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Polimorfismos del gen pfmdrl en muestras clinicas
de Plasmodium falciparum vy su relacién con la respuesta

terapéutica a antipaludicos y paludismo grave en Colombia

Paula Montoya, Alberto Tobén, Silvia Blair, Jaime Carmona, Amanda Maestre

Grupo de Malaria, Sede de Investigacion Universitaria, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccion. Elgen pfmdrl de Plasmodium falciparum se describié como un gen de resistencia
a diversos antipaludicos. Sin embargo, no se han estudiado el papel de su polimorfismo en la
respuesta terapéutica al tratamiento con antipalidicos en Colombia, ni su relacién con
paludismo grave.

Objetivos. Este trabajo determind la asociacion entre los polimorfismos As"86™ y #v1246™ del
gen pfmdrl con la respuesta terapéutica a cloroquina, amodiaquina y mefloquina, en tres
municipios antioquefios, y la asociacién de estos polimorfismos con paludismo grave en
muestras de pacientes del municipio de Tumaco.

Materiales y métodos. Los polimorfismos del gen pfmdrl se determinaron mediante
amplificacion de &cidos nucleicos y analisis con enzimas de restriccion.

Resultados. El alelo silvestre #"86 se encontrdé en 97% (137/141) de las muestras en el
estudio de respuesta terapéutica a cloroquina, amodiaquina y mefloquina; no se observé
ninguna asociacion entre su presencia y la falla terapéutica como si lo reportan otros autores.
El alelo 1246 se encontr6 en una alta proporcion en el estudio de respuesta terapéutica,
tanto en las muestras del dia cero como en los del dia de la falla después del tratamiento con
los antipaltdicos.

Conclusiones. Los polimorfismos 86™ y 1246 en el gen pfmdrl no son utiles como factores
de prediccion de falla terapéutica o paludismo grave en los municipios estudiados. Este estudio
describe por primera vez la presencia del alelo 86™ en cuatro muestras clinicas de Suramérica.

Palabras clave: Plasmodium falciparumlefectos de drogas, antipalldicos/uso terapéutico,
malaria, cloroquina, amodiaquina, mefloquina.

Polymorphisms of the pfmdrl gene in field samples of Plasmodium falciparum and their
association with therapeutic response to antimalarial drugs and severe malaria in Colombia

Introduction. The pfmdrl gene of Plasmodium falciparum has been described as a gene
conferring resistance to several antimalarial drugs. In particular, polymorphisms on specific
codons have been associated with resistance and treatment failure with cloroquine, amodiaquine
and mefloquine. However, the role of these polymorphisms in treatment response to
antimalarials remains unexplored in Colombia. Furthermore, the relationship of these
polymorphisms to severe malaria is unknown.

Objective. This work studied the association of the A"86™" and #s1246™" pfmdr1 polymorphisms
with response to cloroquine, amodiaquine and mefloquine treatment in three municipalities of
Antioquia, and severe malaria cases from the municipality Tumaco.

Materials and methods. The polymorphisms were assessed by nucleic acid amplification
followed by restriction length polymorphism analysis.

Results. The wild-type codon #"86 was detected in 97% of the clinical samples from the
treatment response study. No association was detected between this polymorphism and
treatment failure to the three antimalarials administered. The 1246™" polymorphism was detected
with a higher frequency in the samples from Antioquia 92% (130/141) than in those from
Tumaco 22% (20/89). However, again, no association was found between the presence of a
specific polymorphism and the presence of severe malaria in the municipality of Tumaco.
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Conclusions.

Polimorfismos del gen pfmdr1 en Colombia

The 86™" and 1246™" polymorphisms of the pfmdrl gene are not useful as

predictors of treatment failure or severe malaria in the municipalities studied. In addition, we
report for the first time, the presence of the mutant codon 86™ in field samples in South America.

Key words:
chloroquine, amodiaquine, mefloquine.

Entre las especies de Plasmodium, Plasmodium
falciparum produce la enfermedad mas seriay la
tasa de mortalidad por paludismo mas alta en el
mundo. Esta especie ha desarrollado resistencia
a la mayoria de los medicamentos disponibles
contra el paludismo, lo que resulta en una gran
frecuencia de fallas terapéuticas. Este fenémeno
contribuye en gran medida a que el paludismo sea
uno de los principales problemas de salud publica
en las regiones tropicales de todo el mundo (1).
En el 2005 se registraron en Colombia 107.866
casos de paludismo, de los cuales, 36.190 fueron
producidos por P. falciparum (2).

Al estudiar la resistencia a los antipaltdicos en
P. falciparum, se describieron algunos polimor-
fismos en diversos genes del parasito; por ejemplo,
en los genes dhfr (dihydrofolate reductase) y
dhps (dihydropteroate synthase), que codifican las
enzimas blanco de la pirimetamina y la
sulfadoxina, respectivamente, y asi confieren
resistencia a estos medicamentos (3,4).
Igualmente, los genes pfert (P. falciparum
chloroquine resistance transporter) y pfmdr1 (P.
falciparum multidrug resistance 1), que codifican
proteinas trans-membrana de transporte en la
vacuola digestiva del parasito, se relacionan con
resistenciay falla terapéutica a la cloroquina, en
el caso de pfert (5-7), y con resistencia a
cloroquina y a diversos medicamentos, en el caso
de pfmdr1 (8,9).

No obstante, algunos autores reportan falta de
asociacion entre la falla terapéutica o la
resistencia y la presencia de mutaciones en el
gen pfmdrl (10-14). La mutacién 86" en pfmdrl
asociada con resistencia a la cloroquina, también
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puede incrementar la sensibilidad a mefloquina 'y
halofantrina (15), mientras que la presencia del
alelo silvestre #s"86 se ha correlacionado con
resistencia a la mefloquina (16,17).

Las mutaciones en los codones 1034, 1042y,
principalmente, en el 1246, parecen incrementar
la sensibilidad a mefloguina y halofantrina (9). Esta
Gltima mutacion también se describié en muestras
resistentes a la cloroquina en Brasil (18), pero no
se encontrdé en muestras resistentes a la
cloroquina de Asia y Africa (16,19).

Los hallazgos descritos anteriormente sugieren
que los mecanismos de resistencia a la cloroquina
y mefloquina son inversos y que los polimorfismos
en pfmdrl parecen modular la respuesta a
medicamentos como cloroquina, mefloquina y
halofantrina. Lo anterior confirma la necesidad de
realizar estudios enfocados a aclarar el papel de
los polimorfismos en la resistencia y la falla
terapéutica a compuestos antipallidicos sin relacion
estructural, como lo son cloroquina y mefloquina.

En Colombia, Blair y colaboradores, en 1998 y
2001 (20-22), reportaron altos y crecientes indices
de falla terapéutica a los antipaltdicos de primera
linea en Antioquia, alcanzando entre 77% Yy 87%
con cloroquina, 22% y 26% con sulfadoxina/
pirimetamina y 12% y 22% con la combinacién
cloroquina-sulfadoxina/pirimetamina; mientras que
en la Costa Pacifica, Gonzalez y colaboradores
reportaron el problema con la utilizacion de
amodiaquinay sulfadoxina/pirimetamina (23).

Los municipios de Turbo, El Bagre, Zaragoza y
Tumaco son zonas de alta endemicidad de
paludismo por P. falciparum, pero con diferente
indice parasitario anual, asi como diferentes
condiciones socioeconémicas y epidemiolégicas
(24). En estas regiones no se conocen las
caracteristicas genotipicas de los parasitos con
respecto a genes de resistencia como el pfmdr1,
ni su posible relacién con la respuesta terapéutica
alos antipalldicos.
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Teniendo en cuenta los datos anteriores,
planteamos el presente trabajo con el fin de
conocer las frecuencias de alelos mutantes y
silvestres de los codones 86 'y 1246 de pfmdrlen
muestras de Plasmodium falciparum, su relaciéon
con la respuesta terapéutica a medicamentos
como cloroquina, amodiaquina y mefloquina en
tres municipios de Antioquia, y la relacién de su
presencia con el desarrollo de paludismo grave
en el municipio de Tumaco, Narifio.

Para el desarrollo del presente estudio se usaron
muestras de P. falciparum de tres municipios
antioquefios provenientes de pacientes con
evaluacion de respuesta terapéutica a cloroquina,
amodiaquina o mefloquina, y muestras de
pacientes con paludismo complicado y no
complicado del municipio de Tumaco. Estas
muestras se emplearon para realizar el primer
estudio en Colombia de caracterizacién de los
polimorfismos #s"86™" y #P1246™ en el gen pfmdrl
de muestras clinicas de estas regiones.

Materiales y métodos
Poblaciones de estudio

El trabajo correspondié a un estudio de tipo
descriptivo, transversal y prospectivo. Se llevé a
cabo con dos poblaciones de estudio, una para
evaluar los polimorfismos frente a la respuesta
terapéutica y la otra para evaluar su relacién con
paludismo grave.

La poblacion namero uno la conformaron las
muestras de pacientes con paludismo no compli-
cado que recibieron cloroquina, amodiaquina o
mefloquina en monoterapia, obtenidos de estudios
de respuesta terapéutica realizados por el Grupo
Malaria de la Universidad de Antioquia empleando
el protocolo de la Organizaciéon Mundial de la
Salud de 1998 (25), en los municipios de Zaragoza,
Turbo y El Bagre.

La poblacion namero dos la conformaron las
muestras de pacientes con malaria complicada y
no complicada de un estudio de casos y controles
en el municipio de Tumaco.

El estudio de respuesta terapéutica a la cloroquina
comprendio la evaluacion de 17 pacientes en los
municipios de Turbo y Zaragoza (8 en Turboy 9
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en Zaragoza). El disefio de la muestra del estudio
se realiz6 como se describe en el trabajo de
eficacia terapéutica realizado por Blair y
colaboradores en el 2003 (22). Las muestras se
recolectaron entre los meses de febrero y abril de
2002.

Los estudios de respuesta terapéutica a
amodiaquina y mefloquina evaluaron 33 y 91
pacientes, respectivamente, en los municipios de
Turbo y El Bagre. El tamafio de la muestra se
calcul6 por el sistema de calidad de lotes segun
el protocolo de la Organizacion Mundial de la
Salud de 1998 (25). EI nUmero de pacientes
evaluados con amodiaquina fue de 33 (21 en Turbo
y 12 en El Bagre). Las muestras se recolectaron
entre los meses de octubre de 2003 y marzo de
2004. El estudio de respuesta terapéutica a
mefloquina evalué 91 pacientes (44 en Turbo y
47 en El Bagre); las muestras se recolectaron
entre octubre de 2002 y junio de 2003.

La investigacion sobre paludismo complicado por
P. falciparum en el municipio de Tumaco se traté
de un estudio de casos (pacientes con malaria
grave o complicada) y controles (pacientes con
malaria no complicada) en el que se captaron 89
pacientes (30 casos y 59 controles); las muestras
se recolectaron entre noviembre de 2002 y julio
de 2003.

Se analizaron 250 muestras, de las cuales, 230
provenian del dia 0.

Diagndstico parasitolégico

El diagndstico de paludismo se realizé por medio
de gota gruesa y extendido de sangre periférica,
los cuales se colorearon con las coloraciones de
Field y Giemsa, respectivamente. Un microsco-
pista experto en malaria hizo el recuento de
parasitos, numero de trofozoitos jovenes (anillos)
presentes en 200 leucocitos, y la parasitemia se
calcul6 teniendo en cuenta una constante de 8.000
leucocitos/mm?® y se expresd en parasitos/mm?
de sangre (26).

Clasificacion de la respuesta terapéutica

Se clasificd en respuesta clinica adecuada o falla
terapéutica (tardia o temprana) con base en el
protocolo estandar de la Organizacién Mundial de
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la Salud, 1998 (25). Se hizo un seguimiento clinico
y parasitolégico enlos dias 1, 2, 3,7, 14,21y 28
después de haber iniciado el tratamiento y, si era
necesario, los pacientes podian consultar
cualquier dia fuera de los mencionados. Los
medicamentos se administraron de acuerdo con
el peso, por via oral, segun lo establecido por el
Ministerio de Salud de Colombia (26).

Criterios de clasificacion para paludismo grave

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en un
paciente con parasitemia asexual por P.
falciparum, que no tenga otra causa para sus
sintomas y presente uno o més de los siguientes
sintomas o signos, se configura el diagnéstico
de paludismo grave (25): paludismo cerebral (coma
profundo), anemia grave (Hb<5 g/dl), insuficiencia
renal (creatinina sérica>3,0 mg/dl), colapso
circulatorio (presion arterial sistélica en adultos
<70 mm Hg, <50 mm Hg en nifios menores de
cinco afios de edad), edema pulmonar, hemorragia
espontdnea y coagulacion intravascular
diseminada, dificultad respiratoria, acidemia o
acidosis, hiperparasitemia (>5% de los eritrocitos
infectados), ictericia y alteracion hepatica (bilirrubina
sérica total>3mg/dl). Dos de los pacientes de la
poblacién fueron incluidos en el estudio luego de
verificar que cumplian alguno de estos requisitos.

Obtencion y procesamiento de la muestra

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante
puncion digital y se depositaron en Iaminas
portaobjeto para la gota gruesa y extendido de
sangre periférica, y en circulos de papel de filtro
Whatman #3 para los andlisis moleculares. A los
pacientes que presentaron falla terapéutica durante
los 28 dias de seguimiento al tratamiento, se les
recolectd una segunda muestra de sangre el dia
de la falla. El papel de filtro se dej6 secar al aire
libre y se almacend a 4°C en bolsa plastica;
posteriormente, las muestras se transportaron al
laboratorio de biologia molecular del Grupo Malaria
y alli se almacenaron a -20°C, hasta su analisis.

Deteccion de polimorfismos en el gen pfmdr1
mediante reaccion en cadena de la polimerasa
anidada- andlisis con enzimas de restriccion

La extraccion de acidos nucleicos a partir de
muestras de sangre en papel filtro se hizo

Polimorfismos del gen pfmdr1 en Colombia

empleando el método de Chelex (27). EI ADN se
repartié6 en microtubos y se almaceno a -20°C
hasta su posterior utilizacion.

Para determinar la presencia de los polimorfismos
en los codones 86 y 1246, se amplificaron las
regiones del gen pfmdrl que los contienen segun
el protocolo de Djimdé et al. 2001 (6). Posterior-
mente, los fragmentos amplificados fueron
digeridos con enzimas de restriccion. Por esta
tecnologia se identificaron los polimorfismos
AsnBBT" que se presentan por el cambio de una
adenina (A) por una timina (T) en el nucleétido
754 y ~#*1246™" que se da por el cambio de una
guanina (G) por una tirosina (T) en el nucle6tido
4234. Para el coddn 86 se utilizaron las enzimas
de restriccién Afl-l1ll (New England Biolabs,
Beverly, MA) y Xapl (Fermentas, USA). La
enzima Bgl-ll (Fermentas, USA) se empled para
el codon 1246.

El andlisis se realiz6 segun el patron de bandas
obtenido asi:

Corte con la enzima Afl-1ll: codén silvestre #"86,
se observa una banda de 291 pb; codén mutado
86", se observan dos fragmentos, uno de 165y
otro de 126 pb.

Corte con la enzima Xapl: codén silvestre #"86,
se observan dos fragmentos, uno de 165 y otro
de 126 pb. Codén mutado 86™, se observa una
banda de 291 pb.

Corte con la enzima Bgl-Il: codén silvestre
Asp1246, se observan dos fragmentos, uno de 113
pb y otro de 90 pb. Cod6n mutado 1246™, se
observa una banda de 203 pb.

En todos los casos, la observacion de tres bandas
corresponde con la presencia de los dos alelos
simultdneamente.

Como controles se emplearon las cepas K1 y
3D7.LacepaKles 86"y A%1246, mientras que
la 3D7 es #"86. Para el control de la 1246™, se
utilizé un aislamiento de un paciente de Tumaco
cuya secuencia se habia obtenido previamente.
Los fragmentos obtenidos se visualizaron en geles
de agarosa (SeaKem) al 2%-2,5% coloreados con
bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 mg/
mly las bandas se visualizaron con luz ultravioleta
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y se analizaron empleando el programa Quantity
One (Bio-Rad).

Analisis de resultados

La informacién obtenida se proces6 con el
programa estadistico SPSS 10.0 (28). Se
determinaron las frecuencias absolutas y relativas
de cada uno de los polimorfismos estudiados por
tratamiento y por municipio. Para determinar la
asociacion entre la presencia de los polimorfismos
y la respuesta terapéutica (falla o respuesta clinica
adecuada) o la presencia de paludismo
complicado, se emplearon tablas de dos por dos
y se excluyeron las muestras de pacientes que
presentaron mas de un alelo. Se utilizé la prueba
de ji al cuadrado de Pearson y, cuando hubo
valores esperados menores de cinco en las
celdas, se utilizé la prueba exacta de Fisher (29).
Se consider6 una diferencia estadisticamente
significativa cuando el valor de p fue <0,05.

Consideraciones éticas

Para la inclusién en los estudios de investigacion
de eficacia terapedutica y paludismo complicado
iniciales, se obtuvo el consentimiento informado
de los pacientes 0 sus parientes en caso de
tratarse de menores de edad. En el consentimiento
se especificaba la utilizacién del material donado
por ellos. Todos los estudios recibieron el aval
del Comité de Etica del Centro de Investigaciones

Biomédica 2007;27:204-15

Médicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia. Los procedimientos se
clasificaron como de riesgo minimo.

Resultados
Descripcion de las poblaciones

La poblacion uno estaba constituida por 141
muestras del estudio de respuesta terapéutica,
de las cuales, 59 provenian de El Bagre, 9 de
Zaragozay 73 de Turbo. Los 89 pacientes de la
poblacion dos provenian exclusivamente de
Tumaco.

La edad en afios de las poblaciones evaluadas
fluctud entre 2 y 82; la mayoria residia en zona
rural. El rango de parasitemia en la poblacién uno
se encontrd entre 320y 41.300 parasitos por mmég,
mientras que en la poblacién dos este rango fue
de 240 a 298.000 parasitos por mm?.

Respuesta terapéutica a cloroquina,
amodiaquina y mefloquina

En los trabajos de evaluacion de la respuesta
terapéutica que suministraron las muestras para
este estudio, se encontré falla terapéutica de 82%
(14/17) a cloroquina y de 30% (10/33) a
amodiaquina, mientras que la falla a mefloquina
fue de 4% (4/91). Los detalles acerca de la
respuesta al tratamiento y el nUmero de muestras
analizadas se observan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Procedencia de las muestras analizadas segun el tratamiento recibido, la respuesta a éste y el dia de recoleccion

(dia O/de la falla), n=nGmero de muestras.

No se incluyen las muestras de Tumaco ya que a estos pacientes no les fue evaluada la respuesta al tratamiento.

Tratamiento Respuesta al tratamiento

NUmero de muestras NUumero de muestras

(%) dia 0 dia de falla
Adecuada
Cloroquina (18) 3 -
n=17 Falla
(82) 14 6
Adecuada
Amodiaquina (70) 23 -
n=33 Falla
(30) 10 10
Adecuada
Mefloquina (96) 87 -
n=91 Falla
(4) 4 4
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Polimorfismo #"86™ en pfmdrl

La evaluacion de la mutacién #"86™" y su relacién
con larespuesta terapéutica se analizaron en 161
muestras, 141 del dia ceroy 20 del dia de la falla.
Para la evaluacién de la mutacién #"86™ y su
asociacion con paludismo grave, se evaluaron 89
muestras del municipio de Tumaco.

El alelo Asn86 estuvo presente en 97,2% de las
muestras del dia cero (137/141) en los estudios
de respuesta terapéutica a cloroguina, amodiaquina
y mefloquina, y la mutacion 86Tir se encontr6 sélo
en una muestra (0,7%) o, en combinacién con el
alelo silvestre (86Asn/Tir), en el 2,1% de ellas
(3/141). Las cuatro muestras que tenian el alelo
mutante corresponden a pacientes que presentaron
una respuesta adecuada al tratamiento con
mefloquina en el municipio de Turbo. Las 20
muestras del dia de la falla presentaron Asn86
(codén silvestre). En el trabajo de paludismo
complicado el alelo Asn86 se encontré en el 100%
de las muestras. Globalmente, el alelo Asn86 se
observo en el 98,4% de las muestras, 86Tyr
estaba en el 0,4%, mientras que un 1,2% de las
muestras tenian una combinacion de estos dos
polimorfismos.

Debido a la alta proporcion del alelo silvestre en
las muestras del estudio, no se pudo establecer
ninguna asociacion entre la presencia de alelos
(mutado o silvestre) y la respuesta terapéutica a
cada uno de los esquemas de tratamiento con
cloroquina, amodiaquina y mefloquina. Tampoco
se encontrd ninguna asociacion entre paludismo
complicado y la presencia de polimorfismos en el
codon 86.

Al analizar la presencia del polimorfismo #s"86™ y
la procedencia de la muestra, se encontré en el
municipio de Turbo el alelo silvestre #s"86 en el
94,5% de ellas (69/73), mientras que el alelo
mutado 86 se encontrd, solo o en combinacion
con el silvestre (86"™), en el 5,5% (4/73). En el
Bajo Cauca y en Tumaco el alelo silvestre #"86
estuvo presente en el 100% de las muestras.

Polimorfismo 412467 en pfmdrl

El dia cero, el 66,7% (2/3) de las muestras
obtenidas de pacientes que recibieron cloroquina
y tuvieron respuesta clinica adecuada, presentaron

Polimorfismos del gen pfmdr1 en Colombia

el alelo 1246™. Entretanto, el 92,8% (13/14) de
las muestras de pacientes con falla terapéutica
precoz o tardia presentaron el alelo 1246™.

En las 33 muestras del dia 0 del grupo que recibié
amodiaquina, se encontré el alelo 1246™ indepen-
dientemente de la respuesta al tratamiento. Sin
embargo, un paciente con falla precoz portaba
tanto el alelo silvestre como el mutado. Es importante
anotar que en la muestra obtenida de este paciente
el dia de la falla se observé exclusivamente la
presencia del alelo 1246™. Las nueve muestras
restantes del dia de la falla portaban 1246™.

En el grupo de mefloquina, la distribucion fue mas
heterogénea. En las muestras de pacientes que
tuvieron respuesta clinica adecuada, se encontré
1246™ en el 90,8% (79/87), #1246 en el 2,3% (2
/87) y ambos alelos en el 6,9% (6/87). Un paciente
con falla precoz a mefloquina portaba los dos
alelos (mutado y silvestre) del codén 1246, tanto
el dia cero como el dia de la falla. La falla tardia a
mefloquina sélo se presenté en tres pacientes y
todas las muestras tenian 1246™ tanto el dia cero
como el dia de la falla.

En este estudio no se encontré una asociacién
significativa entre la presencia del alelo 1246™y
la falla terapéutica al tratamiento con cloroquina
p=0,33, amodiaquina p=0,30 o mefloquina p=0,92.
Tampoco se encontré asociaciéon entre la
presencia del codoén silvestre A*1246 y una
respuesta clinica adecuada a cualquiera de los
medicamentos empleados (cuadro 2).

Polimorfismo #1246™ en el gen pfmdrl y
paludismo grave

El alelo silvestre #1246 estuvo presente en gran
proporcién, tanto en las muestras de pacientes
con paludismo complicado, 76,7% (23/30), como
en los no complicados, 69,5% (41/59). El alelo
mutado 1246™ se encontré en 23,3% (7/30) de
los pacientes con paludismo complicado y en 22%
(13/59) de los no complicados. Ambos alelos se
encontraron en 8,5% (5/59) de los pacientes no
complicados. No se encontrd ninguna asociacion
(p=0,94) entre 1246™ y la presencia de paludismo
complicado o entre A*1246 y el éxito del
tratamiento con los antimalaricos utilizados en
Tumaco.
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Cuadro 2. Porcentaje de presentacion del #*1246™" y su asociacion con la respuesta al tratamiento con cloroquina,

amodiaquina y mefloquina.

Tratamiento Respuesta al Silvestre Mutado Silvestre/mutado
tratamiento (n) ( AsP1246) % (1246™) % %
Adecuada 33 66 0
Cloroquina 3)
n=17 Falla 7 93 0
(14)
Adecuada 0 100 0
Amodiaquina (23)
n=33 Falla 0 90 10
(10)
Adecuada 2 91 7
Mefloquina (87)
n=91 Falla 0 75 25

4)

n: nimero de muestras

Distribucion del polimorfismo 4% 1246™ del gen
pfmdrl segun la procedencia de la muestra

El analisis del codén 1246 en los municipios se
hizo a partir de las 230 muestras obtenidas el dia
cero (141 del estudio de respuesta terapéutica 'y
89 del estudio de paludismo grave) en las dos
poblaciones estudiadas. El alelo 1246™ predominé
en el municipio de Turbo en 87,7% (64/73) de las
muestras y, en el bajo Cauca, en 97% (66/68) de
las muestras; el porcentaje mas bajo se presenté
en el municipio de Tumaco: 22,4% (20/89) de las
muestras. Por consiguiente, el coddn silvestre
Asp1246 estuvo presente en una mayor proporcion
en este municipio; se encontr6 en 72% (64/89) de
las muestras y, en proporcion mas baja, en los
municipios de Turbo, 1,3%, (1/73), y el bajo Cauca,
2,9% (2/68).

La presencia de ambos alelos 12464T" se
observo en mayor proporcion en las muestras de
P. falciparum de Turbo, 10,9% (8/73), que en el
municipio de Tumaco, 5,6% (5/89), y no se
presenté en el bajo Cauca (figura 1).

Discusion

La caracterizacion de la susceptibilidad in vivo
de P. falciparum a los antipaltdicos es de gran
importancia, debido a que aporta conocimiento
sobre la epidemiologia del paludismo, evalla la

eficacia terapéutica de los tratamientos y permite
vigilar el desarrollo de la falla al tratamiento. Desde
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hace 15 afios se empez6 a utilizar la caracterizacién
molecular de genes de resistencia como un método
gue, potencialmente, permite vigilar la falla
terapéutica y la resistencia de forma mas rapida
y sencilla que los métodos convencionales, como
el ensayo in vitroy la susceptibilidad in vivo.

Algunos de los genes candidatos mas
frecuentemente utilizados como marcadores de
resistencia son dhps y dhfr para sulfadoxina y
pirimetamina, respectivamente (4,30); el gen pfcrt,
para cloroquina y el gen pfmdrl, para varios
medicamentos, entre ellos cloroquina, mefloquina,
artemisinina, halofantrina y quinina (9); sin
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Bajo Cauca n=68 Turbo n=73 Tumaco n=89
o Silvestre 2,9 1.4 72
m Mutado 97 87,7 22,4
o Silv/mut 0 10,9 5,6

Figura 1. Distribucion del polimorfismo #*1246™ en el Bajo
Cauca (Zaragoza y El Bagre), Turbo y Tumaco.
Silv/imut: alelo silvestre y mutado simultdneamente



Biomédica 2007;27:204-15

embargo, el papel que juega este Ultimo gen en el
desarrollo de resistencia o falla terapéutica aun
no esta definido.

Este es el primer estudio realizado en Colombia
para determinar la frecuencia y la relacién entre
la presencia de los polimorfismos #"86™" y
Asp1246™" del gen pfmdrl en muestras de P.
falciparum y la respuesta terapéutica al
tratamiento con cloroquina, amodiaquina y
mefloquina; igualmente, también es el primer
trabajo en valorar estos polimorfismos y su relacién
con paludismo grave.

En este trabajo no se encontrd asociacion entre
el alelo 86™ y la falla terapéutica a cloroquina o
amodiaquina, lo que confirma lo descrito por
Ochong et al., en 2003 (31); sin embargo, otros
autores como Duraisingh et al. 1997 encontraron
asociacion entre la falla a estos medicamentos y
el alelo 86™ (32). Nuestros resultados concuerdan
mejor con los obtenidos por Zalis et al., 1998 (18),
y Povoa et al., 1998 (33), en estudios in vitro con
muestras de Brasil de P. falciparum resistentes a
cloroquina y con los realizados por Huaman, en
2004 (34), y Pillai, en 2003 (35), con muestras del
Perd, en los que no se encontrd este alelo. En
conjunto, nuestros resultados y los de otros
autores sugieren que 86™ no se correlaciona en
Suramérica con resistencia a la cloroquina o
amodiaquina in vitro, ni in vivo.

Con respecto a la frecuencia del alelo silvestre
Asn86, mediante este estudio se confirma su
presencia en el 100% de las muestras de los
municipios de Tumaco, Zaragozay El Bagre. La
alta frecuencia de este alelo silvestre coincide con
los estudios realizados en la Amazonia peruana
(34) y la brasilera (18,33), muestras resistentes
in vitro a cloroquina y sensibles a mefloquina.

Con respecto al municipio de Turbo, también se
observé predominio del alelo #"86, que se encontro
en 94,5% (69/73) de las muestras, y la presencia
de 86™ se confirm6 en 5,5% (4/73) de las
muestras en este municipio.

Esta es la primera vez que se reporta la presencia
del alelo mutante para este gen en Surameérica.
Esta mutacion se encontré en pacientes con
respuesta clinica adecuada al tratamiento con

Polimorfismos del gen pfmdr1 en Colombia

mefloquina y, ademds, no se encontré ninguna
asociacion entre la presencia del alelo 86™y la falla
terapéutica a mefloquina o a otro de los esquemas
de tratamiento empleados en este estudio.

En conclusion, la gran prevalencia en nuestro
estudio del alelo #s"86, tanto en casos de
respuesta adecuada como de falla al tratamiento,
no nos permite afirmar que la presencia del alelo
se relacione con uno u otro evento, como lo
informan diversos autores (6,32,36,37). Con
respecto a la distribucion geografica de alguno de
los polimorfismos, podemos afirmar que, a
diferencia de lo reportado en Africa y Asia, el alelo
silvestre es mucho mas frecuente en nuestras
poblaciones de P. falciparum.

Algunos autores han postulado que la capacidad
de eliminar la infeccién en presencia de alelos
mutantes del codon 86 aumenta con la edad en
regiones geograficas con alta endemicidad y que,
por lo tanto, lainmunidad adaptativa podria jugar
un papel central en la respuesta al tratamiento
(38). Por lo tanto, nuestros hallazgos podrian
explicarse, en parte, por los menores indices de
infeccion por P. falciparum de nuestras poblaciones
(en promedio 17,06 x 1.000 habitantes, con base
en los datos reportados por el Sivigila para el
2003), cuando se comparan con los de Africa.

Ademas, en Antioquia, la recomendacion de uso
de los antipaltdicos ha sido diferente de la del
resto del pais. Por ejemplo, la amodiaquina se
emple6é muchos afos antes en Antioquia que a
nivel nacional y se han administrado drogas de
segunda linea, como la mefloquina, durante
periodos de falta de disponibilidad de ciertos
medicamentos. El empleo de una amplia variedad
de antipaltdicos podria tener un papel en
seleccionar la forma mutante del gen, pero la
significancia de los fenémenos de endemicidad y
de utilizacién previa de antipaltdicos aun esta por
ser explorada.

Algunos estudios in vitro sugieren que el alelo
mutado 86™ incrementa la sensibilidad y no la
resistencia a la mefloquina y a otros medica-
mentos como la halofantrina y la artemisinina
(36,39); sin embargo, esta afirmacion es
inconsistente con el resultado de nuestro estudio,
en el cual observamos una respuesta clinica
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adecuada al tratamiento con mefloquina de 96%
y el alelo 86™ se encontré solo o en combinacién
con el silvestre en 4,6% de las muestras. La obser-
vacion de este alelo mutante se realizo en
muestras de pacientes con respuestas clinicas
adecuadas y representaron 2,8% del total de los
pacientes con respuesta clinica adecuada. Nuestros
resultados tampoco son coherentes con los de
Mawili-Mboumba et al., donde el alelo 86™ estuvo
presente en 100% de las muestras de pacientes
gaboneses sensibles a mefloquina (40). En
conjunto, estos hallazgos podrian sugerir que el
polimorfismo descrito en el codon 86 del gen
pfmdrl no es determinante de la respuesta a la
mefloquina.

En Gambia, Africa, se describié una alta
prevalencia del alelo 86™ el dia de la falla después
del tratamiento con cloroquina y amodiaquina,
presentandose con mas alta frecuencia en el grupo
de amodiaquina (32). Los autores sugieren que
un mecanismo genético comun podria mediar la
resistencia para estos dos compuestos como
consecuencia de su semejanza estructural.

En nuestro estudio no se confirmd esta asociacion
al observar el alelo silvestre #"86 tanto en el dia
cero como en el dia de la falla en todas las
muestras de los pacientes que recibieron
cloroquina y amodiaquina. Esto nos permite
sugerir que el mecanismo de resistencia a
cloroquina'y amodiaquina en los parasitos que
circulan en Suramérica puede ser diferente, ya
sea al involucrar mutaciones en otros codones o
en otros genes (como seria el caso del gen Pfcrt).

En 1998, Povoa y colaboradores (33) sugirieron
que el alelo 86™ podria emplearse como marcador
para la deteccién de cepas importadas de Asia o
de Africa hacia Brasil. Con base en esto se podria
pensar que las cuatro muestras que portan el alelo
86™ en Turbo corresponden a cepas importadas
de Asia o Africa. Alternativamente, su existencia
podria explicarse simplemente por un cambio natu-
ral inducido por diversos factores de la regién
(endemicidad y uso de antipaltudicos) que pueden
ser explorados mas a fondo con microsatélites u
otras metodologias.

Todos las muestras del grupo de pacientes que
recibieron amodiaquina presentaron el alelo 1246™
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tanto el dia cero como el dia de la falla, con
excepcion de un paciente que presenté una
infeccion mixta con ambos polimorfismos (mutado
y silvestre) el dia cero, pero no el dia de la falla,
en el cual s6lo presento el alelo mutado 1246™. A
pesar de no ser significativo, este hallazgo parece
confirmar lo reportado por otros autores (32) con
respecto a que, bajo la presién de amodiaquina,
mas que de cloroquina, se pueden seleccionar
poblaciones de parasitos que portan alelos
mutados, lo que explicaria la mayor frecuencia
de 1246 en Antioguia que en la Costa Pacifica
narifiense. En Antioquia, el uso de amodiaquina
se harecomendado y administrado desde 1985,
a diferencia del resto del pais, en donde su
utilizacion se inicié en 1998. Adema4s, la
observacion de que el alelo mutado 1246™ es mas
frecuente en Antioquia que en Tumaco coincide
con la afirmacion hecha por Winstanley y col. en
2003 (41), en la que sugieren que en regiones de
menor endemicidad de P. falciparum, como en
Antioquia, es mas probable que se seleccioneny
establezcan mutaciones, ya que todos los
individuos infectados son sintomaticos y reciben
tratamiento, mientras que, en zonas de mayor
endemicidad, muchos individuos permanecen
asintométicos debido al desarrollo de inmunidad
y una proporcién menor podrian recibir tratamiento.

El hallazgo de doble alelo en alguno de los
codones evaluados, permite concluir la existencia
de infeccion policlonal en el paciente, es decir,
presencia de infeccién por més de un clon de P.
falciparum.

Este fendbmeno se observé en tres muestras del
dia cero, tanto para el codén 86 como para el
codon 1246, lo que confirma la existencia de
infecciones policlonales o mixtas que no pudieron
ser confirmadas por la amplificacién de los genes
convencionalmente utilizados (MSP1, MSP2 y
GLURP), ni se pudo confirmar su posible proceden-
cia de otra region, ya que las bandas obtenidas
para estos genes fueron iguales a las reportadas
en otros estudios realizados por Montoya y col.
en Turbo (42). Estos resultados sugieren que la
caracterizacion del gen pfmdr1 podria proporcionar
informacion adicional sobre infecciones mixtas
gue no se pueden detectar con el empleo de
marcadores como MSP1, MSP2 y GLURP.
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Algunos autores han reportado aumento en el
namero de copias del gen pfmdrl como factor
determinante crucial de la resistencia in vitro y
de la falla al tratamiento a mefloquina (15,43,44)
y su disminucién, como determinante en el
aumento de la sensibilidad de P. falciparum a
multiples antipaltdicos (45). El estudio de este
fenémeno no era el objeto de este estudio, pero,
a la luz de nuestros resultados y los de otros
autores (46), parece légico explorar tanto el
numero de copias como los niveles de expresion
del gen en algunas de las muestras.

Solo se ha realizado un estudio que relaciona el
desarrollo de paludismo complicado y
polimorfismos en los codones 86 y 1246 de pfmadrl,
en el cual se encontraron mutantes en los dos
codones en 82% (18/24) de las muestras
provenientes de pacientes con paludismo
complicado en Kenia (47). En nuestro estudio, el
alelo 86™ no se encontrdé en ninguno de las 89
muestras de Tumaco (30 de pacientes con
paludismo complicado y 59 no complicados),
mientras que 1246™ s6lo se encontré en 23% (7/
30) de las muestras de pacientes con paludismo
complicado.

El andlisis de un mayor nimero de muestras
provenientes de pacientes complicados, asi como
de un grupo de controles en la misma region, nos
permitiria confirmar que estos polimorfismos no
se relacionan con paludismo grave o complicado
en laregion estudiada.

Los resultados de este estudio nos permiten
concluir que los alelos 86™ 1246™ en el gen pfmdrl
no son Utiles en estas regiones como marcadores
moleculares de falla terapéutica o sensibilidad a
medicamentos como cloroquina, amodiaquina, o
mefloquina, con lo cual queda claro que en
nuestras poblaciones parasitarias de P.
falciparum, diversos factores genéticos del
parasito, diferentes de los polimorfismos aqui
estudiados, ademas de otros factores atribuibles
al hospedero, estan involucrados en la respuesta
terapéutica o en el desarrollo de paludismo grave.
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