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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

ALELOS MUTANTES ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A

CLOROQUINAY SULFADOXINA-PIRIMETAMINA EN
Plasmodium falciparum DE LAS FRONTERAS ECUADOR-PERU Y
ECUADOR-COLOMBIA

Nancy Arréspide'?, Gisely Hijar-Guerra'?, Doménica de Mora??, César Eduardo Diaz-Cortéz?®,
Raul Veloz-Perez?°, Sonia Gutierrez'?, César Cabezas-Sanchez'9

RESUMEN

Se evalud la frecuencia de mutaciones en los genes pfCRT y DHFR/DHPS del Plasmodium falciparum asociados a la
resistencia a cloroquina y sulfadoxina-pirimetamina en 83 cepas provenientes de los distritos Esmeralda y Machala ubicados
en las fronteras entre Ecuador-Peru y Ecuador-Colombia durante el afio 2002. Se empled la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) convencional y sus variantes. El gen pfCRT presentd mas de 90% de muestras mutantes en Esmeralda y Machala.
Para el gen DHFR, el 90% de las cepas fueron muestras mutantes en Esmeralda, tres fueron mutaciones dobles y una
triple; en Machala se encontrd 25% de formas mutantes simples y 75% de formas mixtas (formas silvestres/mutantes). En
conclusion, la resistencia a cloroquina se ha fijado en las cepas portadoras de la mutacion K76T pfCRT, mientras que la
impronta genética a la resistencia a pirimetamina esta en evolucion, principalmente en el distrito de Esmeralda.

Palabras clave: Plasmodium falciparum; Resistencia bacteriana a farmacos; Cloroquina; Sulfadoxina; Pirimetamina
(fuente: DeCS BIREME)

MUTANT ALLELES ASSOCIATED TO CHLOROQUINE AND

SULFADOXINE-PYRIMETHANIME RESISTANCE IN Plasmodium falciparum

OF THE ECUADOR-PERU AND ECUADOR-COLOMBIA BORDERS

ABSTRACT

The frequency of mutations in pfCRT and DHFR/DHPS genes of Plasmodium falciparum associated with resistance to
chloroquine and sulfadoxine-pyrimethamine was evaluated in 83 strains from the districts of Esmeralda and Machala, located
on the borders of Ecuador-Peru and Ecuador-Colombia in 2002. Polymerase chain reaction (PCR), conventional and its
variants, was used. Mutations in the pfCRT gene were found in more than 90% of the samples from Esmeralda and Machala.
For the DHFR gene, 90% of the strains were mutant samples from Esmeralda, 3 were double mutations and 1 was a triple
mutation. In Machala, 25% were simple mutant forms and 75% mixed mutant forms (wild forms/mutant). In conclusion,
resistance to chloroquine has been fixed in strains carrying K76T pfCRT mutation, whereas genetic imprinting for resistance to
pyrimethamine is evolving, particularly in the district of Esmeralda.

Key words: Plasmodium falciparum; Drug resistance, bacterial; Chloroquine; Sulfadoxine; Pyrimethamine (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad endémica en muchos
paises tropicales, con formas graves producidas por
Plasmodium falciparum M. Actualmente, varios de esos
paises han reducido en mas del 75% el nimero de casos,
comparados con el afio 2000 2. Ello podria deberse

a que los esquemas actuales de tratamiento estan
teniendo éxito en el control de esta enfermedad. Sin
embargo, existe evidencia que indica que la resistencia
antimicrobiana pronto podria incluir farmacos de dicho
esquema, como ha sucedido anteriormente ©4. Por
ejemplo, en Ecuador la primera linea de tratamiento fue
por mucho tiempo la cloroquina. Sin embargo, en 1997

! Centro Nacional de Salud Publica. Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.

2 Sistema Nacional de Control de Enfermedades Transmitidas por Vectores Artropodos. Quito, Ecuador.
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hubo un incremento de casos de malaria, con una mayor
proporcion de P. falciparum desde menos del 20 al 60%
de todas las infecciones ©. Si bien la resistencia in vivo
a cloroquina por P. falciparum estaba descrita desde
1950, pues aparecié simultaneamente en Sudamérica
y Asia ©; asi como, desde 1980 se habia descrito la
resistencia a pirimetamina-sulfadoxina, que se originé
en Tailandia y Camboya, para propagarse luego al
sudeste de Asia y Sudamérica ?. La reemergencia
de la malaria en Ecuador podria haberse debido a la
suspension de actividades del programa de control de
malaria en dicho pais ©9,

Cuando una poblacion parasitaria presenta una carga
genética de resistencia, este caracter puede dispersar a
otras poblaciones parasitarias a través del vector, de ahi
la importancia del estudio entre frontera de Ecuador con
nuestro pais y el de Colombia. Los estudios de vigilancia
epidemioldgica incluyen, ademas de los ensayos
clinicos, aspectos relacionados con las modificaciones
genéticas que nos permitan identificar especificamente
cepas resistentes @

La vigilancia molecular tiene como objetivo evaluar el com-
portamiento génico de las cepas de P. falciparum que, final-
mente, se podian traducir en un seguimiento de las resis-
tencias constitutivas, expresadas como un mayor nimero
de mutaciones en los alelos evaluados ("°'; asi como
una vigilancia coordinada con resistencias presentes
en otros paises con asociacion de los genes evaluados,
y con ello poder tener mayor cuidado al momento de
realizar las recomendaciones sobre los nuevos esque-
mas terapéuticos. El objetivo del estudio fue identificar
la frecuencia de mutaciones genéticas asociados a la
resistencia de cloroquina y sulfadoxina-pirimetamina en
la frontera del Ecuador, colindante con Pert y Colombia.

EL ESTUDIO

Se realizé la evaluaciéon genética empleando muestras
hematicas contenidas en papel filtro parasitadas con P.
falciparum, recolectadas para el estudio de “Evaluacion
de eficacia in vivo para evaluacion de resistencia mole-
cular a sulfadoxina-pirimetamina” realizado el afio 2002
en Ecuador como parte de la Red Amazénica de Vigilan-
cia de la Resistencia a los Antimalaricos (2. El estudio
se desarrollé en las provincias de Machala y Esmeralda,
poblaciones endémicas para malaria; Esmeralda esta
ubicada hacia la frontera con Colombia y Machala en
la provincia del Oro que colinda con Perl, ambas per-
tenecen a la zona pacifica de Ecuador (Figura 1). (Es-
meraldas, latitud=79°39'14"W, longitud= 79°58'00"W,
provincia Esmeraldas; y Machala, latitud= 03°16'00S,
longitud=79°58'00"W provincia El Oro).

COLOMBIA

o)

ESMERALDA

ECUADOR

MACHALA @“

Figura 1. Ubicacién de las ciudades de Esmeralda (frontera
Ecuador-Colombia) y Machala (frontera Ecuador-Peru)

Las muestras hematicas provienen de pacientes
de 2 o mas afos de edad que presentaron malaria
no complicada con una parasitemia en el rango de
5000 formas asexuales/pL de sangre, y que fueron
seleccionados en forma aleatoria para cada farmaco
asignado. Antes de iniciar el tratamiento, a los pacientes
se les tom6 una muestra de sangre que se recolecté en
papel filtro (Whatman 3 mm de grado cromatografico). En
las que se impregno sangre parasitada de los pacientes
malaricos en volumen aproximado de 10 uL por punta,
impregnando cuatro puntas por filtro. Los detalles sobre
el protocolo se difundieron previamente (3.

La extraccion de ADN fue realizada a partir de papel fil-
tro impregnado con la sangre del paciente, empleando
el kit comercial de extraccion QlAamp DNA Blood mini
kit de (QIAGEN™).

ANALISIS DE MUTACIONES GENETICASASOCIADAS
A RESISTENCIA

Gen pf CRT K76T (cloroquina). Se determiné la muta-
cién K76T por analisis de polimorfismo en longitud de
fragmentos de restriccion RFLP, usando la endonuclea-
sa APO1 luego de un Nested-PCR bajo el método de
Djimdé A. et al. .
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Genes DHFR y DHPS (pirimetamina-sulfadoxina). Las
amplificaciones de PCR para evaluacién en los genes
DHFR y DHPS se ejecutaron de acuerdo al protocolo de
Plowe CV et al. ("

Visualizacion del ADN. Las moléculas de ADN fueron
resueltas de acuerdo a su tamafo en una matriz
proporcionado para los geles de agarosa (BIORAD).
Posteriormente, fueron incubados durante 5 min en un
recipiente con 100 mL de bromuro de etidio (SIGMA)
a una concentracion final de 1 ug/uL. Las bandas
correspondientes a las muestras de ADN fueron
visualizadas a través de un transiluminador de UV
modelo TM-20 chromato-vue (UVP Inc.) a la longitud de
onda de 365 nm, y los geles fotografiados a través de
una camara para luz ultravioleta Polaroid MP4+.

Los genotipos pueden ser de las siguientes formas: 1)
forma silvestre o salvaje (wild type) que corresponde
a la forma sin mutacion; 2) formas mutantes, que se
describen segun el nimero de mutaciones en la diversas
posiciones amininoacidicas dentro del gen evaluado, y
3) formas mixtas, donde confluye una forma silvestre
con una forma mutante, considerado como un estadio
evolutivo en el desarrollo de resistencia.

Se presentan los resultados empleando frecuencias
relativas y absolutas, ademas, se evaluo6 si las muestras
de Machala y Esmeralda tenian similar porcentaje de
mutaciones asociadas a resistencia a través de la prueba
exacta de Fisher, considerando como significativo un
p<0,05. Los datos fueron calculados en STATA 12.1.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Nacional de Salud de Peru y del Sistema
Nacional de Erradicacion de la Malaria de Ecuador.
Todos los pacientes dieron su consentimiento escrito
en forma voluntaria para participar en el estudio in vivo
y consintieron la ejecucion de estudios genéticos para
evaluacion de resistencia parasitaria.

HALLAZGOS

Se procesaron 83 muestras. Para la evaluacion de re-
sistencia genética a cloroquina se emplearon 38 mues-
tras (18 de Machala y 20 de Esmeralda); y para evaluar
la resistencia a pirimetamina-sulfadoxina se emplearon
45 (25 de Machala y 20 de Esmeralda).

GENES MUTANTES DE RESISTENCIA A
CLOROQUINA

El 100% de muestras de Esmeralda presentaron la mu-

tacion 76T en el gen pfCRT y en Machala 94,4% de la
muestras presentaron el mismo genotipo 76T.
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GENES MUTANTES DE RESISTENCIA A PIRIMETA-
MINA-SULFADOXINA

En el gen dihidrofolato reductasa PFDHFR (pirimetami-
na). La mayor frecuencia de mutaciones en este gen se
dio en el alelo S108N/T, en Esmeralda, el 90% de mues-
tras presenté formas mutantes, que solo se ubicaron en
el cambio amioacidico de serina a asparragina 108N. La
segunda mutacion que presentdé mas frecuencia en este
mismo lugar fue en el alelo 1164L, donde 15% de las mu-
taciones se expresaron genéticamente como mutacion
mixta: wild type/mutante, una tercera mutacion se halld
en el 5% de muestras que cambiaron de asparragina a
isoleucina en el alelo N51l, y una cuarta mutacién se
encontro en el alelo C59R en el que 5% de las muestras
expresaron genotipo mixto (wild type/ mutante).

En Machala se encontré dos formas de mutacion en la
posicién aminoacidica 108, una de genotipo 108N en-
contrado en el 12% de las muestras, y otra de genotipo
108N presente en 12% de las muestras. La segunda
mutacion mas frecuente fue también la [164L, como en
Esmeralda, pero esta vez con 100% de muestras con
genotipo mixtas: wild type /mutante. Los alelos N51 y
C59 no presentan mutacion en el 100% de las mues-
tras. Se identificaron tres mutaciones dobles y una triple
para este gen en el distrito de Esmeralda, sin encontrar
formas dobles en Machala. El porcentaje de formas mu-
tantes fue superior en Esmeralda (90%) que en Machala
(24%), siendo esta diferencia significativa (p<0,001).

En el gen dihidropteroato sintasa PFDHPS (sulfadoxina),
tanto en Esmeralda y Machala todas las muestras fueron
sensibles en los alelos estudiados: 581, 436 y 437.

4 == - nammaaaa - - - - - - - m e e
B M. Triple
I _ = M. Simple
0.75 Mixta *
[2]
®©
o
8 050{----- el
[0)
©
S
0,257-----~ meeeeemi e
0

Machala Esmeralda
(Ecuador-Perut) (Ecuador-Colombia)
* Mixto: cepas con dos linajes: sin mutacién/forma mutante.

Mutacioén: presencia de mutacion de una a tres posiciones aminoacidi-
cas del gen.

Figura 2. Numero de mutaciones aminoacidicas para el gen de
pirimetamina en especies de P. falciparum segun procedencia
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DISCUSION

En este estudio se encontré en mas del 90% de las
cepas, genes mutantes asociados a la resistencia a
cloroquina, este resultado es consistente con otros
estudios (®') como los realizados en Colombia, en el
que las mutaciones estuvieron presentes hasta en 100%
de las muestras ('¢'9); a raiz de ello, se ha descontinuado
el uso de cloroquina para el tratamiento de malaria por
P. falciparum.

Sobre la resistencia a pirimetamina-sulfadoxina,
respecto al gen DHFR cuyas mutaciones se asocian
resistencia a pirimetamina, se encontré considerable
frecuencia de mutaciones del alelo 108N, hasta en
90% de las cepas provenientes de Esmeralda y, en
Machala, 12 % de las muestras tuvo el genotipo 108N
y 12% 108T. Esta mutacién 108 N/T se ha encontrado
también en otros paises de América: Colombia 9,
Peru @V, Brasil ?? o Bolivia ®. Lo que sugiere que el
uso prolongado de pirimetamina-sulfadoxina, en estas
areas endémicas, ha llevado a la seleccion de estos
fenotipos por “presion de seleccion”, caracteristica que
presentan los parasitos resistentes como respuesta al
uso de antimalaricos de forma prolongada.

La resistencia a pirimetamina-sulfadoxina esta en ple-
no proceso de evolucion, que se puede evidenciar en la
transicion del numero de mutaciones, siendo simples o
mixtas en la frontera Ecuador-Perd, mientras que en la
frontera Ecuador-Colombia existen mutaciones dobles
e, incluso, se encontré una mutacion triple. Este escena-
rio en el afio 2002 puede haberse modificado, incremen-
tando el numero de mutaciones en cada poblacion. Al
respecto, la presencia de tres o0 mas mutaciones en un
mismo gen se ha asociado a resistencia constitutiva (",
por lo que es conveniente buscar nuevas posibilidades
de otros antimalaricos que en combinacién terapéutica
pueden ser mas eficaces en la contencion de la enfer-
medad.

La presién farmacoldgica, y otros factores, hacen que
las caracteristicas de cepas mutantes se fijen a las
poblaciones parasitarias en algunos casos, como la
mutacién en el gen pf CRT para el alelo 76T, en cam-
bio, en relacion a pirimetamina-sulfadoxina las muta-
ciones en los genes DHFR y DHPS no se han fija-
do aun en algunas poblaciones, solo se manifiestan
como operantes fenotipicos, por lo que es posible que
al dejar de usar este farmaco en un determinado lugar
la frecuencia de la mutacién disminuya ?°23). E| perio-
do de descanso esta asociado a la disminucion de la
reproduccion de cepas resistentes, replicandose con
mayor intensidad cepas silvestres (wild type) . Ello
nos permite usar los antimalaricos en forma temporal,

en relacién a su vigilancia de comportamiento mole-
cular y caracteristica de las poblaciones de pacientes
expuestos.

En Ecuador, actualmente, se usa arteméter vy
lumefantrine para P. falciparum y no se da mas
pirimetamina-sulfadoxina como tratamiento, mientras
que aun se emplea cloroquina mas primaquina para el
tratamiento de malaria por P. vivax. Sise llegara a eliminar
realmente la malaria en Ecuador no se precisaria de una
alternativa de tratamiento, pero si el caso no lo fuera,
se necesitaria tomar en cuenta estos antecedentes de
vigilancia molecular a nivel de autoridades sanitarias
y decisiones de politicas de tratamiento en dicho pais.
Cuando se deja de usar un farmaco antimalarico se deja
de ejercer presion farmacolégica sobre las poblaciones
parasitarias, por lo tanto, dicha respuesta mutagénica
puede revertir @, significa esto que Ecuador puede
volver a usar fansidar en el programa de control de la
enfermedad si tuviera una reemergencia de P.falciparum

Los resultados del presente estudio son semejantes
a los encontrados por Galindo et al. ? en Colombia,
en el que se encuentra la mutacién asparagina
108 (108N) asociado a resistencia a piremetamina
seguida de la mutacién isoleucina 51(51L) para el
gen de DHFR, y en Ecuador se encontré también
la presencia de la mutacion 108N y 108T como un
marcador de resistencia al pirimetamina-sulfadoxina.
Ademas, encontraron la mutacion glicina 437 (437G)
gue se asocia a resistencia a sulfadoxina, siendo este
patrén Unico en esta zona endémica en comparacion
con el Ecuador en el que el fragmento génico DHPS
presentaaun el caracter wild tipe, 1o cual es homogéneo
en algunos paises de Latinoamérica, diferenciandose
de paises sudafricanos en los que la frecuencia de
mutaciones en este fragmento es numeroso y complejo,
en cuanto a fenotipos de multiples mutaciones. En
Pera también esta presente la mutacion en la posicion
aminoacidica 108N/T seguida de la mutacion [164L que,
basicamente, tiene aun comportamiento mixto wild type/
mutante. La primera presenta varios genotipos dando
lugar a un comportamiento de variabilidad génica para
el DHFR @),

En el estudio in vivo se encontré en ambas localidades,
Machala y Esmeraldas, mas de 80% de resistencia a
la cloroquina para Pfalciparum y menos de 10% a la
falla terapéutica para fansidar (César Diaz y Raul
Veloz, comunicacion personal). Los paises cambian de
farmaco cuando la falla terapéutica es comprobada con
resistencia evidenciada mayor al 10% ?®. Los datos de
resistencia in vivo se corroboran con las evidencias del
comportamiento genético encontrado en las cepas en el
presente estudio molecular.
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Una limitacién de este estudio constituye la publicacion
de los resultados muy posterior al momento en que se
ejecutaron los estudios in vivo, lo cual puede haber
afectado el patrén de comportamiento actual de las ce-
pas circulantes en dicho escenario epidemioldgico; sin
embargo, el aporte del conocimiento cientifico de estos
datos es evitar la pérdida de informacién de la huella ge-
nética de las poblaciones parasitarias para el momento
en que fueron tomadas.

La mayor contribucion de este estudio es el soporte
informatico valioso de conocimiento del perfil de com-
portamiento genético de las poblaciones parasitarias
estudiadas en ese momento, por lo que su programa de
control puede tomar estos datos como referencia para
adecuar las politicas de salud futuras en caso de ser
necesario el uso nuevamente de antifolatos o que, como
parte de su vigilancia molecular, pueda tomar esta infor-
macion como punto de partida del comportamiento de
los patrones genéticos de P. falcifarum.

En conclusion, nuestros hallazgos sugieren que el pro-
blema de resistencia a sulfadoxina pirimetamina, se
encuentra en proceso de evolucion al afio 2002, prin-
cipalmente en el distrito de Esmeralda (frontera Ecua-
dor-Colombia), donde se identificaron formas dobles
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o triples mutantes en el gen de pirimetamina. Po ello
se recomienda hacer un estudio de eficacia para este
farmaco en forma periddica, con posibilidad a volver
a usarlo luego de haberlo retirado un tiempo del trata-
miento de pacientes con infeccion por P. falciparum en
el Ecuador. En cambio, todas las cepas muestran muta-
cion K76T en el gen pfCRT resistente a cloroquina, asi
gue no se recomienda su uso.
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