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Resumen

Debido a que la resistencia de Plasmodium falciparum a medicamentos se percibe como
uno de los problemas gue mas agrava la situacién de la malaria en Colombia, existe la
necesidad de implementar procedimientos que permitan hacer una blsqueda amplia y
confiable de resistencia para establecer la prevalencia y la variacién del fenémeno al
nivel epidemiolégico. En este trabajo se establecio la resistencia de varias cepas de
referencia y algunos aislamientos de campo de P falciparum a medicamentos como
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, quinina, halofantrina, pirimetamina y sulfadoxina.
La busqueda de resistencia se hizo a través de cuatro estrategias experimentales: una
prueba modificada en nuestro laboratorio, eficaz para detectar resistencia a varios
medicamentos de manera simultdnea (prueba radiométrica); ensayos de PCR para
detectar el polimerfismo de la regién 3’ del gen pfmdr1 (gen de resistencia mdltiple a
medicamentos de F falciparum) asociado con resistencia a cloroquina; ensayos de PCR
para detectar mutaciones en la dihidrofolato reductasa (DHFR) y en la dihidropteroato
sintetasa (DHPS), relacionadas con resistencia a pirimetamina y sulfadoxina
respectivamente, y una técnica modificada por nosotros para establecer resistencia a
cloroquina (Rapid-test). Se establecio que el ensayo mas adecuado para hacer una
blsqueda de resistencia in vitro a medicamantos es el PCR. Infortunadamente, aun se
desconocen las bases moleculares de la resistencia a varios de los antimalaricos
empleados y esto hace que la prueba radiométrica sea la mejor alternativa para detectar,
a escala epidemioldgica, la resistencia in vitro a cloroquina, amodiaquina, mefloguina,
quinina y halofantrina.

Palabras clave: antimalaricos, resistencia, Plasmodium falciparum, gen de resistencia
multiple a medicamentos, dihidrofolato reductasa, dihidropteroato sintetasa, prueba in
vitro, Rapid-test.

Comparison of in vitro techniques for the detection of Plasmodium falciparum
resistance to drugs

Abstract

Plasmodium falciparum causes the most severe form of human malaria, resulting in 2.7
million deaths throughout the world last year. The major control for this disease is through
chemotherapy but the treatment has been complicated by the emergence of resistance
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to most of the currently available antimalarials; this situation shows the necessity of
mapping resistance and for defining the relationship between drug usage politics and the
spread of resistance. In this paper four techniques are compared: a medified radiometric
micro-test for detecting resistance to several drugs and the modification made to a test
used for establishing chloroquine resistance (Rapid-test) is explained. The use of PCR
assays to detect pfmdr1 gene polymorphism (R falciparum multidrug resistant gene)
associated with chloroquine-resistance and to detect DHFR (dihydrofolate reductase)
and DHPS (dihydropteroate synthetase) mutaiions related to pyrimethamine and
sulfadoxine resistance is also demonstrated. Results suggest that the PCR assay is the
most convenient approach. However, the use of the modified microtest for the determi-
nation of resistance to the quinine-like antimalarials is recommended because the mo-
lecular basis of their resistance to drugs remains unknown.
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dihydrofolate reductase, dihydropteroate synthetase, Rapid-test, micro-test.

Introduccién

La malaria es aln una de las enfermedades
parasitarias que produce mayor morbilidad y
mortalidad en el mundo; en afios recientes, se
han presentado aproximadamente 400 millones
de casos y cerca de 2,7 millones de muertes (1).
Aungque una de las estrategias de control mas
eficientes ha sido la quimioterapia, se ha
producido un serio problema de salud debido a la
aparicion de parasitos resistentes a muchos de
los compuestos usados para el tratamiento y
profilaxis de la enfermedad (2-4); esta situacién
ha llevado a disefiar nuevos compuestos, por lo
general, méas costosos y menos efectivos, a los
gue el pardsito eventualmente también ha
desarrollado resistencia (5). El planteamiento de
estrategias eficientes para controlar la malaria
requiere de un conocimiento preciso de los niveles
y distribucién geografica de parasitos resistentes
a medicamentos; este acercamiento solo puede
hacerse a través de ensayos diagnosticos de
resistencia que permitan establecer esos
parametros de manera confiable. En este trabajo
se compararon las técnicas in vitro mas utilizadas
para detectar resistencia de P falciparum a
medicamentos y se establecio la utilidad de cada
una de ellas como herramienta en la busqueda
de resistencia a escala epidemiologica.

Las técnicas usadas fueron cuatro. Primero, un
ensayo radiométrico modificade en nuestro
laboratorio, eficaz para detectar resistencia a
varios medicamentos simultaneamente. La
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prueba mide la inhibicién del desarrollo
(determinado a través de la inhibicidén de la
incorporacion de H3-hipoxantina) de parasitos
sometidos a diferentes concentraciones de
cloroquina, amodiaguina, mefloquina, quinina,
halofantrina o de la combinacién pirimetamina-
sulfadoxina (6,7). Segundo, una técnica modifi-
cada por nosotros para establecer resistencia a
cloroquina, basada en el eflujo diferencial del
medicamento en parasitos resistentes y en
parasitos sensibles (Rapid-test) (8, 9). Debido a
gue el verapamil inhibe el mecanismo de rapido
eflujo de cloroquina, tipico de parasitos resistentes
(10-12), el caracter sensible o resistente se puede
establecer con base en la acumulacion de
cloroquina en presencia y ausencia de verapamil.
Tercero, ensayos de PCR para detectar
resistencia a cloroguina. A pesar de la gran
controversia que ha existido sobre las bases
moleculares de la resistencia de P falciparum a
la cloroquina (13, 14), en 1990 se disefid una
prueba de PCR para detectar el polimorfismo de
la region 3’ no traducible del gen pfmdr1 (gen de
resistencia mdltiple a medicamentos de P
falciparum, (15). Se encontraron dos tipos de
polimorfismo (K1 y 7G8) asociados con resisten-
cia a la cloroguina y diversos patrones de
polimorfismo, diferentes a los dos anteriores, para
los aislamientos sensibles al medicamento (16).
Cuarto, ensayos de PCR y restriccion enzimatica
para detectar resistencia a pirimetamina y
sulfadoxina. La pirimetamina se une e inhibe a la
dihidrofolato reductasa (DHFR) mientras que la
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sulfadoxina actua sobre la dihidropteroato
sintetasa (DHPS); su combinacion, conocida con
el nombre de Falcidar®, produce un efecto
sinérgico contra P falciparum que se traduce en
la inhibicion de la sintesis purinica (17). La
resistencia in vitro a la pirimetamina es debida a
mutaciones en DHFR que alteran el sitio activo
de la enzima; las mutaciones Ser'® a Asn'® y
Ser'® a Thr'®® estdn asociadas especificamente
con la pérdida de sensibilidad a |a pirimetamina y
al cicloguanil respectivamente, las mutaciones
Asn®' a lle® y Cys®™ a Arg®® estan relacionadas
con diferentes niveles de resistencia a la
pirimetamina y la mutacion lle'® a Leu'® confiere
resistencia a los dos medicamentos cuando se
suma a Asn'®y Arg® (18-20). Recientemente se
describio una nueva mutacion (Cys®*® a Arg®®) y
un inserto de 15pb entre las posiciones 30 y 31
de DHFR (Bolivia repeat), los cuales se
encuentran en alta proporcion en aislamientos
bolivianos (21). También, sobre el gen que codifica
para DHPS se han encontrado algunas
diferencias puntuales entre parasitos resistentes
y parasitos sensibles, las cuales pueden estar
involucradas en la resistencia de F falciparum a
sulfadoxina; las mutaciones hasta ahora descritas
son: Ser*® a Phe**® o Ala**, Ala®'® aThré™ o Ser®'?,
Ala*® a Gly*¥, Ala®®' a Gly%®'y Lys®® a Glu®* (21-
23).

En este estudio se establecié que el PCR es el
ensayo mas adecuado para hacer una busqueda
de resistencia in vitro de P falciparum a
pirimetamina y sulfadoxina, y que la prueba
radiométrica modificada es la mejor alternativa
para detectar resistencia /n vitro a cloroquina,
amodiaquina, mefloquina, quinina y halofantrina.

Materiales y métodos
Prueba radiométrica

Pardsitos. Las cepas FCB1, FCB2 (Colombia),
7G8 (Brasil}, T4 (Tailandia), Camboya (Camboya),
FCR3 (Gambia) y Palo Alto (Uganda), fueron
mantenidas en cultivo por medio del método de
Trager y Jensen (24) utilizando sangre humana
tipo O Rh*. La sangre fue suspendida al 5% en
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
HEPES (26mM), NaHCO, (32mM), GSH (1mg/l)
y suero humano inactivado (10%). La
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sincronizacion del cultivo se hizo por lisis
diferencial con sorbitol 5% (25) y antes de ser
usados en el ensayo radiométrico, los parasitos
fueron sometidos a dos lavados con buffar
isotonico (HBS). La aplicacién de la prueba sobre
muestras de P falciparum recolectadas de
pacientes, fue descrita previamente por nosotros

(7).

Eritrocitos. La sangre fue centrifugada a 2.500rpm
durante 5 min; se retiro el plasma y se lavo tres
veces con HBS.

Medicamentos. Los medicamentos usados fueron
cloroquina y quinina disueltas en HBS,
amodiagquina y mefloquina disueltas en agua
destilada, halofantrina (donada porTecnogquimicas
S.A.) disuelta en etanol 70%, sulfadoxina (donada
por Roche S.A)) disuelta en dimetil sulfoxido y
pirimetamina disuelta en acido lactico 5%.

Preparacion del ensayo. Microplacas de 96 pozos
fueron dosificadas por duplicado con cloroquina
(0; 0,0114; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 uM),
amodiaquina (0; 0,004; 0,015; 0,05: 0,1: 0,25; 0,4
pM), mefloquina (0; 0,032; 0,064; 0,15; 0,25; 0.4
uM), quinina (0; 0,05; 0,15; 0,3; 0,5; 0,8; 1,6 uM),
halofantrina (0; 0,001; 0,004; 0,015; 0,03; 0,06
puM) y la combinacién pirimetamina-sulfadoxina
(0-0; 0,002-0,16; 0,008-0,64; 0,0163-1,3; 0,065
HM-5,2 uM). El medio fue adicionado hasta un
volumen final de 150 pl por pozo y la parasitemia
y el hematocrito fueron ajustados en 1%; en los
pozos con pirimetamina-sulfadoxina se usé RPMI
con bajas concentraciones de acido p-amino
benzoico (10 pg/l) v acido félico (0, 5 pg/l), los
cuales interfieren con la accién de estos
medicamentos. Las microplacas fueron
incubadas a 37 °C y cuando los parasitos
alcanzaron las 32 horas de desarrollo se agrego
0.09 puCi de HB-hipoxantina a cada pozo:
finalmente, las microplacas fueron incubadas 18
horas mas, antes de procesar las muestras y
llevarlas al contador de centelleo (7). Los
resultados fueron expresados como IC,,. el cual
fue definido como la concentracién del
medicamento que disminuy¢ la incorporacion de
H3-hipoxantina en un 50% (entre la 32 y 44 horas
de desarrollo se producen los picos maximos de
sintesis de &cidos nucleicos en el parasito y tiene
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Cuadro 4. Mutaciones en la dihidropteroato sintetasa
{DHPS)detectadas por PCR o restriccién enzimatica. Las
columnas sombreadas corresponden a los genotipos mutantes,
posiblemente asociados con resistencia a sulfadoxina.

POSICION EN DHPS
| sa0 | ;1| 613
CEPA Ly IG1 JA1 (I |AI Se[Th
: {slula y alrir
HAITT 135 x| x| x|
OK2 x| x x|
FCB1 xbil xp x|
FCB2 xbalxEix
FCR3 x| x P x|8
PALO ALTO i x i x|
CAMBOYA x| x|
INDOCHINA xboix]
T4 1 Ix] x|
7G8 X X|x

resistencia a Falcidar®. Los resultados mostraron
que las cepas con mutaciones asociadas a
resistencia en DHFR y en DHPS (T4 y 7G8,
cuadros 3 y 4), fueron las Unicas que a su vez
exhibieron un comportamiento resistente a la
combinacion pirimetamina-sulfadoxina en la
prueba radiométrica (cuadro 1); esta evidencia
permitiria sugerir de manera muy preliminar que
tanto mutaciones en DHFR como mutaciones en
DHPS juegan un papel en la resistencia a
Falcidar®. Es evidente que para el caso particu-
lar de este estudio no puede hacerse alguna
interpretacién concluyente debido al peguefio
numero de muestras analizadas en los ensayos
in vitro y a la carencia de datos de ensayos in
vivo.

En resumen, los ensayos de PCR para detectar
resistencia a pirimetamina y sulfadoxina son
rapidos, sensibles, tienen buena correlacion con
el ensayo radiométrico y minimizan las
restricciones que este Ultimo presenta para
seleccionar pacientes; es decir que los
tratamientos previos con Falcidar® no afectan los
resultados y no hay necesidad de manipular ma-
terial radioactivo o adaptar los aislamientos a
condiciones de cultivo in vitro. Ademas, la
coleccidn, transporte y almacenamiento de
muestras sobre papel filtro, es un método eficaz
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que simplifica en gran manera la obtencién y
manipulacién de muestras para los ensayos. Es
evidente, sin embargo, que son demasiadas
mutaciones las que deben ser analizadas y que
un paso prioritario para simplificar la técnica y
reducir tiempo y costos, es establecer cuéles
mutaciones o cuales combinaciones de ellas son
determinantes para la resistencia in vivo a
Falcidar®. De manera muy preliminar, los
resultados sugieren que la resistencia a Falcidar®
esta determinada por alteraciones tanto en DHFR
como en DHPS.

En conclusion, se establecid que el PCR es el
ensayo mas adecuado para hacer una busqueda
de resistencia in vitro de P falciparum a
pirimetamina y sulfadoxina, que esa blsqueda
permite ocasionalmente detectar la existencia de
infecciones multiples, que en algunas ocasiones
el Rapid-test produce resultados dificilmente
interpretables, que los ensayos de PCR disefiados
hasta ahora para establecer resistencia a
cloroquina no son confiables y que la prueba
radiométrica modificada es, a pesar de los
inconvenientes presentados, la mejor alternativa
para detectar resistencia in vitro a cloroquina,
amodiaquina, mefloguina, quinina y halofantrina.
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