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Introduccién

Los parasitos protozoarios son los agentes
causantes de algunas de las enfermedades mas
devastadoras y prevalentes que afectan la
poblacion mundial; uno de tales patégenos, Plas-
modijum falciparum, es el agente causante de la
forma mas severa de malaria humana,
enfermedad que, en muchas areas del mundo
tropical, sigue siendo uno de los principales
problemas de salud. Cada afio se presentan, por
lo menos, 300 millones de nuevas infecciones,
causando cerca de 2 millones de muertes en la
poblacion infantil principalmente (2). El trata-
miento y control de esta enfermedad ha sido
obstaculizado por la capacidad del parasito para
desarrollar resistencia a los medicamentos en
muchas areas endémicas, aumentando la
severidad del problema.

Es asi como la cloroguina, principal agente
antimalarico de uso comun debido a su eficiencia,
baja toxicidad y costo, ahora frecuentemente
fracasa en el control de la enfermedad (1).
Aunque otros antimalaricos sintéticos se
encuentran disponibles, algunos presentan
efectos colaterales, alto costo y, ademas, el
parasito también llega a desarrollar resistencia.
El mecanismo por el cual los parasitos adquieren
resistencia a clorogquina no se ha establecido
hasta el momento; de ahi que sean necesarios
los estudios que lleven a un mejor entendimiento
de las bases moleculares.

Los agentes quimioterapéuticos ampliamente
utilizados para el control de esta enfermedad
estan reducidos a dos grupos: el primero,
constituido por inhibidores de |la via de los folatos
como la pirimetamina y el cicloguanil, y el
segundo, por medicamentos derivados de la
quinolina como la cloroquina, la mefloquina, la
amodiaquina y la quinina.

Peterson, en 1988, pudo establecer que la
resistencia in vitro a los inhibidores de la via de
los folatos es conferida por mutaciones puntuales
en el gen de la dihidrofolatoreductasa (DFHR),
mutaciones que llevan a modificaciones en la
enzima blanco (3). Por el contrario, el mecanismo
por el cual el pardsito adquiere resistencia a
medicamentos derivados de la quinolina no se
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ha establecido hasta el momento; el Gnico rasgo
persistente que distingue parasitos resistentes,
es la disminucion en la acumulacién del
medicamento en el interior del parasito.

Una de las hipdtesis que se han formulado para
explicar este fenomeno, se basa en experimentos
realizados in vifroen los que se observa un rapido
eflujo del medicamento desde el interior de la
célula, eflujo que puede ser revertido por
verapamil (4). Hallazgos analogos a éstos se
habian reportado ya en células tumorales de
mamifero resistentes a medicamentos, en las
cuales el mecanismo de resistencia esta definido
por un aumento en el eflujo del medicamento
mediado por una P-glicoproteina, localizada en
la membrana plasmatica de la célula y la cual
funciona como una bomba de eflujo dependiente
de ATP. La glicoproteina esta codificada por un
gen denominado MDR (gen de resistencia
multiple a drogas), el cual hace parte de una
familia de genes MDR; los miembros de esta
familia de genes se caracterizan por su
amplificacion y/o sobre-expresién en células
tumorales de mamiferos resistentes a
medicamentos (5). En 1989, se identificaron dos
genes homologos a MDR en P falciparum, los
cuales fueron denominados pfmdri y pfmdr2 (6).
En estudios realizados posteriormente, se
encontro el gen pfmdr1 amplificado y sobre-
expresado en cepas resistentes a cloroquina,
mefloquina y quinina; ademas se pudo establecer
que la proteina producto del gen presenta las
caracteristicas tipicas de las P-glicoproteinas, lo
cual llevé a suponer que realmente en P
falciparum podia operar un mecanismo similar
al gue ocurre en mamiferos mediado por pfmdr1

7).

En 1990, se presentaron serias evidencias que
dejaban en entredicho la relacion entre el gen
pfmdr1 y la resistencia a medicamentos; se
encontré que el fenotipo resistente no segregaba
con el gen pfmdr1 en un cruce genético (8) y
que se presentaba un aumento en la resistencia
a cloroguina acompanada de una disminucion en
la expresion del gen y en el nimero de copias
del mismo (9). En 1994, al expresar el tipo
silvestre del gen pfmdr1 en células CHO (células
de ovario de hédmster chino), se observé un
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aumento en la sensibilidad a cloroquina, oca-
sionada por un aumento en la acumulacion del
medicamento, a partir de lo cual se postuldé que
la P-glicoproteina producto del gen podria estar
mediando la acumulacion de cloroquina y no su
eflujo (10). Aunque en otros organismos se ha
observado que la proteina producto del gen
pfmdr1 puede actuar regulando el pH de
organelos acidos (11) y también como trans-
portador de moléculas (12), su funcion en el
parasito aun no se ha establecido.

Por otro lado, estudios recientes han identificado
otros mecanismos que podrian dar origen al
fenotipo resistente. Uno de ellos involucra un
intercambiador Na*/H* como responsable del
transporte del medicamento (13); la disminuida
afinidad por éste en parasitos CQR, sugiere que
la disminucién en la acumulacion de la cloroquina
en el parasito es un evento minimo necesario
para que surja el fenotipo CQR (14).
Adicionalmente, se han asociado complejos
polimorfismos en una proteina denominada CG2,
codificada por un segmento ubicado dentro del
posible determinante de la CQR. Esta proteina
se localiza en la periferia del parasito y en
asociacion con la hemozoina de la vacuola
digestiva, donde se cree que ésta actia (15).

Puesto que el gen pfmdri fue inicialmente
asociado con la resistencia a cloroquina, a
mefloguina y a otros medicamentos utilizados, y
gue los estudios realizados son controvertidos,
es claro que se necesitan mas estudios a nivel
molecular que lleven a corroborar o refutar la
relacion entre el gen y el mecanismo que confiere
resistencia a estos medicamentos. En este
trabajo se estudid la expresion del gen pfmdri a
lo largo del ciclo de vida asexual del parasito y
su relacion con la respuesta in vitro a
medicamentos exhibida por diferentes cepas de
FP. falciparum. Se estudiaron las cepas
colombianas FCB-1 y FCB-2 y se tomaron como
referencia una cepa sensible (Haiti 135) y otra
resistente (Palo Alto).

Materiales y métodos
Preparacicn de la sonda

Para obtener una sonda especifica, necesaria
para reconocer el mensajero del gen pfmdr1 en
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cepas colombianas de P, falciparum, se amplificd
un fragmento del gen utilizando la reaccién en
cadena de la ADN polimerasa (PCR) y un par de
iniciadores especificos, disefiados con base en
la secuencia del gen informada por Foote en 1989
(1); los oligos flanquean la region codificadora
del gen comprendida entre el nucledtido 2 y 965,
dando lugar a un producto PCR de 963 pb. La
reaccion se llevo a cabo bajo las siguientes
condiciones: bufferde la Taq polimerasa (50 mM
de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 9,0 a 25 C, 0,1%
Triton X-100), 4 mM de MgCl,, 10 pmoles de cada
iniciador, 100 ng de ADN de P falciparum, 200
UM de cada dNTP y 2,5 U de Tag polimerasa
(PROMEGA). Las muestras se sometieron al
siguiente perfil de amplificacion: un ciclo de 5
minutos a 95 °C y 5 minutos a 75 °C, 40 ciclos
de denaturacién a 95 °C durante un minuto,
anillaje a 39 °C durante 2 minutos (temperatura
calculada a partir de la composicién de bases
de los oligos) y extensién a 72 °C y un ciclo final
a 72 °C durante 5 minutos. El control de
amplificacion se llevd a cabo por electroforesis
en gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris-HCI
89 mM pH 8,0, acido bdrico 89 mM, EDTA 2,5
mM).

El preducto de amplificacion del tamarfio esperado
se purificd mediante aislamiento de la banda
correspondiente obtenida en geles de agarosa y
se clono utilizando el sistema pMOSBIue de
Amersham. La reaccién de ligacién inserto-vec-
tor (en relaciones molares 1:1, 2:1y 7,5:1) se llevd
a cabo a 16 °C durante 16 horas y las bacterias
pMOSblue fueron transformadas mediante
choque térmico. El rastreo de colonias posibles
recombinantes se llevé a cabo por PCR,
utilizando como plantilla el lisado celular de cada
colonia posible recombinante (colonias blancas);
este lisado se obtuvo resuspendiendo cada
colonia en 50 pl de agua estéril, llevando a
ebullicién durante 5 minutos y centrifugando a
15.000 rpm durante 5 minutos. La reaccion de
amplificacion se llevd a cabo en las condiciones
descritas anteriormente y el control se hizo por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, para
determinar cuales de las colonias presentaban
el inserto de interés.

Una vez se obtuvo una colonia recombinante se
procedié a confirmar que el fragmento clonado
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correspondiera al fragmento de 963 pb del gen
pfmdri; se aisl6 ADN plasmidico y se hizo un
ensayo de restriccién utilizando las enzimas Hind
Iy Bgl! Il. El tamafio de los fragmentos
esperados se calculé a partir del mapa del vec-
tor y de la secuencia del fragmento.

Cultivo y sincronizacion de parasitos

Se utilizaron las cepas colombianas FCB-1, FCB-
2 y dos cepas de referencia: Haiti 135 (sensible)
y Palo Alto (resistente), cultivadas segtn el
método de Trager y Jensen (16). Los cultivos se
sincronizaron utilizando un método de
sincronizacion estricta (17), el cual combina
tratamientos sucesivos de sorhitol (18)-Percoll
(19)-sorbitol. Después del Ultimo tratamiento con
sorbitol, los parasitos fueron mantenidos en
cultivo hasta alcanzar las 20, 44 o 48 horas de
desarrollo; en ese momento se recolectaron y
se liberaron del eritrocito, por tratamiento con diez
voliumenes de saponina al 0,15% en HBS
(HEPES 0,02 M, pH 7,4, NaCl 0,16 M) a 37 °C
durante 15 minutos; se lavaron dos veces con
HBS centrifugando cada vez a 5.000 rpm. Por
ultimo, el pellet de parasitos se guardd a -70 °C
hasta el momento de la extraccién de ARN.

Extraccion de ARN

Se tomaron 2x10° parasitos, los cuales fueron
lisados con solucidn que contenia 4 M de
isotiocianate de guanidina, 25 mM de citrato de
sodio pH 7,0, 0,5% de sarkosilato de sodioy 0,1
M de B-mercapto-etanol; las proteinas fueron
separadas mediante extraccion fenol-cloroformo.
El ADN nuclear fue fragmentado mediante
homogenizacion con aguja No. 20 y separado
por ultracentrifugacion a 42.000 rpm durante 20
horas a 20 °C (ultracentrifuga Hitachi SCP70H2)
en colchones de cloruro de cesio (5,7 M). El pel-
fet de ARN fue resuspendido en solucién de Tris
10 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, 0,1% SDS vy
precipitado con 2,5 volimenes de etanol en
presencia de acetato de sodio 0,3 M; el ARN
recuperado por centrifugacidn se lavo con isopro-
panol al 70%, se seco al vacio y se resuspendio
en agua tratada con dietil- pirocarbonato (DEPC)
(20). La cantidad y concentracion del ARN
extraido se determind por espectrofotometria a
260 nm.
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Siot-blot de ARN total

El ARN se denaturé a 65 °C durante 15 minutos
en tres volimenes de solucion (1:1 v/v) de
formaldehido al 37% y 20xSSC (NaCl 3 M, citrato
de sodio 0,3 M, pH 7,0); se filtr6 a través de una
membrana de nylon (Amersham), utilizando el
Bio-Dot SF Apparatus de Bio-Rad y se fijé
durante 40 segundos con luz UV (254 nm),
utilizando el Stratalinker UV Crosslinker de
Stratagene. Las membranas se prehibridizaron
a 42 °C por dos horas en 6xSSPE (NaCl 1,08 M,
fosfato diacido de sodio 60 mM, EDTA 6 mM pH
7,0), solucion blogueadora Denhardt, sulfato de
dextrano 5%, formamida 50% y 100 pg/ml de
ADN esperma de salmén denaturado por
calentamiento a 90 °C y enfriado rapidamente
en hielo. Finalizado el tiempo de prehibridacion,
se adiciond la sonda denaturada (vector
pMOSBIlue gue contiene el fragmento de 963 pb
del gen pfmdr1, linearizado y marcado radiac-
tivamente por amplificacion con el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa utilizando
iniciadores al azar, random priming), y se incubé
a 40 °C durante 16 horas (21). Finalizada la
hibridacidn, se hicieron dos lavados rapidos con
6xSSC, 0,1% SDS, dos lavados de 20 minutos
con 2xSSC, 0.1% SDS y un lavado final con
0,1x8SC, 0,1% SDS a temperatura ambiente.
Las membranas se dejaron secar y se
expusieron en peliculas fotograficas MP de
Amersham a -70 °C.

Resultados y discusion
Preparacion de la sonda

La reaccion en cadena de la polimerasa nos per-
mitio amplificar un fragmento ADN de P
falciparum, utilizando dos iniciadores especificos
que reconocian el gen pfmdr1; estos iniciadores
se disenaron en tal forma que dieran lugar a un
producto de 960 pb aproximadamente. Como se
muestra en la figura 1, la reaccién de amplifi-
cacion mostré ademas del fragmento esperado,
un fragmento de 300 pb aproximadamente, que
posiblemente correspondia a uniones menos
especificas de los iniciadores en el mismo gen
pfmdr1, a uniones en el gen pfmdr2, con el cual
presenta un porcentaje de homologia del 53%
(6) 0 a union con otros genes relacionados. El
fragmento del tamafo esperado fue purificado,
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grandes diferencias enfre el sistema con
verapamil y el sistema sin verapamil, son
catalogadas como resistentes a cloroquina,
mientras que cepas con diferencias pequehas
son catalogadas como sensibles (30).

En un estudio anterior, FCB-1, FCB-2 y Palo Alto
fueron clasificadas como cloroguinorresistentes,
indicando un rapido eflujo del medicamento en
estas cepas, mientras que Haiti 135 fue
catalogada como cloroguinosensible, indicando
un eflujo lento del mismo; de acuerdo con esos
resultados y los presentados en este frabajo, se
puede sugerir que el fenotipo de répido eflujo
parece no estar directamente asociado con la
expresion del gen pfmdr1, pues la gran diferencia
entre los niveles de expresion del gen en las
cepas colombianas (figura 3) no coincide con la
expulsion similar de cloroguina que presentan
estas cepas.

Otros autores han planteado que la proteina
producto del gen pfmdr1 puede actuar no como
una bomba de eflujo del medicamento, sino como
regulador en la acumulacion del mismo (10); de
ese modo, 1as cepas con una mayor expresion
del gen favorecerian la acumulacién de
cloroquina, provecando una mayor sensibilidad
al medicamento, y las cepas con menor expresion
presentarian menor sensibilidad. De acuerdo con
este planteamiento, se esperaria que las cepas
mas sensibles presentaran niveles mas altos del
transcrito y las mas resistentes los niveles mas
bajos; sin embargo, esto no ocurre con las cepas
analizadas en este estudio; por el contrario, la
cepa susceptible a cloroquina es una de las que
presenta los niveles mas bajos de expresion,
mientras que las cepas resistentes presentan
mayores niveles del transcrito. De estos
resultados podemos sugerir que la expresion del
gen pfmdr1 no estd directamente relacionada con
la sensibilidad a cloroguina como plantean
algunos autores (10, 11).

Este es el primer estudio realizado en cepas
colombianas sobre las bases moleculares que
ocasionan la resistencia a cloroquina; de los
resultados presentados en este estudio se puede
sugerir que, para estas cepas, la expresion del
gen pfmdr1 no esta directamente relacionada con
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el fenotipo de rapido eflujo ni con la resistencia a
cloroquina, mefloquina y amodiaquina.
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