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Abstract. Two Plasmodium species are responsible of the
major global malaria burden. P. falciparum, due to high
mortality and morbidity rates and P. vivax, though less
pathogenic, it has a high socioeconomic impact and recently
has been associated with severe and fatal cases. Currently,
there are a large number of reports from endemic regions
where P. vivax susceptibility to CQ is diminished. It is
believed that two phases are involved in the development of
resistance to antimalarial. An initial genetic event produces
a resistant mutant, it gives a survival parasite advantage
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over the drug. Then, resistant parasites are selected and
eventually resulting in a parasite population that is no
longer susceptible to treatment. It is necessary a single
or more independent genetic events occurring to generate
resistance, however, these are spontaneous, rare and occur
randomly, regardless of the drug used.

Based on P. falciparum model was studied CQ resistance to
P vivax. In Plasmodium only two proteins have been related
to chloroquine resistance, the CRT and MDRI proteins. In
P. falciparum a principal role of PfCRT was demonstrated,
while PIMDRI is considered a CQ resistance modulating
molecule. In contrast, in P. vivax the role of these proteins
is partially known and no other molecular marker has been
studied. Antimalarial drug resistance is a major public
health problem, analysis of the malaria situation shows the
transmission control is far to be reached.

Resumen. Dos especies de Plasmodium son responsables de la carga
mundial de la malaria, P, falciparum, debido a las altas tasas de mortalidad
y morbilidad y P, vivax, que aunque menos patdgeno, tiene un alto impacto
socioeconomico, y recientemente se ha asociado con casos graves y fatales.
Actualmente, hay una gran cantidad de reportes de regiones endémicas
para P. vivax, donde la susceptibilidad a CQ se ve disminuida. Se cree
que dos fases estan involucradas en el desarrollo de la resistencia a los
antipalidicos. Un evento genético inicial produce un mutante resistente,
que proporciona una ventaja parasitaria de supervivencia sobre el farmaco.
Luego, se seleccionan los parasitos resistentes y eventualmente se produce
una poblacioén de parasitos que ya no es susceptible al tratamiento. Es
necesario que ocurran un unico o mas eventos genéticos independientes
para generar resistencia; sin embargo, estos son espontaneos, raros y
ocurren al azar, independientemente del farmaco utilizado.

La resistencia a CQ en P. vivax fue estudiada basandose en el modelo
de P. falciparum. En Plasmodium solo dos proteinas se han relacionado
con la resistencia a la cloroquina, las proteinas CRT y MDR. En P,
falciparum se demostrd un papel principal de PfCRT, mientras que
PfMDRI se considera una molécula moduladora de la resistencia a CQ.
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Por el contrario, en P. vivax, el papel de estas proteinas es parcialmente
conocido y no se ha estudiado ningiin otro marcador molecular. La
resistencia a los medicamentos antipaludicos es un importante problema
de salud publica, el analisis de la situacion de la malaria muestra que el
control de la transmision esta lejos de ser alcanzado.

Palabras clave: resistencia, malaria, Plasmodium, vivax, cloroquina.

Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del filo
Apicomplexa, familia Plasmodiidae y género Plasmodium. La transmision
natural de la infeccion por Plasmodium ocurre por la exposicion a las
picaduras de mosquitos Anopheles hembras infectadas con el parasito. La
malaria humana es causada por cinco especies de Plasmodium, que son: P
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale (sub especie curtisi y sub especie
wallikeri) y mas recientemente se ha incluido la especie P. knowlesi, que
infecta naturalmente a los primates no humanos de las especies Macaca
fascicularis y Macaca nemestrina [ 1,2]. Sin embargo, ademas de P. knowlesi,
existen reportes de otras especies de Plasmodium que infectan primates
no humanos y que pueden ser transmitidos al hombre como Plasmodium
cynomolgi en Asia y Plasmodium brazilianum y Plasmodium simium
en las Américas [3-7]. De éstas, dos especies son las mas prevalentes
y de mayor impacto en la enfermedad: P. falciparum, debido a los altos
indices de mortalidad y morbilidad y P. vivax, que aunque menos grave,
es de gran impacto socioecondmico y ha sido recientemente asociada con
muertes humanas, por aumento de virulencia del parésito [8].

La infeccion por Plasmodium se presenta con tres cuadros clinicos:
infeccion asintomatica, enfermedad moderada o enfermedad grave.
La diversidad de las presentaciones clinicas estd determinada por
interacciones complejas entre el huésped, el parasito y los factores
ambientales (Figura 1).

Los casos de infeccion asintomatica son altamente prevalentes en

regiones endémicas, donde los individuos presentan parasitemias
bajas [9], convirtiéndose en importantes reservorios del parasito,
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manteniendo la transmisiéon de la enfermedad en estas regiones. La
infeccion asintomdtica estd relacionada con la inmunidad clinica
contra Plasmodium, que es adquirida por la exposicion continuada de
los individuos al parasito en areas endémicas. Los principales factores
asociados a esta inmunidad clinica son: carga parasitaria, capacidad
vectorial [10], edad [11], polimorfismos del parasitos y del hospedador,
tiempo de residencia en la zona y niimero de los episodios de malaria
[12]. Esta inmunidad contra Plasmodium es suficiente para proteger al
individuo contra la enfermedad, pero no contra la infeccion [13].

e N
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Figura 1. Factores relacionados con la infeccion por Plasmodium en
el huésped vertebrado. Un individuo infectado puede progresar de una
presentacion clinica a otra.

Fuente: Modificado de [13].
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La fiebre es el sintoma caracteristico de la malaria, que generalmente esta
acompafiada por dolor de cabeza, escalofrios, diarrea, letargia, tos, dolor
abdominal y/o muscular [ 14]; en manifestaciones mas graves pueden ocurrir:
anemia, hipoglucemia, hipotension, hemdlisis intensa, acidosis metabolica,
sangrado espontaneo, hepatitis, insuficiencia renal aguda, insuficiencia
respiratoria, convulsiones, coma y afeccion de multiples 6rganos [15].

La infeccion por P. falciparum es bien conocida por provocar la
forma mas grave de la enfermedad, esto ocurre debido a una serie
de caracteristicas Unicas de la especie como: elevada velocidad de
multiplicacion del parasito tanto en reticulocitos como en eritrocitos,
citoadherencia de los eritrocitos infectados a los endotelios y produccion
de toxinas inducida por activacion de las respuestas inflamatorias [13].

Historicamente la infeccion por P. vivax fue caracterizada por ser
benigna, debido a los bajos niveles de letalidad comparada con la
malaria por P. falciparum. Sin embargo, este patron se ha modificado,
debido a la ocurrencia de casos graves de la enfermedad provocada
también por esta especie. Actualmente, P. vivax es responsable de un
cuarto de todos los casos de malaria grave en regiones endémicas [16].
Las manifestaciones clinicas graves causadas por P. vivax incluyen
malaria cerebral, disfuncidon hepatica, insuficiencia renal aguda, anemia
grave, insuficiencia respiratoria aguda, sindrome de choque, sangrado
anormal y fallo de multiples 6rganos [17-26].

La resistencia a la CQ en P, vivax fue reportada casi 30 afios después de
los primeros reportes de resistencia a CQ en P. falciparum, en soldados de
Papua Nueva Guinea [27], y fue esparciéndose por el sur de Asia [16]. En
las Américas aparecieron los primeros casos de resistencia en P, vivax en el
afio 1998, en la Guyana, y al afio siguiente aparecieron los primeros casos
reportados en Brasil. Sin embargo, la CQ sigue siendo el tratamiento de
eleccion en la mayoria de las regiones endémicas para P, vivax [8], debido a
que su uso en combinacion con Primaquina, para eliminar los hipnozoitos,
mejora el efecto del medicamento sobre los parasitos de sangre.

Los estudios sobre el mecanismo de accion de la resistencia a la CQ
en P, vivax se han realizado utilizando como modelo el P. falciparum.
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Las proteinas ortologas de P. falciparum, la proteina transportadora de
resistencia a la CQ (CRT) [28] y la proteina de resistencia a multiples
drogas (MDRI1) [29] en P. vivax, fueron postuladas como marcadores
de la resistencia a la CQ. Esto ocurre principalmente por dos razones,
el P, vivax histéricamente fue menos letal que P. falciparum y, ademas,
la imposibilidad de mantener el P. vivax en cultivo in vitro. Mas
recientemente, tecnologias de nueva generacion han permitido hacer
analisis del genoma completo de los parésitos tanto de P. falciparum
[30-33] como de P. vivax [34,35] en busca de marcadores relacionados
con la resistencia a diferentes fairmacos. En estos estudios se han
observado diferencias en los resultados con relacion a las conclusiones
de estos estudios seglin la especie, mientras para P. falciparum han
sido de gran ayuda en la identificacién de marcadores de resistencia, en
P. vivax debe tenerse cuidado con el desarrollo de estos estudios debido
a las caracteristicas particulares de las infecciones por esta especie, con
relacion a la frecuencia de las infecciones policlonales, los niveles de
estructura de la poblacion y las tasas de endogamia de parasitos en las
diferentes regiones endémicas [34].

Epidemiologia de la malaria

La malaria es una enfermedad infecciosa reconocida como un problema
de salud publica en el mundo; aproximadamente la mitad de la poblacién
mundial esta en riesgo de ser afectada por la malaria [36]. En el afio de
2016, se estimd que ocurrieron 216 millones de casos en el mundo,
la mayoria éstos fueron reportados en la Region de Africa de la OMS
(90%), seguido por la Region del sudeste de Asia de la OMS (7%), y en
menor porcentaje la Region del Mediterraneo oriental de la OMS (2%).
De los 91 paises que informaron casos de malaria autdctona en 2016, 15
paises, todos de la Region de Africa subsahariana, fueron responsables
de 80% de la carga mundial de malaria. Se estima que la tasa de
incidencia de la malaria ha disminuido en un 18% a nivel mundial,
entre 2010 y 2016. La region del sudeste de Asia registrd la mayor
disminucion (48%) seguida por la Region de las Américas (22%) y la
Region de Africa (20%). P, falciparum es el parasito de la malaria més
prevalente en el Africa subsahariana, lo que representa 99% de los casos
de malaria estimados en 2016. Fuera de Africa, P vivax es el parésito
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predominante de las Américas, que representa el 64% de los casos de
malaria, y estd por encima del 30% en el sureste de Asia 'y 40% en las
regiones del Mediterraneo oriental. En Colombia, las regiones donde es
prevalente la malaria son el bajo Uraba, Cordoba, la costa Pacifica y los
Llanos Orientales, y se presenta en las zonas de estas regiones donde las
condiciones ambientales favorecen la transmision (altura-temperatura-
presencia del mosquito transmisor) [37]. Las muertes globales por
malaria reportadas en el afio de 2016 fueron estimadas en 445.000, la
Region Africana fue responsable del 91%, seguido por la Region del
sudeste asiatico (6%); un total de 15 paises representaron el 80% de
la malaria global; en ese grupo de paises se incluye la India, todos los
demas paises son de Africa sub-sahariana [38]. Dos especies son las de
mayor prevalencia y producen gran impacto en la carga de la malaria:
P. falciparum, por su alta tasa de mortalidad y morbilidad y, P. vivax,
aunque menos patogénico, tiene un gran impacto socio econdmico.
También, hace aproximadamente diez afos, esta especie fue asociada
con casos severos y enfermedad fatal [8].

La infeccion por P. falciparum es mas severa debido a caracteristicas
unicas de la especie, tales como (a) alta velocidad de multiplicacion
del parasito tanto en reticulocitos (eritrocitos jovenes) como en
eritrocitos, (b) citoadhesion de los eritrocitos infectados al endotelio
y (c) produccién de toxinas inducidas por activacion de respuestas
inflamatorias [13]. A través de la historia de la malaria, la infeccion
por P. vivax se caracterizd por ser benigna, con menores tasas de
mortalidad al ser comparada con P. falciparum. Sin embargo, este
patrén ha cambiado debido a la aparicion de reportes de casos de
malaria severa en las areas endémicas [16]. La especie P. vivax es la
especie de Plasmodium de mayor distribucion en el mundo; ha sido
mas dificil de controlar y de eliminar que otras especies. Asi como P,
falciparum muestra caracteristicas propias de especie, P. vivax también
tiene algunas caracteristicas bioldgicas propias de especie que favorecen
el desarrollo de la enfermedad en el hombre: (a) durante la infeccion
primaria, una parte de los parasitos que infectan el higado, se quedan
en ¢l en estado latente, dando la posibilidad de multiples recaidas,
que pueden ser subsecuentes si el tratamiento no es el indicado para
eliminar estos estadios hepaticos, llamados hipnozoitos. Las recaidas
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favorecen la sobrevivencia del parasito, ya que aseguran la transmision
del mismo, incluso en ambientes con condiciones climaticas hostiles
para el desarrollo del mosquito vector, (b) aparicion temprana de los
gametocitos maduros durante el curso de la infeccion, lo que asegura
que el parasito sea transmitido antes que el tratamiento sea iniciado,
y (c) una eficiente transmision del gametocito, ya que esta especie es
la que desarrolla los esporozoitos mas rapidamente que cualquier otra
especie de Plasmodium que afecta humanos [8].

La inversion en programas de control e investigacion contra la malaria,
con la participacién de gobiernos de paises con malaria endémica y
socios internacionales, sigue siendo establecida, con el objetivo de
mejorar el control de la transmision del pardsito y la eliminacion de la
enfermedad a nivel mundial. La mayoria de las inversiones (74%) en
2016 se hicieron en la Region de Africa, seguidas por las regiones del
sudeste Asidtico (7%), el Mediterraneo oriental y las Américas (cada
uno, 6%), y en el Pacifico occidental (4%) [38].

Los esfuerzos para el control de la malaria se realizan continuamente,
por medio de la entrega de productos basicos para su control en las
areas endémicas, que se detallan a continuacion. Uno de los materiales
que ha sido de gran beneficio para el control de la transmision ha
sido los mosquiteros tratados con insecticida. Entre los afos 2014 y
2016, se notifico un total de 582 millones de mosquiteros tratados
con insecticida entregados a nivel mundial, de éstos, se entregaron
505 millones en Africa subsahariana. También ha sido importante el
mejoramiento del diagnostico, utilizando diagnostico con pruebas
rapidas; un estimado de 312 millones de pruebas de diagndstico rapido
se entrego6 a nivel mundial en 2016. Uno de los mayores problemas para
el control ha sido, la resistencia del parasito a los antimalaricos, por lo
que la OMS ha recomendado terapias combinadas, que se refieren al
uso de medicamentos en los que se combinan principios activos que
tengan diferentes mecanismos de accion. Se estima que 409 millones
de tratamientos de terapia combinada basada en artemisinina (TCA)
fueron adquiridos en 2016 por los paises endémicos para tratar malaria.
Se inform6 que mas del 69% de estas adquisiciones se hicieron para el
sector publico. La mayoria de las distribuciones de TCA (99%) en 2016
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fue en la Region africana [38]. Sin embargo, analisis sobre la situacion
de malaria en el mundo muestran que después de afios de esfuerzos, el
control de la transmision esté lejos de ser alcanzada. Algunos desafios
que impiden que las capacidades de los paises sigan por buen camino
y avancen hacia la eliminacién incluyen: la falta de financiamiento
nacional e internacional sostenible y predecible, los riesgos que plantea
el conflicto en zonas endémicas de malaria, cambios climaticos, la
aparicion de resistencia parasitaria a las medicinas antipaludicas y la
resistencia de los mosquitos a los insecticidas. La OMS esta apoyando
respuestas de emergencia a la malaria en Nigeria, Sudan del Sur,
Venezuela y Yemen, donde las crisis humanitarias en curso plantean
graves riesgos para la salud. En el Estado de Borno en Nigeria, la OMS
apoyo el lanzamiento de una campafia masiva de administracion de
medicamentos (ACT) contra la malaria que alcanzd un estimado de
1,2 millones de nifios menores de cinco afios en areas especificas. Los
primeros resultados apuntan a una reduccidon en casos de malaria y
muertes en este estado [38].

Tratamiento de la malaria

La quinina fue el primer medicamento utilizado en el tratamiento de
la malaria. La quinina se encuentra en la naturaleza en la corteza de
arboles del género Cinchona. Desde el punto de vista molecular, la
quinina es una quinolina, es decir, un compuesto organico aromatico
heterociclico. Las quinolinas en si tienen pocos usos, pero sus derivados
poseen actividad farmacologica diversa. Estos han mostrado actividad
biologica como anticancerigenos, antimicrobianos, anticonvulsionantes
y antiinflamatorios [39]. En la década de 1930, se cred un programa
para el desarrollo de nuevos medicamentos que pudieran ser utilizados
como antimaldricos; a través de este programa fueron identificados y
desarrollados la CQ, los antifolatos y la primaquina.

En la década del 40, nuevas drogas se introdujeron como antimalaricos.
Quinina, cloroquina y mefloquina pertenecen al grupo de las quinolinas
(Tabla 1); se cree que éstos interfieren en el proceso de digestion de la
hemoglobina por el parasito que es importante para la supervivencia
del mismo en las etapas sanguineas [40]. Como se observa en la
Figura 2, la quinina, la cloroquina y la sulfadoxina / piremetamina
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permanecieron efectivas por periodos considerables después de los
primeros reportes de resistencia a los antimaldricos. La utilizacion de la
amodiaquina fue desautorizada durante un periodo de seis afios debido
a los efectos colaterales, principalmente la hepatotoxicidad, pero su uso
fue nuevamente aceptado, pues los beneficios percibidos superaban los
riesgos. El uso de la halofantrina (un tipo de quinolina) se restringio
debido a problemas de toxicidad cardiaca. Con la diseminacién de la
resistencia a la cloroquina, mefloquina y sulfadoxina y pirimetamina,
la OMS recomend¢ el uso de terapias combinadas. Por lo tanto, desde
1994, la artemisinina y sus derivados se han utilizado en combinacion
junto con otros antimalaricos (ACT del inglés, Artemisinin-based
Combination Therapies) [41], desde 2008, la resistencia a la artemisinina
en P. falciparum surgio en la frontera entre Tailanda y Camboya, como
una gran amenaza para el control y eliminacion de la malaria en todo el
mundo. La resistencia clinica a la artemisinina define un retraso en la
tasa de eliminacion del parésito de la sangre del paciente, después del
tratamiento con un derivado de artemisinina o con TCA. Recientemente,
se identificd un marcador molecular para la resistencia a la artemisinina,
el gen de P falciparum kelch 13 (pfkelchl3), que se encuentra en
el cromosoma 13 y codifica una proteina de 727 aminoéacidos. Las
mutaciones en la llamada region de hélice de la proteina Kelch (hélice
K13) se correlacionan estrechamente con la depuracion tardia del
parasito, que define el fenotipo de resistencia a la artemisinina. El gen
kelch consta de tres dominios: un dominio especifico de Plasmodium,
un dominio de BTB / POZ y el dominio de propulsor kelch. Aunque el
papel de la proteina K13 de P. falciparum es desconocido, evidencias
sugieren que estd involucrada en la respuesta celular al estrés oxidativo.
Después de la identificacion del gen k13 como marcador molecular para
resistencia a la artemisinina, se realizaron numerosos estudios para evaluar
el polimorfismo en este gen a partir de varias regiones endémicas de la
malaria. Mutaciones del gen kelch han sido asociadas con sobrevivencia
de parésitos en fase de anillo y retraso de tasas de eliminacion de parasitos
en pacientes tratados con derivados de artemisinina. En consecuencia, la
secuenciacion del dominio de hélice Kelch del gen k13 se ha convertido
en una herramienta importante en la vigilancia e investigacion de la
resistencia a la artemisinina en P. falciparum.
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Tabla 1. Clasificacion de los antimalaricos

segun la estructura quimica

Familia quimica Grupo funcional Medicamento
NH .
€ Cloroquina,
4-Aminoquinolinas N amodiaquina,
N piperaquina
Quinina, quinidina,
. mefloquina,
Aminoalcoholes HO\/\NH2 halofantrina,
lumefantrina
. 0] .
Sulfonamidas y N\ / Sulfadoxina,
sulfonas R/ S\ , sulfaleno, dapsona
. . roguanil,
B .
iguanidas HoN ” NH, cloroproguanil
N___NH,
o T T
Diaminopirimidina =N Pirimetamina
NH,
CH,
)»\/\/NH2
HN H
8-Aminoquinolinas N Primaquina
= O/CHS
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Familia quimica Grupo funcional Medicamento

Artemisinina,
artemeter,
artesunato,
dihidroartemisinina

Sesquiterpeno
lactonas

Naftoquinona Atovacuona

Azitromicina,
clindamicina,
doxiciclina,
tetraciclina

Antibioticos

Fuente: Elaboracion propia
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Clasificacion de los medicamentos antimalaricos

Los antimaléricos se clasifican de acuerdo con la estructura quimica
del compuesto (Tabla 1) y por la actividad antimalérica sobre un tejido
especifico.

1631910 I/ Quinina|
1945-1957 [ Chloroquinal
osiaen N |.._....[_Amodiaquing
1967-1967 S/P
197721982 [ Mefloguina|
19881990 [ Halo
wos [ ATl
1996-2002 Ato/Pg|
1632 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2008

LA I l | I I |

R-S/P
RS/P - Alks
SEAsia S America

Figura 2. Representacion de la historia de los medicamentos utilizados como
antimalaricos hasta 2008. La intensidad del color muestra el periodo en que
los medicamentos fueron mas efectivos, el intervalo en afios, el periodo en que
fueron empledos y los circulos de colores la cronologia en que fue apareciendo
la resistencia

Fuente: Modificado de [41]

Clasificacion de antimalaricos por la actividad sobre el tejido

- Esquizonticidas de tejido: Utilizados para prevenir las recaidas, actuan
en el tejido hepatico, combatiendo los hipnozoitos que son propios de
las especies de P. vivax y P. ovale. La primaquina y la pirimetamina son
los antimalaricos que tienen actividad sobre este tejido.

- Esquizonticidas sanguineos: Actuan sobre las formas sanguineas del
parasito (anillos, trofozoitos, esquizontes) y, por lo tanto, en el control de
la malaria clinica. Estos incluyen CQ, artemisinina, quinina, mefloquina,
halofantrina, pirimetamina, sulfadoxina, sulfonas, tetraciclinas, etc.
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- Gametocidas: Destruyen las formas sexuadas del parasito en la sangre
evitando la transmision al mosquito vector. La CQ y la quinina tienen
actividad gametocida contra P. vivax y P. malariae, pero no contra P.
falciparum [42]. La primaquina tiene actividad gametocida contra todos
los Plasmodium, incluyendo P. falciparum [43].

- Accidn sobre oocistos: Impiden el desarrollo de los oocistos en el
mosquito evitando la transmision de la infeccion. Los antimalaricos que
presentan esta accion son la primaquina y el cloroguanida [44].

Tratamiento de la malaria por Plasmodium vivax

En Colombia, el tratamiento convencional para la malaria por P. vivax
es de 25 mg de CQ base por kg de peso durante tres dias consecutivos,
combinada con primaquina 0,25 mg base por kg de peso, una vez al dia
durante 14 dias consecutivos [45]. Sin embargo, el tratamiento varia
segun las regiones geograficas, y de acuerdo con el nivel de resistencia
geografica del parasito al medicamento y de las politicas internas de
cada pais respecto al mismo (Tabla 2) [38].

La CQ fue introducida como tratamiento antimaldrico en la década del
40y se convirti6 rapidamente en el tratamiento de eleccion, debido a sus
ventajas sobre los otros antimalaricos: bajo costo, baja toxicidad, buena
eficacia, facil administracion y seguridad en el tratamiento de nifios
y mujeres embarazadas [46, 47]. Este es un esquizonticida sanguineo
tanto para P. vivax como para P. falciparum. Aunque es potente contra
los gametocitos de P. vivax no presenta esta misma actividad contra los
gametocitos de P. falciparum [42].

Alrededor del 90% de la CQ es absorbida en el tracto gastrointestinal,
siendo ampliamente distribuida por el cuerpo, debido a la fijacion en
diferentes tejidos como higado, rifion, bazo, pulmon, etc. Los niveles
sanguineos terapéuticos persisten durante 6 a 10 dias y tienen una vida
media de 1 a 2 meses. El medicamento se excreta por los rifiones y el
remanente se convierte en metabolitos activos en el higado, siendo el
principal de ellos la desetilcloroquina [48].
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Las concentraciones de CQ minimas eficaces para suprimir los parasitos
de P. vivax sonde 15 y 30 ng por mL en plasma y suero, respectivamente.
Como el metabolito desetilcloroquina puede actuar contra P. vivax, se
puede suponer que aislados de P. vivax susceptibles a la CQ pueden ser
eliminados de la sangre por concentraciones mayores de 10 ng por mL
de CQ y de su metabolito en plasma [49].

La primaquina es coadministrada con la CQ para prevenir las recaidas
debido a los hipnozoitos, pero la efectividad depende del régimen
curativo radical completo de dos semanas [50]. La primaquina no es
recomendada para el tratamiento de gestantes, nifios menores de seis
meses e individuos con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD), por la susceptibilidad a la accién de agentes oxidantes que
conlleva el riesgo de presentar anemia hemolitica [2].

Mecanismos de accion de la cloroquina en Plasmodium

En la fase intraeritrocitica del Plasmodium, el parasito utiliza la
hemoglobina como la principal fuente de aminoacidos para su
crecimiento y maduracion. La hemoglobina es captada por el citostoma,
transportada a la vacuola digestiva (VD) donde es degradada en pequeiios
fragmentos [57] por la accion de las proteasas asparticas, proteasas de
cisteinas, plasmepsinas, y falcipales, a un pH de 5,0 a 5,5 [58-60]. En
este proceso ocurre la liberacion del residuo, denominado heme, que es
toxico para el parasito. Sin embargo, a través de un mecanismo natural de
desintoxicacion del pardsito, éste sufre oxidacion a hierroprotoporfirina
IX y se acumula en la VD en forma de cristales insolubles e inertes,
denominados pigmentos malaricos o hemozoina [61].

Se cree que en P. falciparum la actividad antimalarica de la CQ ocurre
en el VD, como es propio de las quinolinas. La CQ es permeable a las
membranas y puede, por lo tanto, difundirse desde el medio extracelular
hasta el VD [62,63]. Sin embargo, dentro del VD la CQ permanece en
su forma protonada (principalmente di-protonada) y por consiguiente,
una forma menos permeable a las membranas [64]. En el VD, la CQ
se une a la protoporfirina IX en sus formas oxidadas de hematina o
cristalina beta-hematina, evitando su biocristalizacion a hemozoina
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y causando la acumulacion de estas sustancias en el interior del VD
[65]. Esta acumulacion produce estrés oxidativo en el parasito debido al
aumento de las especies reactivas del oxigeno, que es considerado como
la consecuencia final del mecanismo de accion de la CQ, debido al dafio
en los componentes celulares que lleva a modificaciones estructurales y
pérdida de la funcion bioldgica [66-67].

El mecanismo de accion de la CQ en Plasmodium se ha estudiado
basandose en el modelo de P. falciparum por dos razones principales:
1) historicamente P. vivax fue menos fatal que P. falciparum y 2) las
dificultades de mantener el P. vivax en cultivo continuo. Siendo asi,
poco se sabe sobre el mecanismo de accidon de la CQ en esta especie.

Otros tratamientos en la malaria por Plasmodium vivax

Mefloquina. Esta es altamente eficaz contra la malaria por P. vivax
resistente a la CQ. Esta es recomendada en regiones donde la resistencia
de P. falciparum a la mefloquina no ha sucedido [51].

Sulfadoxina-Piremetamina. El P. vivax muestra un cierto grado de
“resistencia innata” a la sulfadoxina, que puede ser aumentada por
la presion de la droga. El residuo 585 en la proteina PVDHPS es
responsable de esta resistencia y las mutaciones en los codones que
codifica para los residuos 383 y 553 podrian ser responsables por la
resistencia adquirida desarrollada por el uso intensivo generalizado de
sulfadoxina y otras sulfamidas[52]. Con respecto a la pirimetamina, las
mutaciones en los codones que codifican para los residuos 57, 58, 61
y 117 en la proteina PVDHFR fueron asociados con el fracaso clinico;
estas mutaciones se encuentran en la mayoria de los paises endémicos
para la malaria, lo que compromete potencialmente la eficacia de este
medicamento [53-55].

Terapias combinadas con artemisinina (TCA). En el afio 2009, 81 paises
con prevalencia de malaria adoptaron las TCA como primera linea de
tratamiento de la malaria complicada por P. falciparum. En las Islas
Salomoén, Vanuatu, PNG, Papua e Indonesia las TCA fueron adoptadas
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como tratamiento de primera linea para cualquiera de las especies [8]. La
OMS recomendo utilizar las TCA para el tratamiento de P. vivax en areas
donde ocurre resistencia a la CQ y / o en las localidades donde las TCA
se utilizan como tratamiento de primera linea para P. falciparum, con la
excepcion de la combinacion artesunato-sulfadoxina-pirimetamina, por
los antecedentes con la combinacién sulfadoxina-piremetamina[45].
Las TCA también se utilizan para tratar infecciones por especies mixtas.
En regiones coendémicas, ambas especies (P. vivax y P. falciparum)
comparten vectores y hospederos humanos que son frecuentemente
sujetos a fuerzas similares de seleccion. Por lo tanto, se supone que el
uso generalizado de TCA contra P. falciparum puede ejercer presion
selectiva sobre las poblaciones de P. vivax. En P. vivax fue idenificado
un gen ortologo del gen pfkl3 en P. falciparum, éste fue denominado
pvki2 (localizado en el cromosoma 12). Estudios han mostrado parésitos
mutantes para el gen pvk/2, dos mutaciones no sindénimas fueron
descritas en los codones G372A y C516T, a frecuencias muy bajas en
Camboya, donde la resistencia a la artemisinina en P. falciparum surgio
por primera vez [56].

Tabla 2. Listado de tratamientos
para malaria en la Region de las Américas segun la especie
de Plasmodium y el cuadro clinico del paciente

AMERICAS P. falciparum P. vivax

No complicada Grave Tratamiento
confirmada

Argentina AL+PQ -- CQ+PQ
Belice CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Bolivia AL AS CQ+PQ(7d)
Brasil AL+PQ; :I\S/Ii(éli CQTPQ(7d);
AS+MQ+PQ ON+CL CQ+PQ(14d)
Colombia AL+PQ AS CQ+PQ(14d)
. CQ+PQ(7d);

+

Costa Rica CQ+PQ (1d) AS CQPQ(14d)
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AMERICAS P. falciparum P. vivax
No complicada Grave Tratamiento
confirmada
Republica CQ+PQ(1d) AS CQ+PQ(14d)
Dominicana
Ecuador AL+PQ AS A d)ﬁ’% (7d)
El Salvador CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Guyana
A AL AS CQ+PQ(14d)
Guatemala CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Guyana AL+PQ(1d) AM CQ+PQ(14d)
Haiti CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(14d)
Honduras CQ+PQ(1d) QN; AS CQ+PQ(14d)
México CQ+PQ AM CQ+PQ
Nicaragua CQ+PQ(1d) QN CQ+PQ(7d)
Panam AL+PQ(1d) QN 88:11; 8((173()1)
Paraguay AL+PQ AS CQ+PQ
Pera AS+MQ+PQ AS+MQ CQ+PQ(7d)
Suriname AL+PQ(1d) AS CQ+PQ(14d)
Venezuela AS+MQ+PQ AM; QN CQ+PQ(14d)

CQ- Cloroquina PQ- Primaquina MQ- Mefloquina AS- Artesunato AL-

Arteméter y Lumefantrina PG- Proguanil AQ- Atovaquone TCA-Tratamiento
combinado basado en Artemisinina QN-Quinina, d: dias

Fuente: [38]

Terapias preventivas de la malaria

Para proteger a las mujeres en areas de transmision de la malaria
moderada y grave en Africa, la OMS recomienda un tratamiento
preventivo intermitente en el embarazo (TPIE) con el medicamento
antipaludico sulfadoxina- epirimetaminay para los nifios en edades entre
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3 y 59 meses que viven en areas de transmision altamente estacional
recomienda protegerlos mediante programas de “quimio prevencion de
la malaria”, los nifios reciben una dosis de sulfadoxina-pirimetamina
(SP) y de amodiaquina (AQ) durante tres dias, a razon de una vez al mes
en la época de lluvia. Sin embargo, la implementacion del programa no
esta disponible para la mayoria de los paises [38].

Factores relacionados con la eficacia y resistencia de los
antimalaricos

La eficacia terapéutica esta influenciada por factores relacionados con
el huésped humano (inmunidad), el parasito (resistencia a la droga)
y las variaciones individuales en la farmacocinética. La combinacion
de estos factores puede conducir al fracaso del tratamiento debido a
la mala absorcion y eliminacion rapida del antimalarico (por ejemplo,
diarrea o vomito), baja biotransformacion de los farmacos, reduccion de
la concentracion de la droga, baja adhesion del paciente al tratamiento e
interacciones medicamentosas [68].

Los estudios de eficacia terapéutica pueden ayudar a predecir la
resistencia a las drogas, pero para confirmarla es necesario probar la
recrudescencia del parésito en el paciente que ha recibido tratamiento,
0 sea aparicion de un caso clinico por fracaso del tratamiento, distinguir
entre parasitos provenientes de recrudescencia o de reinfeccion
(determinacion del genotipo los parésitos) y medir que la concentracioén
del farmaco o de sus metabolitos en la sangre sea la adecuada [68].

Por definicion, resistencia es la capacidad de una cepa de parasitos de
sobrevivir o multiplicarse a pesar de la administracion y absorcion del
farmaco que alcanza concentraciones toxicas para el parasito, siendo
¢ste administrado en dosis iguales o superiores a aquellas usualmente
recomendadas, pero dentro de la tolerancia del sujeto. EI componente
activo debe estar en contacto con el parasito o con el eritrocito infectado
durante el tiempo preciso para su accion normal. La resistencia cruzada
ocurre entre fAirmacos que pertenecen a la misma familia quimica o
que tienen modos de accion similares y la resistencia a multiples
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drogas ocurre entre compuestos de clases quimicas y modos de accion
diferentes. Hasta el momento, la resistencia se ha documentado en tres
de las cinco especies causantes de la malaria humana: P, falciparum, P.
vivax 'y P. malariae [68].

La disminucion de la eficacia del antimaldrico se manifiesta por
la reduccion de la velocidad de depuracion de la parasitemia inicial
(falla precoz del tratamiento) o por la incapacidad del antimalarico de
eliminar los parésitos de etapas sanguineas, permitiendo la produccion
de los gametocitos que son responsables de la transmision del genotipo
resistente (por ejemplo, falla tardia del tratamiento) [69].

Las razones de la aparicion de la parasitemia después de una terapia
esquizonticida sanguinea, puede deberse a una reinfeccion causada
por una nueva exposicion a la picadura del mosquito vector, una
recrudescencia originada por parasitos asexuales de la fase sanguinea
sobrevivientes a la terapia (cepas de Plasmodium resistentes) o una
recaida. El término recaida se refiere a la malaria clinica causada
por parasitos originarios de hipnozoitos (en P. vivax), estas pueden
ocurrir semanas o afios después del primer episodio de la parasitemia y
enfermedad clinica. En las infecciones por P. vivax, la recrudescencia
producida por la falla tardia del tratamiento es confundida por la
reinfeccion o recaida [69,70].

En general, distinguir entre recrudescencia, reinfeccion o recaida es dificil,
aunque es una necesidad critica en el analisis de la respuesta terapéutica.
Los parasitos genéticamente diferentes en una infeccion, pueden ser debido
auna reinfeccion o una recaida proveniente de hipnozoitos de un genotipo
distinto o un recrudecimiento debido a un genotipo que estaba en mino-
ria y no fue detectado originalmente. Por otro lado, los parasitos gené-
ticamente iguales causantes de parasitemias primarias y secundarias no
determinan recrudescencia, porque muchas veces los hipnozoitos se deri-
van del genotipo del parasito causante de la parasitemia primaria [70,71].

El genotipado molecular es una herramienta que permite la diferenciacion
entre la recrudescencia y la reinfeccion en P. falciparum. Sin embargo,
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en P, vivax varias metodologias fueron descritas pero sus aplicaciones
e interpretaciones todavia estan siendo investigadas [69]. Los métodos
disponibles actualmente son incapaces de distinguir entre recrudescencia,
recaida o reinfeccion, pues las infecciones de P. vivax son a menudo
policlonales, incluso en areas de baja transmision, lo que dificulta la
comparacion de las muestras pareadas, ademas de las bajas parasitemias,
lo que reduce la sensibilidad en la deteccion de clones minoritarios y
aumenta la incertidumbre de los resultados en el genotipado [70-73].

Surgimiento de la resistencia a los antimalaricos

Se cree que dos fases estan involucradas en el desarrollo de la resistencia.
En la primera fase, un evento genético inicial produce un mutante
resistente (mutacion de novo), que confiere al parasito una ventaja de
supervivencia frente a la droga. En la segunda fase, los parasitos resistentes
se seleccionan y empiezan a multiplicarse, eventualmente resultando
en una poblacion parasitaria que ya no es susceptible al tratamiento.
En algunos casos es necesario que ocurra un unico evento genético o
varios eventos independientes para generar resistencia [74]. Por lo tanto,
estos eventos genéticos son espontaneos, raros y ocurren aleatoriamente,
independientemente del farmaco utilizado. Estos se caracterizan por
mutaciones genéticas, alteraciones en el nimero de copias de los genes
que determinan el blanco de la droga o que afectan a las bombas que
regulan las concentraciones intraparasiticas de la droga [68].

En el caso de la resistencia de novo a la CQ estudios epidemiologicos
moleculares han sugerido que mutantes resistentes surgieron indepen-
dientemente en un namero limitado de lugares geograficos. En Africa,
la aparicion de la resistencia a la CQ no fue vinculada a la aparicion
de una mutacion de novo en la regidn, sino a la propagacion lenta
y gradual de los parésitos resistentes del Sudeste de Asia que llega-
ron finalmente a Africa Oriental, igual a lo ocurrido con los parasitos
altamente resistentes a la pirimetamina [75-76]. Contrariamente, la
resistencia a la mefloquina surgi6é rapidamente en la frontera oeste de
Camboya y en la frontera noroeste de Tailandia en la década de los 80
[77]. El cambio molecular que llevo a la resistencia a la mefloquina
ocurrid a partir de multiples eventos, independientes y en varios lu-
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gares geograficos [78]. Mientras que la resistencia a los antifolatos y
atovacuona surge mas frecuentemente y es facil inducirla en modelos
experimentales [79].

Factores que influencian el surgimiento de la resistencia

La aparicion de la resistencia en Plasmodium depende de multiples
factores. La tasa de mutacion del parésito tiene influencia directa sobre
la frecuencia con que la resistencia puede surgir. Aunque las tasas de
mutacion mas elevadas permiten la aparicion mas rapida de laresistencia,
también pueden conducir a una acumulacion de mutaciones deletéreas.
Debido al hecho de que las mutaciones asociadas con la resistencia a
los farmacos tienen un costo adaptativo, la ventaja selectiva adquirida
por la cepa resistente a la droga es equilibrada por el costo bioldgico
resultante de la funcidén alterada de la proteina mutada, este costo
puede ser balanceado por la adquisicion de mutaciones compensatorias
durante la presion prolongada a las drogas, como se observa en los
casos de las parasitemias elevadas. Los parasitos resistentes emergentes
en un area de alta transmision probablemente estardn presentes en
infecciones policlonales. Sin embargo, si las mutaciones que confieren
la resistencia a los fAirmacos estan asociadas con costos de adaptacion
significativa, es mas probable que los parasitos sensibles sobrevivan y
que la transmision de los resistentes sea deficiente [80].

La exposicion a medicamentos de manera inapropiada debido a
pobres propiedades farmacocinéticas (por causa de exposicion del
medicamento a factores que alteren sus propiedades), dosificacion
inadecuada o infecciones adquiridas durante la fase de eliminacion de un
tratamiento antimaldrico previo pueden resultar en parasitos expuestos
a concentraciones sub-terapéuticas de las drogas, lo que aumenta la
probabilidad de surgir los parasitos resistentes [80].

El surgimiento de parasitos resistentes también puede ser acelerado por
una fuerte presion selectiva de la droga, lo que disminuye la prevalencia
de parésitos sensibles del tipo silvestre. También la propagacion de
parasitos resistentes es afectada por el impacto de los antimalaricos en
los gametocitos, pues si la presion selectiva de la droga disminuye la
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viabilidad de los gametocitos sensibles en una infeccion policlonal y la
probabilidad de la transmision de parasitos resistentes aumentaria [80].

En éreas de alta transmision, los individuos gradualmente adquieren
inmunidad parcial y la infeccion es controlada, lo que puede también
reducir considerablemente el surgimiento y diseminacion de resistencia.
La inmunidad actia de forma no selectiva eliminando tanto las formas
sanguineas asexuales como las sexuadas, incluyendo los raros mutantes
de novo resistentes, mejorando de esta forma la tasa de curacion. Esto
reduce la ventaja de la transmision relativa de parasitos resistentes,
pues disminuye la probabilidad de producir un numero suficiente de
gametos [68].

Resistencia de P. vivax a la Cloroquina

La resistencia a la CQ de las dos especies que son causantes del mayor
nimero de casos y de muertes que afecta humanos, tuvo un desarrollo
histérico diferente. La resistencia de P. falciparum a la CQ fue descrita
por primera vez en 1959 y esta se ha extendido de tal manera, que la OMS
recomendo su uso solamente en areas especificas [36]. La resistencia del
P vivax a CQ apareci6 cerca de 30 afios después de la de P. falciparum
[16]. Varios factores bioldgicos del P. vivax pueden haber contribuido
en esta diferencia: (a) Los gametocitos de P. vivax aparecen temprano
en el curso de la infeccidon, y cominmente son transmitidos antes de
la exposicion al antimalaricos, (b) en las regiones endémicas, una alta
proporcion de infecciones en adultos son asintomaticas, comparada
con adultos infectados con P. falciparum, esto conlleva a una menor
exposicion del P. vivax a los antimalaricos que reduce la presion selectiva
de la resistencia a las drogas y (c) la especie vivax solamente invade
reticulocitos, esto mantiene una carga parasitaria muy baja, la que reduce
el chance de producir resistencia de novo y su propagacion [8].

La CQ permanece como tratamiento de eleccion en la mayoria de las
regiones endémicas para P. vivax excepto en Papua Nueva Guinea,
Papua, Indonesia, Islas Salomén y Vanuatu, donde los TCAs son
usados [8]. Se cree que la terapia combinada con primaquina, usada
para eliminar los hipnozoitos mejora la actividad de la CQ contra los
parasitos resistentes de estadios sanguineos [68, 81,82].
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A pesar de los casi 20 afios de evidencias de resistencia del P. vivax
a la CQ, los mecanismos de actividad de este antimalarico contra el
parasito ain no estdn bien comprendidos, y ademads, pocas técnicas
han sido estandarizadas para la determinacion de la resistencia a la CQ
[83,84]. El diagndstico de la resistencia a la CQ implica la medicion
de CQ y su metabolito, la desetilcloroquina (DCQ), en la sangre del
paciente el dia de la parasitemia recurrente. Para que el caso sea
considerado de resistencia, la suma de los niveles de cloroquina y su
metabolito (DCQ) deben exceder la concentracion minima efectiva
(CIM) de 100 ng por mL [85], concentracidn suficiente para eliminar
parasitos sensibles, sean originados de cualquiera de las tres posibles
formas de parasitemia: recrudescencias, reinfecciones o recaidas.
Los antimaléricos de larga acciéon como la CQ, retardan el tiempo de
la primera recurrencia del pardsito. La propagacion de los parasitos
de P. vivax puede ocurrir solamente si la concentracion de la CQ
en la sangre estd por debajo de la CIM. Los estudios clinicos han
demostrado que si la dosis recomendada de la CQ fue bien absorbida,
la parasitemia no puede ser detectable hasta aproximadamente 35 dias
después del inicio del tratamiento, tiempo en el cual la concentracion
de la CQ en la sangre se reduce por debajo de la CIM [85]. Por lo
tanto, cualquier recurrencia del parasito hasta los 28 dias después del
inicio del tratamiento es sospechosa de resistencia a la CQ [69].

Los primeros casos de resistencia a la CQ en P vivax fueron
documentados en soldados australianos repatriados de Papua Nueva
Guinea en 1989 [27] y desde entonces, reportes de resistencia a la CQ
fueron publicados a través del mundo. La falla terapéutica de la CQ en
P. vivax, antes o hasta el dia 28 después del inicio del tratamiento, se
describio en Afganistan, Brasil, Camboya, Colombia, Guyana, Etiopia,
India, Madagascar, Malasia (Borneo), Myanmar , Pakistan, Papia Nueva
Guinea, Pert, Republica de Corea, Islas Salomon, Sri Lanka, Tailandia,
Turquia, Vanuatu y Vietnam [84]. Sin embargo, solo en algunos de
estos estudios la concentracion de la CQ en la sangre se midid para
confirmar la resistencia. Por lo menos un caso real de resistencia a la
CQ con niveles adecuados de CQ en sangre fue confirmado en Brasil,
Etiopia, Indonesia, Malasia (Borneo), Myanmar, Papua Nueva Guinea,
Pert, Islas Salomoén y Tailandia [68].
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Sin embargo, la diferencia entre los niveles de resistencia entre localidades
en un pais y entre los diferentes paises es marcada. En Papua, en el oriente
de Indonesia, la proporcion de parasitos resistentes a la CQ esta entre el
64 y el 84% [81, 85-88]. Mientras que la falla terapéutica el dia 28 con
tasas superiores al 10% fue descrita en otras localidades de Indonesia
[89-95]. El nivel de resistencia por debajo del 5% ocurre en la mayoria
de los paises con resistencia y en algunas de las localidades de los paises
con reportes de alta tasa de resistencia [96-102].

La resistencia a la CQ en Plasmodium parece ser un proceso
multifactorial y complejo. Los estudios sobre la resistencia a la CQ en
P. vivax se basan en el modelo de P. falciparum [103]. La aplicacion y
el andlisis de cruces genéticos entre cepas de P. falciparum susceptibles
y resistentes a la CQ [104-106] condujeron a la identificacién de la
proteina PfCRT como un determinante importante de la resistencia a la
CQenestaespecie [107]. Los diferentes alelos de PfCRT se describieron
en regiones endémicas [108] y la mutacion K76T fue relacionada con
el fenotipo resistente en P. falciparum. Esta correlacion ocurre debido
a su alta prevalencia en aislados resistentes obtenidos de campo, por su
localizacidon en laregion del transportador involucrada en la especificidad
del sustrato [109] y en la restauracion de susceptibilidad a la CQ cuando
se expresa el aminoacido silvestre (76K) en cepas resistentes a la CQ
[110]. En andlisis de muestras en en Peru, Venezuela, Brasil, Nicaragua
y Honduras (2005-2012), no se encontraron parasitos sensibles a CQ
(de genotipo CVMNK), lo cual indica una fijacion de los genotipos
resistentes. En Brasil y Venezuela todas las cepas estudiadas muestran
el genotipo SVMNT de pfcrt, y en Pert se encontraron dos genotipos
diferentes de resistencia (CVMNT y SVMNT) [38].

Elmecanismo preciso por el cual la mutacion en el PfCRT es responsable
en la reduccion de la acumulacion de la CQ en el VD atn no ha sido
totalmente dilucidada [111]. Una de las hipotesis sobre la alteracion del
pH en el VD es controvertida, pues aparentemente no hay diferencia
entre el pH en el VD de los parasitos susceptibles y resistentes a la
CQ [112-114]. La hipotesis que explica que el PfCRT mutante confiere
resistencia a la CQ mediando la fuga de la droga del VD, llevando a una
significativareduccion de la CQ intravacuolar en los parésitos resistentes
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a la CQ [115] es ampliamente aceptada. Se cree que la fuga de la CQ
estd acoplada al flujo de H" en el VD, a través de una via sensible al
verapamilo [111]. Aun no se sabe si este es un proceso pasivo [116-118]
0 un proceso activo, que implica gasto de energia [119].

Marcadores moleculares de resistencia a los antimalaricos

Los marcadores que claramente estan representando la seleccion
natural son aquellos que mapean regiones del genoma asociadas con
caracteristicas de adaptacion, como la codificacion de los antigenos
de superficie y la resistencia a los medicamentos [120]. Estos reflejan
los efectos combinados de la historia poblacional del parasito y las
restricciones selectivas impuestas por la inmunidad del huésped y el
uso de antimaldricos [121], pero no proporcionan mucha informacion
sobre la estructura de la poblacion de parasitos [122].

La resistencia a los antimalaricos se ha relacionado con mutaciones o
nuimeros de copias aumentadas de un numero limitado de genes que
codifican proteinas implicadas en el transporte celular. Este proceso
puede deberse a un solo gen o a un proceso aditivo por la contribucion
de multiples proteinas mutantes que interactiian y aumentan el nivel
de resistencia [123]. Las proteinas transportadoras, particularmente
la superfamilia ABC, estan relacionadas con la resistencia a los
farmacos en diferentes organismos, desde las bacterias hasta los
humanos [124-126].

Las tablas 3 y 4 muestran los genes de P falciparum y P vivax,
respectivamente, que han sido relacionados con la resistencia a diferentes
antimalaricos. Mutaciones no sinonimas encontradas en cepas de
parasitos circulantes en diferentes regiones endémicas del mundo.
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Tabla 4. Marcadores moleculares utilizados en la vigilancia de la
resistencia a los antimalaricos en P. vivax (Adaptado de [69])

Marcador . . Amodiaquina+
molecular cQ Mefloquina  Antifolato Sulfadoxina
Pvcrt-o SObr?_,
expresion
Y976F, Amplificacion
Pymdrl F1076L del gen Y976F
F57L,
S58R
’ F57L, S58R
Pvdhfi T61M, ’ ’
SI17T. T61M, S117T
S117N
A383G,
Pvdps A553G

Fuente: Elaboracion propia.

Marcadores moleculares relacionados
con la resistencia a CQ en Plasmodium falciparum

Dos genes han sido ampliamente estudiados en cuanto a la resistencia de
la CQ en P. falciparum, pfcrt y pfmdr1, que codifican proteinas, PfCRT
(transportador de resistencia a la cloroquina) y PfMDR1 (proteina de
resistencia a multiples farmacos), respectivamente [107].

Se encontr6 una fuerte asociacion entre los pardsitos de campo
resistentes a CQ y la mutacion en la posicion 76 de la proteina PfCRT,
que determina el cambio de la treonina por la lisina (K76T). Sin
embargo, el verapamilo, un bloqueador de los canales de calcio, no
revierte completamente la susceptibilidad de las cepas resistentes a la
CQ a niveles equivalentes a las cepas susceptibles. Esto sugiere que la
mutacion de la proteina PfCRT es importante pero no suficiente para
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explicar la resistencia a la CQ [127]. Estudios posteriores demostraron
que las mutaciones en la proteina PIMDR1 pueden dar como resultado
niveles mas altos de resistencia CQ [128-130].

En 2003, Mu y colaboradores [123], describieron asociaciones entre
nueve genes transportadores y la resistencia in vitro a la CQ y la
quinina, con seis de esos /oci mostrando asociacion con CQ o quinina,
en muestras de la poblacion del sudeste asiatico. Los polimorfismos
de base tnica (SNP), en 11 genes transportadores, incluyendo pfcrt y
pfmdrl, mostraron asociaciones significativas con la disminucion de la
sensibilidad a la CQ y / o quinina en P. falciparum (Tabla 5). Se detecto
desequilibrio de ligacion significativo, sugiriendo interacciones entre
los genes transportadores.

Tabla 5. Genes transportadores de P. falciparum, nuevos
candidatos a marcadores moleculares asociados
a la resistencia a la CQ y la quinina

Principales mutaciones en la

Genes secuencia de los aminoacidos
relacionadas con resistencia
pfa0590w(G2) N1042D, Y191H, A437S
pf13-0271 (G7) 1390 insercion de trinucledtido
pf14-0679 (G25) Intron G-A
pf14-0292 (G30) Intrén C-G
pfe0775¢ (G47) L241V
pf08—-0078 (G49) QI46E, L1046I, L11161
pf14-0260 (G54) Y141Y, T144T
pf14-0133 (G55) Polimorfismo de microsatelite
pfl0620c (G70) E105K

Fuente: Adaptado de [123]
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Marcadores moleculares de la resistencia a CQ en P, vivax

En P. vivax, los marcadores moleculares de resistencia CQ aun no
han sido dilucidados. Los estudios centrados en genes conocidos
como determinantes de la resistencia a la CQ en P. falciparum no han
demostrado una fuerte correlacion entre los genes pvcgl0 o pvert [28]
y pvimdr-1 [29] y el fenotipo resistente a la CQ [69].

Los genes pvcrt y pvmdr-1

Nomura y colaboradores en 2001 [28], describieron el gen ortélogo de
pfert en P, vivax, denominado pvcrt-o. En este estudio se demostrd que
no existia asociacion entre los SNP del gen pvcrt-o y la resistencia a
la CQ y por lo tanto, por primera vez, se sugirié que los mecanismos
de resistencia entre P. falciparum y P. vivax debian ser diferentes. La
proteina codificada por este gen, PvCRT, posee diez dominios trans-
membrana y pertenece a la superfamilia de transportadores de drogas
y metabolitos [116]. En el trabajo realizado por S& y colaboradores
(2006) [131], las versiones de las cepas silvestre de la proteina fue-
ron expresadas por el organismo modelo Dictyostellium discoideum,
mostrando que la incorporacion de la CQ en los endosomas acidos de
este organismo se redujo en un 60%, y este efecto fue reversible por el
verapamilo. Estos resultados sugirieren que esta proteina podria desem-
pefar un papel importante en el transporte de la CQ.

En 2005, Brega y colaboradores [29] describieron el gen homoélogo del
pfimdrl en P. vivax, el pvmdrl. El gen pvmdri esta formado por un solo
éxon de 4.395 pb que codifica para una proteina de 465 aminodcidos
(165 kDa). La proteina PvMDR1 posee dos dominios transmembranales
hidrofobicos que atraviesan la membrana varias veces. Cada dominio
consiste en seis segmentos transmembrana (o hélices putativos). Los
otros dos dominios son hidrofobicos y poseen un dominio de enlace a
nucledtido (NDB del inglés Nucleotide Binding Domain) que acopla la
energia de la hidrolisis del ATP al proceso de transporte. En la proteina
PvMDRI1, cada NDB esta compuesto por un motivo Walker Ay B, y una
forma ABC tipica. Todas estas caracteristicas estructurales clasifican la
proteina PvMDR1 como miembro de las proteinas transportadoras ABC.
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En el trabajo realizado por S& y colaboradores, (2005)[132], fue
secuenciado el gen pvmdrl en diez aislados de diferentes regiones del
mundo, entre los cuales habian algunos probadamente resistentes a la
CQ. Los resultados evidenciaron que las muestras podian ser agrupadas
de acuerdo con el origen geografico, pero no hubo asociacion entre los
polimorfismos encontrados y el fenotipo de resistencia a la CQ. Los
trabajos realizados por Brega y colaboradores (2005)[29], sugirieron la
asociacion entre la presencia de dos mutaciones, Y976F y F1076L (en
el caso doble mutante) y el fenotipo de resistencia a la CQ.

Suwanarusk y colaboradores (2007)[83] investigaron la sensibilidad in
vitro a la CQ y los polimorfismos de Pvcrt-o 'y Pvmdrl en aislados
de P vivax recogidos de Papua e Indonesia, donde altos niveles
de resistencia a la CQ han sido reportados, y de Tailandia, donde el
tratamiento con la CQ generalmente ha sido eficaz. Los resultados de
este trabajo demostraron que los niveles de IC50 (concentracion de la
droga equivalente al 50% de inhibicion de los parasitos) a la CQ fueron
mucho mayores en Papua e Indonesia que en Tailandia. La mutacion
Y976F en PvMDRI1 estuvo presente en el 96% (123/128) de los aislados
de Papua y el 25% (17/69) de los aislados de Tailandia, siendo que el
IC50 a la CQ fue mucho mayor en los aislados con la mutaciéon Y976F
cuando fueron comparados con aislados silvestres.

En el afo 2008, Barnadas y colaboradores [94] evaluaron la respuesta
clinica a la CQ en 105 individuos de seis localidades de Madagascar
encontrando porcentajes considerables de falla terapéutica ala CQ (entre
el 5,1% y el 14,8%). En este trabajo también se evalud la presencia de
SNPs, por secuenciacion completa de los genes pvcrt-o (éxon 1-6) y
pvmdrl. Como resultado, todas las muestras presentaron el tipo silvestre
para el gen pvcrt-o incluyendo muestras que provenian de pacientes con
recrudescencia. Para el gen pvmdrl se describieron diez mutaciones
no-sinénimas. Cinco descritas previamente (G698S, M90SL, T958M,
Y976F, y F1076L) y cinco nuevas mutaciones (F194Y, S510T, S513R,
1636T, y A829V); de éstas, cuatro se presentaron en bajas frecuencias
(1,3% -7,5%), mientras que la mutacion S513R fue de alta prevalencia
(96,3%). Las mutaciones anteriormente descritas, incluyendo Y976F,
tuvieron una frecuencia de entre el 97,8% y el 100%. Los autores
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concluyeron que existen pardsitos resistentes a la CQ en Madagascar,
pero que la mutacion Y976F del gen pvmdrl es ineficaz en el monitoreo
de esta resistencia en las localidades evaluadas.

Otros estudios han especulado que la resistencia a la CQ por P. vivax
podria estar asociada con los casos de malaria grave causados por
esta especie [133], pues después de la aparicion de la resistencia a la
CQ por P. vivax, innumerables reportes de la malaria con severidad
clinica, exclusivamente asociados con este pardsito, comenzaron a ser
evidenciados [134], incluso en la ciudad de Manaos, Brasil [95,135]. Los
estudios también mostraron un aumento de los niveles de expresion de
los genes pvert y pvmdr1, aparentemente involucrados en la resistencia
a la CQ, en pacientes con malaria grave por P. vivax comparado con
pacientes con malaria no complicada [136].

En cuanto al gen pvmdr-I, recientes estudios en el sureste de Africa
demostraron que alelos mutantes de ese gen, YO76F y F1076L, podrian
estar asociados con la reduccion de la sensibilidad a la CQ, tanto in vivo
como in vitro [29,83]. Un estudio en Brasil, mostré que aislados de P, vivax
resistentes a los CQ estan circulando en el pais, pero estos aislados no
mostraron asociacion con las mutaciones en los genes pvert'y pvmdr [137].

Conclusiones

Se observa que la gran mayoria de los trabajos ha demostrado que la
resistencia a la CQ por P. vivax parece no estar asociada con polimorfis-
mos en el gen pvert o el gen pvmdrl, a partir de la descripcion inicial de
las mutaciones Y976F y F1076L, asociadas al fenotipo de resistencia a
la CQ, a lo largo de estos ultimos afos se publicaron trabajos que sos-
tienen y trabajos que rechazan esta hipdtesis. Sin embargo, en la actua-
lidad, el valor de estos polimorfismos en la definicion de la resistencia a
la CQ no esté bien definida, sugiriendo que la accién farmacodindmica
de la CQ en esta especie sea diferente en relacion a P. falciparum [138],
o que si la accion es similar, el desarrollo de la resistencia a esta droga
involucra un mecanismo diferente [83,94]. Sin embargo, un pequefio
numero de muestras fue utilizado en estos estudios, lo que podria no

46



Marcadores genéticos de resistencia a la cloroquina en Plasmodium vivax

estar revelando el real papel de estos genes en la resistencia a la CQ
como ocurre en P, falciparum.

La resistencia a la CQ llevé muchos afios para desarrollarse en un
numero limitado de focos contrastando con la situacion de la resistencia
a la pirimetamina, otro antimaldrico ampliamente utilizado, que surgié
rapidamente en muchas ocasiones independientes. De esta forma, se cree
que la resistencia a la CQ implica una mayor complejidad genética que
la resistencia a la pirimetamina (que puede ser conferida por una unica
mutacion en el gen que codifica aladihidrofolato reductasa). La complejidad
genética puede ser explicada como una exigencia de multiples mutaciones
en los genes responsables de la resistencia a la CQ [47].
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