma
probabilidad y si no hubiera ningun tipo de sesgo (tiempo de origen, seleccion,
muestreo), seria posible observar varias combinaciones (DHPS silvestre DHFR
silvestre, DHPS silvestre DHFR mutante, DHPS mutante DHFR silvestre 6 DHPS
mutante DHFR mutante), sin embargo, las combinaciones observadas aparecen
como un haplotipo compuesto por la suma de las mutaciones en ambos genes
(Corredor, 2008. Comunicacion personal), como se mostro anteriormente (Tablas
19, 20, 21y 22).

Para diferenciar bien los haplotipos encontrados en la zona de estudio y realizar

las comparaciones correspondientes, se discriminaron las gréaficas de los

resultados obtenidos para éstos de acuerdo a los haplotipos analizados (Figura

18), donde en primer lugar se muestran los haplotipos obtenidos para dhfr, (NCNI,
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NCSI, ICNI e ICNL), posteriormente para dhps (AKAA, GKAA y GEGA) y por
altimo el haplotipo compuesto (AKAANCNI, AKAAICNI, AKAANCSI, GKAANCNI,
GKAAICNI, GKGAICNI y GEGAICNI).

Figura 18. Mapas de las zonas de estudio con las respectivas graficas de los
haplotipos encontrados en cada region: A. Haplotipos en dhfr; B. Haplotipos en
dhps.
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C. Haplotipo compuesto (dhfr mas dhps).
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Es evidente la diferencia que existe entre la costa Pacifica norte de la costa
Pacifica sur, ya que Narifio fue el Unico departamento donde se encontrd el
haplotipo NCSI silvestre para el gen dhfr (63%) y todas las muestras (100%) de
esta regidon presentaron el haplotipo silvestre para dhps AKAA, de modo que el
haplotipo compuesto totalmente silvestre AKAANCSI se presentd Unicamente en
esta region en el 63% de las muestras. La mutacién 108N esta representada por el
haplotipo NCNI (30%) y la mutacion 511 por ICNI (7%), asi que existieron dos
haplotipos compuestos para éstas muestras que son AKAANCNI (30%) y
AKAAICNI (7%), que sugieren una baja resistencia que coincide con el bajo
promedio de mutaciones puntuales acumuladas para los dos genes evaluados
(0,43), esto se complementa con los porcentajes de falla terapéutica en esta
regiéon que son menores al 25% (porcentaje por encima del cual se considera que
el medicamento debe ser retirado y reemplazado por otro de eficacia demostrada),
indicando que habria sido posible continuar con el uso de SP para el tratamiento
de malaria no complicada por P. falciparum en Narifio (Gonzalez, et al., 2003).

En el Choc6 no se encontraron muestras totalmente silvestres para los dos genes,

en éste departamento la mayoria de muestras estuvieron representadas por el

haplotipo ICNI (93%) del gen dhfr seguidas de NCNI (7%) para el mismo gen y

aunque algunas muestras fueron silvestres para el gen dhps con el haplotipo
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AKAA (32%), la mayoria tenian la mutacién 437G que corresponde al haplotipo
GKAA (68%); en cuanto al haplotipo compuesto el mayor porcentaje le
correspondio al haplotipo del triple mutante GKAAICNI (63%), luego al doble
mutante AKAAICNI (29%) y por ultimo AKAANCNI y GKAANCNI con un 4%
respectivamente, el haplotipo GKAANCNI resulté ser propio del Chocé. En éste
departamento el promedio de mutaciones puntuales acumuladas fue de 2,60
(mayor que la costa Pacifica sur), lo cual puede deberse a la cercania de esta
zona con el Uraba Antioquefio y a posibles migraciones desde la Orinoquia,
aunque ni el triple mutante para dhfr ni el quintuple mutante para dhfr/dhps se han
reportado en la costa Pacifica de Colombia (Méndez, et al., 2007). Con respecto a
la eficacia terapéutica en éste departamento también se ha encontrado que es
menor al 25% (Méndez, et al., 2007), lo cual concuerda con el grado de resistencia
moderada encontrado en la region.

En el Meta el haplotipo para dhfr con el menor porcentaje fue NCNI (4%), para el
gen dhps presentaron el menor porcentaje GEGA (8%), GKGA (17%) y para el
haplotipo compuesto para dhfr y dhps GEGAICNI (9%) y GKGAICNI (13%),
encontrandose éste Ultimo Unicamente en esta region; el porcentaje para el
haplotipo ICNI del gen dhfr fue el mayor de todos los departamentos con un 96%,
al igual que el haplotipo del gen dhps GKAA (75%) y el haplotipo compuesto para
dhfr y dhps GKAAICNI (78%). La alta cantidad de triples mutantes asi como el
promedio de mutaciones puntuales acumuladas de 3,30 indica que esta zona
posee un mayor grado de resistencia a SP que la costa Pacifica. En éste
departamento no existen estudios de eficacia terapéutica debido a las dificultades
de orden publico y a que no es una zona de alta incidencia para la malaria, sin
embargo, en Venezuela en los estados de Bolivar y Amazonas se ha encontrado
un 100% de resistencia a medicamentos como SP?’ mostrando que dicho
medicamento ya no es util en esta zona y sefalando el riesgo de falla en las
regiones cercanas a la misma como es el caso de la frontera con Colombia, méas
aun al conocer la existencia de triples mutantes que indican un grado de
resistencia moderada a SP.

Para el departamento del Amazonas se encontré que el haplotipo con el mayor
porcentaje para el gen dhfr fue NCNI (67%), para el gen dhps fue GEGA (55%) y
para el haplotipo compuesto GEGAICNI (62%) que representa al quintuple
mutante (108N, 511, 437G, 540E y 581G), esta es la Unica region donde se
encontrd el haplotipo ICNL (3%) que hace referencia al triple mutante 108N, 511 y
164L. La presencia de estos haplotipos sumada al alto promedio de mutaciones
acumuladas en los genes dhfr y dhps que fue el mayor para todos los
departamentos estudiados (3,45) y al alto porcentaje de falla terapéutica
encontrado en el Amazonas (87%) (Osorio, et al., 2007) indica una alta resistencia
de P. falciparum a SP en éste departamento que permite concluir que su uso en la
region no es recomendable. Esta situacion pudo desarrollarse debido al amplio
uso de SP en la region Amazdnica como una alternativa a CQ desde 1990 en las
areas que rodean a Iquitos (Peru) en la parte este hacia la frontera con Colombia y
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Brasil (Durand, et al., 2007), que pudo originar una alta presion de seleccion por
parasitos mutantes desde hace mucho tiempo.

Por esto es interesante que en el Amazonas se haya encontrado en un alto
porcentaje el haplotipo NCNI (67%) en el gen dhfr, asi como la existencia de los
haplotipos AKAA (34%) y AKAANCNI (24%) que corresponden a las muestras que
s6lo presentaron la mutacién 108N asociada con el inicio de la resistencia a SP,
ya que esto podria estar indicando un fendmeno de disminucion de la resistencia
en comparacion de afos anteriores.

Lo anterior puede relacionarse con el sesgo observado en cuanto a la
representacion de las mutaciones en los dos genes y al hecho de que ocurran al
azar, para lo cual existen varias posibilidades:

1. Los mutantes estan relacionados genealdgicamente y el sesgo es el resultado
de su aparicién Unica. En éste sentido el analisis de éstas muestras con
microsatelitales podria ayudar a dilucidar esta hipotesis.

2. Mutantes y recombinantes con asociaciones particulares son seleccionados
negativamente. Se podrian realizar experimentos de competencia in vitro para
observar si se presenta disminucion del fitness.

3. La muestra no es lo suficientemente grande para observar realmente otras
combinaciones (sesgo del muestreo). Se puede realizar pruebas estadisticas
descriptivas pero seria interesante conocer los resultados con un N mayor para
realizar un analisis estadistico mas detallado (Corredor, 2008. Comunicacion
personal).

6.3. EVOLUCION DE LAS MUTACION 164L EN EL TIEMPO

En una fase previa de estandarizacion de la técnica empleada (PCR-RFLP) en los
laboratorios de CIDEIM, se realiz6 el andlisis de 14 muestras del Amazonas de los
afos 1999 y 2003 y 10 muestras del Guaviare del 2003 (CIDEIM, datos no
publicados) (Echeverry, Gutiérrez, Ochoa & Osorio, 2007). Los resultados
mostraron que durante esos afos en el Amazonas la resistencia a SP era alta
debido a la presencia de los quintuples (108N/511/164L/437G/581G) y séxtuples
mutantes (108N/511/164L/437G/581G/540E) mencionados anteriormente (figura
19) mientras que en el Guaviare se encontraron triples mutantes (108N/511/437G),
tal como se encontrd en el departamento del Meta.

La frecuencia del triple mutante para dhfr en dichas muestras del Amazonas
(108N/511/164L) fue del 93%, sin embargo, en este estudio con muestras del
2005, 2006 y 2007 la frecuencia fue del 3% notandose su reduccion en el tiempo a
pesar de la diferencia en el N, esta disminucion se relaciona con el promedio de
mutaciones acumuladas que alcanza el 3,45 con las muestras de éste estudio y
5,5 con las muestras de la estandarizacién (2,05 menos de diferencia).
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Figura 19. Mutaciones puntuales encontradas e los genes dhfr y dhps en el
Amazonas y Guaviare en la fase de estandarizacion previa a éste estudio.
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La presencia de la mutacion 164L en las muestras del Amazonas de los afos
1999, 2003 y 2005 indica que la efectividad del medicamento se ha visto afectada
desde hace varios afios, sin embargo, esta mutacién aparentemente desaparecio
con el tiempo ya que no se encontrd en las muestras del 2006 y 2007. Lo anterior
puede deberse al cambio en la politica de antimalaricos utilizados en la hoya
Amazodnica tanto en Colombia desde octubre de 2006 (Carmona, 2007) y en los
paises vecinos como el Perl que entre los afios 1998 - 2001 se convirtidé en el
primer pais de la region en adoptar la terapia de combinacion con MQ mas
artesunato (AS) como terapia de primera linea para la malaria no complicada por
P. falciparum en su respectiva regidbn amazonica (Neyra, Cabezas & Ruebushll,
2003; Ruebush, Neyra & Cabezas, 2004). Posteriormente, Bolivia a principios del
2002 también cambié su tratamiento de primera linea en la cuenca Amazdnica
Boliviana a MQ mas AS (RAVREDA, 2003) y en el Brasil también se empezé a
utilizar éste antimalarico (Alecrim et al., 2000; Alecrim et al., 2006). Este cambio de
SP por derivados de artemisinina pudo llevar a que los parasitos sensibles
incrementaran su frecuencia ya que se removio la presion de seleccion del
medicamento y con el tiempo puede ser posible extender la vida del mismo
(McCollum, et al., 2007).

Por otra parte, es posible que durante la época en que se colectaron las primeras

muestras (1999 al 2005) haya existido una epidemia de un clon dominante que

posiblemente era un séxtuple mutante (con la mutacion 164L) que posteriormente
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dado su caracter epidémico, disminuyd su frecuencia a niveles no detectables
(2006 al 2007) (Anderson, 2008. Comunicacion personal).

La magnitud del costo energético de las poblaciones de P. falciparum que
acarrean una 0 mas mutaciones asociadas con resistencia a antimalaricos esta
implicada en toda la dinamica de la evolucion de la resistencia. La mutacion
implica un costo debido a los cambios que ocurren en el metabolismo del parasito.
En genética de poblaciones la seleccion natural reconoce y actla contra estos
cambios fisiolégicos reduciendo asi el fithess genético de los parasitos que
presentan la mutacién. Asi, la resistencia a los antimaléaricos se puede lograr
debido a mutaciones que alteran la estructura de la proteina para reducir la
afinidad del antimalarico por el sitio de unién, cambios que ayudan al parasito a
resistir los efectos del medicamento, pero la mutacion puede dejar de ser un modo
de evolucion éptimo para el parasito ante la ausencia del medicamento (Hastings
& Donnelly, 2005).

La mayoria de éstas mutaciones tiene un fithess muy reducido de modo que son
eliminadas por la seleccion natural, a su vez una mutacion inicial esta asociada
con una segunda que parcial o completamente compensa el defecto metabdlico de
la mutacién original de dhfr (Hastings & Donnelly, 2005).

En éste sentido, la pérdida de la mutacion 164L frente a la disminucion de la
presion de seleccion de SP por los parasitos resistentes puede ser explicado por
diferentes factores, por ejemplo, para que un fenotipo resistente se difunda y se
establezca en la poblacion los parasitos resistentes deben desarrollar nuevos
mecanismos para compensar los efectos negativos de los cambios que sufren
para crecer en presencia del medicamento, en éste caso, el costo energético de la
mutacion 164L es mas alto debido tal vez a la disminucion en la eficacia de la
enzima y el parasito no es capaz de compensarla (Nzila et al., 2005), asi que ante
la disminucion de la presion del medicamento lo mas probable es que
desaparezca esta mutacion.

Se piensa que una forma de disminuir la seleccibn de esta mutacién y su
dispersiéon seria el uso de antifolatos efectivos en combinacion con otros
antimaléricos cuyo blanco no sea la via de los folatos (Nzila, Ochong, et al., 2005),
aungue en Colombia desde el 2007 la politica de medicamentos cambi6é de SP a
ATM-LUM (Coartem®) en la region Amazonica (Carmona, 2007; Ochoa & Osorio,
2007), lo cual en conjunto con el cambio por derivados de ACTs en paises vecinos
como se mencion0 anteriormente (Perl (Neyra, et al., 2003; Ruebush, et al.,
2004), Bolivia (RAVREDA, 2003) y Brasil (Alecrim, et al., 2000; Alecrim, et al.,
2006)) pudo disminuir la presion de seleccion en el tiempo haciendo que se
perdiera esta mutacién, de modo que se puede decir que el cambio de politica fue
acertado en la Amazonia aunque no en las otras regiones del pais como la costa
Pacifica que mostré6 una baja resistencia a SP y donde se ha visto que éste
todavia tiene una alta eficacia (Gonzalez, et al., 2003; Méndez, et al., 2002).
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Este cambio también ha sido considerado por otros autores como una decision
que no favorece al pais (Carmona, 2007), ya que a pesar del problema de salud
publica que representa la malaria no existen nuevos antimalaricos en desarrollo y
aunque los ACTs tienen un enorme potencial necesitan ser utilizados
adecuadamente para retrasar la aparicion de resistencia a los mismos (Ranford-
Cartwright, 2004).

Otras medidas de control podrian ser el reconocimiento y prevencion de las
condiciones que promueven el desarrollo de la resistencia y que se encuentran
ampliamente en Latinoamérica, como son: venta ilegal de antimalaricos,
automedicacion frecuente, escasa documentacion sobre los resultados de
ensayos clinicos para nuevos antimaléricos y poca vigilancia y reporte de los
patrones de resistencia a estos medicamentos como SP (Schmider, et al., 2003).

6.4. FLUJO GENETICO EN LAS ZONAS FRONTERIZAS

Los departamentos de Narifio, Amazonas y Meta limitan con paises donde
también existe resistencia a SP, lo cual puede influenciar la frecuencia de las
mutaciones puntuales en dhfr y dhps en éstas regiones debido al intercambio
genético que pueda existir entre ellas.

Los resultados obtenidos para la Orinoquia son similares a los de otros estudios
realizados en Venezuela en el estado de Bolivar por autores como Urdaneta, et
al., 1999, quien trabaj6é con muestras de 1995 detectando la presencia del doble
mutante (108N/51l) en el 96% de las muestras, la mutacién 437G en el 100% y
581G en el 96%, concluyendo que la alta frecuencia del cuadruple mutante (96%)
sugeria que el efecto acumulativo de mutaciones en los genes dhfr y dhps seria el
responsable de la resistencia a SP en dicha area.

Asi mismo, los resultados concuerdan con los obtenidos por Contreras, et al.,
2002 con muestras de Bolivar de los afios 1998 y 2000 donde las mutaciones
108N, 511 y 437G también se presentaron en todas las muestras evaluadas
seguido por el cuadruple (90%) y quintuple mutante (67%), las mutaciones 59R vy
164L tampoco se reportaron. lgualmente, McCollum, et al., 2007 reporté las
mismas mutaciones en muestras de Bolivar del 2003 y 2004.

Para las muestras del Amazonas, la presencia de 108N en todas las muestras de
éste departamento de las cuales algunas presentaron solo dicha mutacién (30%),
asi como de los dobles mutantes (3,3%), triples mutantes 108N/511/437G (10%) y
quintuples mutantes 108N/511/164L/437G/581G (3,3%) y
108N/511/437G/581G/540E (53,3%) puede estar influenciada por su ubicacion en
una zona fronteriza con otras regiones de alta resistencia a SP. Tal es el caso del
Brasil, donde se reportd el primer caso de resistencia a SP en 1972 y hoy en dia
éste medicamento no es recomendado en ninguna region de dicho pais
(Vasconcelos, et al., 2000).
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Estudios de resistencia a SP en el Brasil en las regiones de Apiacas y Peixoto de
Azevedo han reportado las mutaciones 108N, 51| para el gen dhfr y 437G, 540E y
581G para el gen dhps, aunque en Apiacas el 40% de las muestras presento la
mutacion 164L debido a la introduccién al Brasil de poblaciones de parasitos con
esta mutacion o por la seleccion de los mismos como resultado del uso previo de
la Pirimetamina, de modo que no se ha recomendado la reintroduccion de SP al
Brasil mas aun teniendo en cuenta la alta resistencia in vivo en muestras del
Amazonas peruviano con patrones mutacionales similares (Vasconcelos, et al.,
2000). Esto también podria decirse para el Amazonas colombiano debido a la
situacion de resistencia en los paises vecinos, el alto porcentaje de falla
terapéutica y las mutaciones puntuales encontradas que indican una alta
resistencia al medicamento en la region.

Por otro lado, estudios realizados en el Peru entre 1991 y 1998 en la Hoya
Amazonica y la parte norte de la costa Pacifica mostraron altos niveles de
resistencia a CQ y SP en la Hoya Amazonica y a CQ pero no a SP en la costa
Pacifica (Ruebush, et al., 2004), similar a los resultados obtenidos en la costa
Pacifica colombiana donde la resistencia a SP no es alta mientras que si lo es en
la regibn Amazonica. Sin embargo, en un estudio llevado a cabo en la region
noroeste del Amazonas Peruviano en Ullpayacu y Pampa Hermoza/Alianza (mas
cercanos al Ecuador que a Colombia, el 92.3% de los pacientes tratados con SP
tuvieron una respuesta clinica y parasitolégica adecuada (ACPR) mientras que la
Gnica mutacion encontrada fue 108N ya que las posiciones N51, C59 e 1164 del
gen dhfr fueron silvestres, en el gen dhps no se encontré ninguna mutacion
(Durand, et al., 2007). Esto es similar a lo encontrado en Narifio donde la
frecuencia mas alta del gen dhfr la tiene el alelo silvestre (63%) seguido de los
mutantes 108N (30%), aunque también se encontré6 la mutacion 511 (7%)
sugiriendo que pudo haber intercambio genético con otras poblaciones de
parasitos introduciendo dicha mutaciébn a la Costa Pacifica a causa de los
movimientos de las poblaciones de parasitos que podrian desempefiar un papel
importante en la diseminacion de parasitos resistentes (Durand, et al., 2007),
aunque queda claro que existen regiones en el pais asi como en los paises
vecinos donde P. falciparum sigue siendo sensible a SP.

Como se ha podido apreciar en el tiempo, desde que la resistencia de P.
falciparum a SP se reportd por primera vez en la Hoya Amazénica en 1960 se ha
ido difundiendo ampliamente hasta alcanzar una amplia distribucion, dando como
resultado que la mayoria de paises que conforman éste territorio, incluyendo a
Colombia, hayan cambiado sus politicas de tratamiento para la malaria en afos
recientes a la terapia combinada con derivados de artemisinina (ACTs) (Durand, et
al., 2007).
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CONCLUSIONES

El almacenamiento de las muestras en un sitio seco, con silica gel y revisandolas
periddicamente es importante ya que la presencia de hongos y residuos de silica
afecta la extraccion y posterior analisis de las muestras a evaluar, igualmente, se
debe tener en cuenta el tipo de papel filtro utilizado para conservar las muestras
ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio es mejor utilizar
Whatman No. 3 que ISOCODE Sticks®.

El diferente grado de resistencia en la costa Pacifica sur (donde se encontraron
las mutaciones 108N en el 30% de las muestras, 108N/51l en el 7% y 100%
silvestres para SNPs en el gen dhps) y norte (7% de las muestras mutantes para
108N y 93% mutantes 108N/51I para el gen dhfr y 68% de las muestras con la
mutacion 437G) sugiere la presencia de barreras fisicas o sociales que dificultan el
flujo de parasitos mutantes en esta zona, ademas, la zona norte podria estar
influenciada por la resistencia reportada en el Uraba antioquefio, mientras que en
el sur la resistencia a SP no es alta y por tanto este medicamento podria seguir
siendo Util como terapia.

Teniendo en cuenta la presencia de diferentes combinaciones de las mutaciones
(511, 108N, 164L en el gen dhfr y 437G, K540, 581G en el gen dhps) encontradas
principalmente en la Amazonia colombiana, seguida de la Orinoquia y la costa
Pacifica norte, sugieren que el uso del antimalarico SP en éstas regiones no es
recomendable.

La mutacién 164L encontrada en el Amazonas, implica un alto costo energético
que afecta la eficacia de la enzima y disminuye el fithess del parasito, por tanto, al
disminuir la presion de seleccién por los parasitos mutantes debido al cambio de
tratamiento de SP por derivados de la artemisinina (ACTs), la frecuencia de los
parasitos sensibles puede aumentar.

La ausencia de las mutaciones 59R y 613S/T sugiere que éstas aun no se han
originado en Colombia y que tampoco han sido introducidas por viajeros que las
porten.

Estos resultados contribuyen al entendimiento de la dispersion de los parasitos
resistentes en Colombia y podrian ser utiles para la vigilancia y el control de la
resistencia de parasitos a los antimalaricos.

Aproximaciones metodolégicas similares al presente estudio, utilizando
marcadores moleculares para antimalaricos de los esquemas de tratamiento
actuales (ACTs) en zonas endémicas para malaria en Colombia y principalmente
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en fronteras con paises amazoénicos, favorecerian la farmaco vigilancia a estos
tratamientos y detectarian de forma temprana focos de posible resistencia.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La cantidad de ADN de algunas muestras asi como la contaminacién de algunas
de ellas con hongos y/o con silica gel impidi6 obtener los resultados esperados
con la extraccion por medio de Chelex-Saponina y posteriormente con la técnica
de PCR-RFLPs, por esto con las muestras con las que todavia se contaba con
papel filtro y que no habian amplificado para varias posiciones de las evaluadas en
los dos genes dhfr y dhps, se realizé una nueva extraccion haciendo uso del kit de
extraccion de ADN de Qiagen ® que fue Gtil para mejorar los resultados.

Habria sido interesante contar con datos de resultados de estudios in vivo en la
Orinoquia para compararlos con los resultados obtenidos de los marcadores
moleculares, pero no se cuenta con ellos debido al dificil acceso a esta zona y a
que no es una region de alta transmisién de malaria.

En un principio se plante6 estudiar el Putumayo debido a su importancia como un
corredor estratégico de migracidon de personas, lastimosamente esto no fue
posible debido a dificultades en la comunicacion con el contacto en dicha region
pero sobretodo a problemas de logistica y seguridad debido a los problemas de
orden publico en esta regién, esto podria haber permitido un mayor acercamiento
al entendimiento del flujo genético de parasitos resistentes entre la Hoya
Amazonica y la costa Pacifica colombiana.
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PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente estudio es importante
tener en cuenta la importancia del monitoreo continuo del surgimiento y
diseminacién de la resistencia a SP y a otros antimalaricos en el pais, ya que esto
influye en la politica de medicamentos a utilizar para el tratamiento de la malaria.
Para esto se propone:

1. Realizar el analisis de éstas poblaciones de P. falciparum con microsatélites.
Analizar con las mismas muestras de éste estudio los microsatélites flanqueantes
de estos genes para dilucidar su origen y posteriormente entender de una mejor
manera la evolucion de éstas mutaciones en el tiempo y cédmo han influenciado la
resistencia en el pais, ademas al identificar las zonas de mayor riesgo se podrian
tomar medidas preventivas para evitar de alguna manera que exista flujo genético
entre esos parasitos con poblaciones de menor riesgo teniendo en cuenta las
rutas migratorias que existan entre ellas. Esta fase se esta llevando a cabo en
Londres tomando como base los resultados obtenidos en el presente proyecto, por
parte de Claribel Murillo MSc (Coordinadora del Grupo Malaria CIDEIM) y Vladimir
Corredor PhD (Universidad Nacional de Colombia).

2. Estudiar la resistencia de P. vivax a SP. En Colombia més del 60% de los casos
son causados por P. vivax y en la actualidad se ha reportado la resistencia a éste
antimalarico en varios paises, de modo que seria interesante conocer el grado de
resistencia de P. vivax en la actualidad y de ser necesario tomar medidas de
control de su diseminacion en el pais.

3. Estudiar mutaciones en genes asociados con resistencia a los ACTs (derivados
de la artemisinina). La resistencia a los derivados de artemisinina ya se ha
evidenciado en algunos paises que los han venido utilizando como la Guyana
Francesa y se ha determinado que la mutacion responsable de la resistencia a
artemisinina es el gen que codifica para la enzima SERCA Pf6ATPasa. La relativa
cercania con éste pais asi como el conocimiento del surgimiento de la resistencia
a estos antimaléricos es preocupante y hace necesaria la vigilancia en cuanto a la
eventual aparicion de parasitos resistentes a éste antimalarico para hacer un
seguimiento a la resistencia antes de que ésta se incremente y se manifieste como
falla terapéutica o para pensar en su uso en combinacion con otros antimalaricos,
con el fin de evitar que el pais se quede sin muchas opciones de tratamiento para
la enfermedad en caso de ser comprobada la resistencia a ACTs en Colombia.
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ANEXOS

Anexo A. Tabla del codigo genético

22 base

T

C

A

G

1a
base

TTT Fenilalanina (F)
TTC Fenilalanina (F)

TTA Leucina (L)
TTG Leucina (L)

TCT Serina (S)
TCC Serina (S)
TCA Serina (S)
TCG Serina (S)

TAT Tirosina (Y)
TAC Tirosina (Y)
TAA Terminacion
TAG Terminacién

TGT Cisteina (C)
TGC Cisteina (C)
TGA Terminacién

TGG Triptéfano (W)

CTT Leucina (L)
CTC Leucina (L)
CTA Leucina (L)
CTG Leucina (L)

CCT Prolina (P)
CCC Prolina (P)
CCA Prolina (P)
CCG Prolina (P)

CAT Histidina (H)
CAC Histidina (H)
CAA Glutamina (Q)
CAG Glutamina (Q)

CGT Arginina (R)
CGC Arginina (R)
CGA Arginina (R)
CGG Arginina (R)

ATT Isoleucina (I)
ATC lIsoleucina (1)
ATA Isoleucina (1)
ATG Metionina (M)

ACT Treonina (T)
ACC Treonina (T)
ACA Treonina (T)
ACG Treonina (T)

AAT Asparagina (N)
AAC Asparagina (N)
AAA Lisina (K)
AAG Lisina (K)

AGT Serina (S)
AGC Serina (S)
AGA Arginina (R)
AGG Arginina (R)

GTT Valina (V)
GTC Valina (V)
GTA Valina (V)
GTG Valina (V)

GCT Alanina (A)
GCC Alanina (A)
GCA Alanina (A)
GCG Alanina (A)

GAT Acido aspéartico (D)
GAC Acido aspartico (D)
GAA Acido glutamico (E)
GAG Acido glutamico (E)

GGT Gilicina (G)
GGC Glicina (G)
GGA Glicina (G)
GGG Glicina (G)
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Anexo B. Flujograma para la extraccion de ADN

Limpieza ente muestra y muestra con: |
1ml PBS +

1. Hipoclorito de Sodio 2%

. 0 o
2. Alcohol al 95% 100ul Saponina l%ogslncubar A4°C
3. Agua destilada

) L4 1gSaponina >10m H20 = 1%
X

‘—’l Centrifugar a 10000rpm x 5min |

y
4——-| Descartar el sobrenadante |

. . \O\/ ' Vortex durante la incubacion
. '__, ' [—> porlomenos 2 veces = cada
— i 40min
4 1.5ml
Muestra de Toalla absorbente Lavar con 1ml PBS* hasta que
sangre con P. el sobrenadante salga claro
falciparum

y
| Incubar a 56°C x 15min |<—| Vortex |<—| Agregar 100p! Chelex 20% |—| 2.5g Chelex - 50m| DH20 |

<

- Colocar a 100°C x Vortex 3 — cada 3.3mi
Vortex i‘"lOmin en bloque térmico || Vortex 3 veces = cada 3,3min

|—D| Centrifugar a 12000rpm x 3min |

A 4

| Refrigerar a -20°C |<—| Transferirlo a un tubo de 0.5ml |<—

Recuperar el sobrenadante Sin Chelex
* Se obtienen ~ 70ul con ADNg

Posteriormente:

Muestras PCR Enzimas de Analisis de
de DNA Anidada —> Restriccion ~* Resultados
genémico
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Anexo C. Reactivos utilizados en la técnica PCR — RFLP

Nombre comercial Casa comercial NL’Jm,ero de Concentracion Almacenamiento
catalogo Temperatura
Agua estéril para | Cicloproceso Reg. Bolsita de 5 | ambiente
inyecciones USP M004905-R1 mL
Enzima Alu | N.E.B RO573L. 5000 U/mL -20°C
Enzima Bsr Gl N.E.B RO575L 5000 U/mL -20°C
Enzima Tai | N.E.B ER1142. 1000 U/mL -20°C
Enzima Mwo | N.E.B RO573L 1250 U/mL -20°C
Enzima Psi | N.E.B V0279L 5000 U/mL -20°C
Enzima Ava I N.E.B R0O153L 10000 U/ml -20°C
Enzima MapAll N.E.B RO577L 2500 U/ml -20°C
Enzima Fok | N.E.B RO109L 5000 U/ml -20°C
1KB plus ADN ladder Invitrogen 10787-018 250 pg 1ug/ul |- 20 °C
Primer FR100A IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR100B IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR108-D IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR164-D3 IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR519-A IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR519-B IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR-51D IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer FR-59-D IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer AMP1 IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer SP1 IDT, Inc. 100uM -20°C
Primer PS400-A IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS400-B IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS400-D1 IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS400-D2 IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS500-A IDT, Inc. 100pM. -20°C
Primer PS500-B IDT, Inc. 100pM. -20°C
Primer PS500-D1 IDT, Inc. 100pM. -20°C
Primer PS500-D2 IDT, Inc. 100pM. -20°C
Primer PS613-A IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS613-B IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS613-D1 IDT, Inc. 100uM. -20°C
Primer PS613-D2 IDT, Inc. 100pM. -20°C
100 mM dNTPs set PCR | Invitrogen 10297-018 100mM -20°C
Tag DNA polymerasa Invitrogen 10342-020 500U 5U/ pL -20°C
Agarosa ultrapura Invitrogen 10975-035 T° ambiente
15510-027
Saponina SIGMA S-2149 T° ambiente
Sucrosa SIGMA S-9378
Bromuro de etidio SIGMA E-1510 T° ambiente
Buffer de carga (Loading GIBCO 10816-015 -20°C
Buffer)
RNAsa Amway Molecular 7002 T° ambiente

BioProducts
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Anexo D. Flujograma para la realizacion de la PCR anidada

[ bR ANDADA |
PCR ANIDADA
A A
LIMPIEZA DEL LABORATORIO PRIMERA PCR SEGUNDA PCR
¥
Limpiar el meson y materiales de | Hacer el Mastermix (16p) | | Hacer el Mastermix (21pl) |
trabajo de la Zona 1*y Zona 2** J ‘
Hipoclorito de Sodio 2% DH20 Buffer 10X MgCI2 50mM DH20 Buffer 10X MgCI2 50mM
Alcohol 70% 1179l 2l 14l 16.4 pl 225l 1.25 yl
RNAsa Away Mezcla dNTPs Primer Reverse Mezcla dNTPs Primer Reverse
* Bata de laboratorio de la Zona 1 100mM 100uM 100mM 100uM
** Bata de laboratorio de la Zona 2 0.16 pl 0.2 0.1 0.25 1l
¥
Primer Forward Taq polimerasa Primer Forward Taq polimerasa
| Someter aluz WV | 100uM 600U 00pM 600U
0.2l 0.25 pl 0.25pl 0.25
Zona 1= 15min Zona 2= 30min | |
| Adicionar Taq polimerasa al final y mantenerla siempre a -20°C. Sacarla en cooler de la nevera |
A A Y

ZONA 1 | Vortex al reactivo antes de adicionarlo (excepto Taq polimerasa) y al mastermix después de adicionar cada reactivo |

ZONA 2 | Dejar un control de reaccion que no se abre en la Zona 2. |
Y A

| Adicionar la muestra de DNA extraido en la Zona 2 UNCAMENTE |

« -
PREFIL TERMICO: PCRL: PCR2:
-Codones 108y 164 de dhfr = ASRA 2B -4 l de muestra de DNA de papel filto -1 pl de muestra del DNA amplificado en la
Demas codones = ASRA 2A -1 pl de muestra de Di\lA del cultivo PCR1 I
I | Dejar un control negativo (C-) =4 ul DH20 + 16 ul Mastermix |
I Depositar los tubos (controles y muestras) en el termociclador x 3h |
v
ELECTROFORESIS <:|Dﬂ | Elaborar el mapa de corrido de las muestras |
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Anexo E. Secuencias de los primers utilizados para la genotipificacion y andlisis de

los genes dhfr y dhps
dhfr [ PCR [ PRIMER SECUENCIA Banda
51 1 | FR519-A | 5- GCGCGCTAATAACTACACATTTA -3’ 147 pb
y 59 FR519-B | 5'- CCCGGGCTCTTATATTTCAATTT -3’
2 FR51-D | 5-CTAGGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGGA -3’ 113 pb
FR59-D | 5- ATTTTTTCATATTTTGATTCATTCACATATGTTGTAACTGTAC -3’
108y | 1 | FR100-A | 5- GGGGGGCAGTTACAACATATGTGA -3’ 414 pb
164 FR100-B | 5- GGGGGCACATTCATATGTACTATTT -3’
2 | FR108-D | 5- CTAATTCTAAAAAATTACAAAATGT -3’ 256 pb
FR164-D3 | 5-TTTCTTTTCTAAAAATTCTTGATAAACAACGGAACCTCTTA -3’
Dhps [ PCR | PRIMER SECUENCIA Banda
437 1 | PS400-A | 5-GGGGTATTAAATGTTAATTAATTATGATTCT -3’ 249 pb
PS400-B | 5- GGGGTCACATTTAACAATTTTATT -3’
2 | PS400-D1 | 5- TGTTCAAAGAATGTTTGAAATGA -3’ 148 pb
PS400-D2 | 5- CCATTCTTTTTGAAATAATTGTAAT -3’
540 y | 1 | PS500-A | 5- GGGCCCAAACAAATTCTATAGTG -3’ 256 pb
581 PS500-B | 5- GGCCGGTGGATACTCATCATATA -3’
2 | PS500-D1 | 5- GCGCGCGTTCTAATGCATAAAAGAGG -3’ 201 pb
PS500-D2 | 5- CCCGGGTAAGAGTTTAATAGATTGATCAGCTTTCTTC -3’
613 1 | PS613-A | 5- GGGGAAGAAACATGATCAATCTAT -3’
PS613-B | 5-GGGGACCTGAAAAGAAATACATAA -3’
2 | PS613-D1 | 5-AGTATCCACTTTTTATTGGATATTCAA GAAAAAGAATTAGT-3" | 254 pb
PS613-D2 | 5-ACTTTTGTATACTCATTTGAATTTT-3'
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Anexo F. Preparacion de las soluciones de trabajo de nucledtidos trifosfato (ANTPS)
y de los primers

e Solucion de Primers

Comercialmente los primers se presentan en polvo (liofilizados), asi que hay que
resuspenderlos para su uso. Por lo tanto, se preparara una solucion de trabajo de
cada primer que se va a usar, adicionando el volumen de agua destilada indicado
por el proveedor para obtener una concentracion de 100 uM. Los célculos se
realizaran por medio del programa IDT SciTools - Resuspension Calculator,
disponible gratuitamente en Internet en la direccion
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/resuspensioncalc/

e Solucion de dNTPs

Los nucledtidos (Adenina, Citosina, Guanina, y Timina) vienen comercialmente en
presentaciones individuales cada uno a una concentracién de 100 mM. De manera
que en la zona 1 de biologia molecular se preparara una solucién de trabajo
mezclando 50 uL de cada uno de los nucle6tidos en un eppendorf de 0.5 mL
rotuldndolo como dNTPs. Esta solucién queda a 100 mM (C1), de la cual se
adicionaran 0,16 uL a cada mezcla de reaccién de PCR cuyo volumen final es
20uL (V2) para que los dNTPs queden a una concentracion final de 0,8 mM (C2).
El volumen de la mezcla de trabajo de dNTPs se calcul6 de la siguiente forma:

ClxV1l =C2 xV2
100 MM x X =0,8mM x 20 pL
X =0,8mMx20puL
100 mM
X =016 uL
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Anexo G. Cepas control de P. falciparum con su respectivo polimorfismo de
aminoacidos en dhfr y dhps

Aminoacidos en dhfr
CEPAS | 16 |51 | 59 | 108 | 164
AN | N/l | C/R | SIN-T | I/L

HB3 A |N| C N I
3D7 A |N| C S I
V1/S A | R N L
W2 A I R N I
Dd2 A | C N |
TU3107* | - - - S I
TP1519* | - - - N L
TP1491* | - | - N L

Los amino&cidos en negrita corresponden a los alelos mutantes.
* Muestras tomadas a pacientes de Tarapaca empleadas en el estudio
previo realizado por Echeverry, et al. (en publicacion).

Aminoécidos en dhps
CEPAS | 436 | 437 540|581 | 613
S/F-A K/E AIS-T

HB3 S
3D7 S
V1/S F
F
F

W2
Dd2
TP1491*
TP1519* -
TP1518* -
TP1517* -
TP808* -

o|o|o|o|oooo>|>S
AlIMMMm|RX|Xx|AN|ANIAN
0|o|o|o|o>>>|>|>S
>33 |5 > | 0|n]|-|>|>

Los aminoacidos en negrita corresponden a los alelos mutantes.
* Muestras tomadas a pacientes de Tarapaca empleadas en el estudio
previo realizado por Echeverry, et al. (en publicacion).
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Anexo H. Flujograma para la electroforesis

Y

Elaborar el gel de agarosa

\

2g Agarosa + 100ml Buffer TBE 0.5X +
8ul Bromuro de Etidio 2 2%

1g Agarosa + 100ml Buffer TBE 0.5 X +
8ul Bromuro de Etidio > 1%

y

ELECTROFORESIS

/ Hacer el montaje y graduar la burbuja en el centro

|

A\
Poner el peine y dejar secar 30 — 40min

L]

Colocar el gel en la cdmara de electroforesis (de —a +)

Si TBE esta a 5X prepararlo al 0.5X: 1
900ml H20 uttrapura + 100ml de Buffer TBE 5X Inundar la cAmara con Buffer TRE 05X | S€ PUede Usar el viejo
USAR BUFFER TBE 5X NUEVO I (solo 2 veces) 0 nuevo
Poner las muestras envlos respectivos pozos
| | +1 gota buffer de
Calentar la mezcla en el horno x 1min 30seg Enel primer pozo En los otros pozos van carga tomada
ubicar el MPM (5ul) las muestras de DNA | | d|§puesta
| previamente en
papel PARAFILM

Conectar la cdmara y dejarla 30min a 90 voltios 6 45min
a 80 voltios

y

Retirar el gel e introducirlo en el GelDoc
'

v

Tomar las fotos de la corrida y descartarlo en bolsa roja

¥

Vaciar el TBE 0.5X usado (viejo) en el recipiente para Tx con carbon activado y el nuevo en el frasco marcado TBEQ.5X usado

v

Limpiar el mesdn y lavar el material utilizado

¥
Botar los guantes en la bolsa roja

L]

Quitarse la bata y lavarse las manos con abundante agua y jabon
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Anexo |. Flujograma para la evaluacion de los genes dhfr y dhps de P. falciparum
mediante PCR — RFLPs

dhfr
codon 16 codones 50,51 y 59 codones 108 y 164
PCR  primers AMP-1+FR519-8 FR519-A +FR519-B FR100A + FR100B
T producto 2f:fpb / 14?pb\ H4ph
codon 16 codon 50 codones 51y 59 codon 108 y coddn 164

PCR  primers  SP1+FR59-D  FR513-A+FR59-D  FRS1-D+FR59-D  FR108-D +FR164-D3

2 producto 22ﬁpb 12ﬁpb / 113pb \' / 254pb\|
1

coddn 16 Coddn 50 codon51  codin59  codon 108  coddn 164
RFLP  enzima MWO | TAI ECORI  BSRGI ALUI PSI |
producto 174 y 46 pb 58y 70 pb JoyT78pb 43y6Gopb 46y210pb 42y 214
Corta Sivestre  Silvestre  Silvestre  Silvestre
dhps
codones 436 y 437 codones 540 y 581 codon 613
PCR  primers  PS400-A + PS400-B PS500-A + PS500-B PS613-A + PS613-B
1 producto 249pb 296pb 384pb
codones 436 y 437 codones 540 y 561 codon 613

PCR  primers PS400-D1+PS400-D2 PS500-D1 + PS500-D2  PS613-D1 + PS613-D2

2
producto / 148pb \ / 201pb \ 25ipb

codon 436 codon 437 codon 940 coddn D81 codon 613
RFLP  enzima MAPA1| AVA FOKI MWOI RSA |
producto 69y 79pb 69y 79pb 56y 145pb 36y 154pb 42y 212pb
Corta Mutante Mutante Silvestre Mutante
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Anexo J. Enzimas de restriccion utilizadas y sus caracteristicas

Enzima | Secuencia que TenC°de | TenCCde |Volumen

corta reaccion inactivacion (uL)

Alu | AGCT 37 40U a 60 x 500
TCGr GA 20 min

Mwo | GCnnnnnThnGC 60 No requiere 250
CGnndNnNNNnCG

Psi | TTAlTAA 37 65 x 20 min 100
AATy ATT

Rsa | GT|AC 37 65 x 20 min 500
CAlTG

BsrG | TIGTACA 37 80 x 20 min 500
ACATG 1T

Ava Il GlGwCC * 37 40U a 65 x 1000
CCWGTG 20 min

EcoR | GYAATTC 37 250U a 65 x 250
CTTAATG 20 min

Fok | GGATG (n9) ¢ 37 5U a 65 x 20 1250
CCTAC (n13) min

Anexo K. Preparacion de los reactivos para electroforesis

e Buffer de carga. Se preparo utilizando:

- 25mg de bromofenol (0,25%).
- 49 de sucrosa (40%).
- 10mL de agua destilada.

Estos reactivos se colocaron en un beaker de 25mL estéril y se mezclaron con un
agitador, el contenido homogeneizado se trasvaso a um tubo Falcon de 25mL Del
cual se tomaban alicuotas en un tubo eppendorf de 1,5mL para su uso en el
laboratorio de electroforesis.

e Bromuro de etidio. Se adicioné 1mL de agua ultrapura al frasco de bromuro de
etidio (nuevo) de modo que se obtiene una solucion diluida a una concentracion de
1g/mL que era conservada a temperatura ambiente en el laboratorio de biologia
molecular, en adelante a partir de ésta se preparaba un stock diferente para
trabajar a una concentracién de 10mg/mL, como se muestra a continuacion:

- Se tomaron 0,1mL de la solucién de 1g/mL y se adicionaron 9,9mL de agua
ultrapura. Esta solucién se mantuvo protegida de La luz Del sol y se almaceno a
temperatura ambiente en el laboratorio de electroforesis.
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Anexo L. Extraccion con kit de Qiagen®

e A cada tubo eppendorf de 1,5mL con la muestra se le adicionaron 180uL de
buffer ATL y 20uL de Proteinasa K utilizando puntas con filtro (una para cada tubo)
y se realiz6 vortex durante 10 segundos a cada tubo.

e Posteriormente se calentaron en el bloque térmico a 56°C por una hora,
haciendo vértex de cada muestra por 10 segundos cada 10 minutos y se
centrifugd a 3.000rpm durante 1 minuto para remover las gotas de la tapa.

e Se procedi6 a adicionar 200uL de buffer AL y se hizo vortex por 10 segundos a
cada muestra. A las muestras de las que se tenia poco papel para la extraccion se
les afiadio 1uL de carrier RNA (si el carrier no estaba diluido se agregaban 310uL
de buffer AE AL tubo que contenia 310ug del carrier liofilizado).

e Los tubos se incubaron a 70°C haciendo voértex de cada muestra durante 10
segundos cada 3 minutos y una vez cumplido el tiempo se centrifugaron a
3.000rpm por 1 minuto.

e El lisado se transfiri6 a tubos nuevos de 2mL pasandolo a través la columna
suministrada en el kit, para esto se centrifugaron a 8.000rpm por 1 minuto y al
finalizar la columna de cada muestra se ubico en un tubo nuevo de 2mL.

e La tapa de la columna se abrié cuidadosamente para adicionar 500uL de buffer
AW?2 y centrifugar a 8.000rpm por 1 minuto. Nuevamente la columna se introdujo
en tubos nuevos de 2mL y se descarto el sobrenadante.

e Se centrifugd a 14.000rpm por 3 minutos para secar la membrana de la
columna, la cual se transfirié a tubos eppendorf nuevos de 1,5mL. El sobrenadante
se descarto.

e Luego se adicionaron 100uL de agua destilada (6 70uL cuando habia poca
muestra) a la membrana de la columna. Antes de adicionar el agua se calenté un
poco (15 a 20°C).

e Por ultimo se dej6 incubando a temperatura ambiente por 1 minuto y se
centrifugd a 14.000rpm durante 1 minuto, el producto obtenido se almacenoé a -
20°C para su conservacion y uso en el proceso de PCR — RFLP.
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Anexo M. Aprobacién del proyecto por parte del comité de ética de CIDEIM

Certificado de aprobacién 3

Cod: _0513 Enmienda 2

23 CIDEIM

Centro Intemacional de Entrenamiento
e Investigaciones Medicas

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA DE INVESTIGACIONES EN HUMANOS

2. CERTIFICADO DE APROBACION 0513

Proyecto (nombre completo, nimero de versién o enmienda revisada y cédigo .  “Migraciones
internas y la diseminacién de la resistencia a los antimalaricos en Colombia. Cédigo:
0513, Versién: 11- 05-2006, Enmienda n°2.

Sometido por: Beatriz Porras
Fecha en que fue sometido: Mayo 11 de 200.

El CENTRO INTERNACIONAL DE ENTRENAMIENTO E INVESTIGACIONES MEDICAS (CIDEIM), ha
establecido el Comité Institucional de Etica de Investigacién en Humanos (CIEIH), el cual esta regido por
la Resolucién 008430 del 4 de octubre de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; los principios
de la Asamblea Médica Mundial expuestos en su Declaracién de Helsinki de 1964, Ultima revisién en
2000; y el cédigo de regulaciones federales, titulo 45, parte 46, para la proteccién de sujetos humanos,
del departamento de salud y servicios humanos de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos (Junio 18 de 1991).

Este Comité certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

a. (X) Resumen del proyecto b. (X) Protocolo de investigacion del proyecto fuente
de las muestras

c.(X)Protocolo de investigacién del proyecto inicial y con las enmiendas 1y 2

c. (x) Formato de consentimiento informado del proyecto fuente

de las muestras

d. (x) Formato de consentimiento informado del proyecto actual

d. () Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica)

f. ( X) Carta de compromiso del investigador principal para uso de muestras humanas

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes miembros del Comité (nombre

y titulo):
Rafael Falabella MD, dermatdlogo Lida de Aragén, Enfermera, MSc.
José Osorio, Presbitero, Abogado Luis Eduardo Bravo, MD, Patdlogo
Gloria Palma, MD, PhD, Parasitologia Blanca Orozco , Psicéloga

3. EI Comité informa que el presente estudio tiene una Clasificacién Riesgo Minimo segdn las
categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucion N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud.

4. El Comité considera que esta investigacion es pertinente, importante y necesaria para la
blsqueda de soluciones a esta enfermedad humana

5. El Comité considera que las medidas que estan siendo tomadas para proteger la

confidencialidad y el anonimato de los datos de sujetos humanos a los que le fueron y seran
tomadas estas muestras, son adecuadas.
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Certificado de aprobacion 4

Cod: _0513 Enmienda 2

6. Este proyecto serd revisado nuevamente en la proxima reunion plenaria del Comité, sin
embargo, el Comité puede ser convocado a solicitud de algiin miembro del Comité o de las
directivas institucionales para revisar cualquier asunto relacionado con los derechos y demas
aspectos éticos de los sujetos involucrados en este estudio.

7. El Comité informara inmediatamente a las directivas institucionales:
Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
Cualquier suspension o terminacion de la aprobacion por parte del Comité.

oo

8. El Comité informara inmediatamente a las directivas institucionales toda informacion que reciba
acerca de:

a. Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por el
Comité.

9. El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de 1 afio a parfir de la fecha de
aprobacién. Los proyectos de duracién mayor a un afio, deberan ser sometidos nuevamente con
todos los documentos para revision actualizados.

10. El investigador principal debera informar al Comité:
Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto o cualquier otro uso que se vaya a
dar a las muestras. Estos cambios no podran iniciarse sin la revision y aprobacion del Comité

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos en la proteccion de la confidencialidad y
anonimato para los datos de los sujetos u otros.

c. Informar cualquier decisién tomada por otros comités de ética.

d. La terminacién prematura o suspension del proyecto explicando la razon para esto.

e. El investigador principal debera presentar un informe al final del afio de aprobacion. Los
proyectos de duracién mayor a un afo, deberan ser sometidos nuevamente con todos los
documentos para revision actualizados.

El presente certificado se firma en Cali a los 19 dias de mes de Mayo de 2006.

Firma; /4/,/,41,/5/% Fecha: /%A//y A7 ﬂé L.oot

Nombre : José Gilbefto Osorio
Titulo: Pbro. ABogado
Capacidad representativa: Presidente

Comité Institucional de Etica de Investigacién en Humanos (CIEIH)

CIDEIM

o 4

Firma: ww?uu (;Qﬂ " Fecha: / | (1 wh b ()&/ e 00
Nombre : /{\Aaria Consuelo Miranda /
Titulo: Médico
Capacidad representativa: Secretaria

Comité Institucional de Etica de Investigacion en Humanos (CIEIH)

CIDEIM

129



Anexo N. Nomenclatura para calcular el haplotipo para dhfr, dhps y el haplotipo

compuesto
Gen | Posicion Aminoacido Aminoacido mutante | Letra correspondiente
silvestre Silvestre Mutante

dhfr 51 Asparagina (Asn) Isoleucina (lle) N I
59 Cisteina (Cys) Arginina (Arg) C R
108 Serina (Ser) Asparagina (Asn) S N
164 Isoleucina (lle) Leucina (Leu) I L

dhps 437 Alanina (Ala) (}Iicina (Gly) A G
540 Lisina (Lys) Acid glutamico (Glu) L E
581 Alanina (Ala) Glicina (Gly) A G
613 Alanina (Ala) Serina (Ser) A SIT

Treonina (Tre)
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