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ARTICULO ORIGINAL

Susceptibilidad in vitro de aislamientos colombianos de
Plasmodium falciparum a diferentes antipaltdicos

Eliana Arango, Jaime Carmona-Fonseca, Silvia Blair
Grupo Malaria, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccién. Los estudios de susceptibilidad in vitro de Plasmodium falciparum a los
medicamentos antipalidicos son herramientas importantes para vigilar la utilidad de esos
medicamentos; tales estudios son escasos en Colombia.

Objetivo. Evaluar la susceptibilidad in vitro de aislamientos colombianos de P. falciparum a
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, quinina y artesunato.

Materiales y métodos. Se obtuvieron aislamientos clinicos de P. falciparum en varias regiones
colombianas. De cada antipalidico se probaron siete diluciones dobles seriadas, por duplicado,
con la técnica HRP-2 y las cepas FCB2 (resistente a cloroquina) y NF54 (sensible a cloroquina)
como controles. Se utilizaron las concentraciones inhibitorias 50 (Cl,) mayor de 100, 80, 64,
500 y 10,5 nM como puntos de corte para clasificar la resistencia a cloroquina, amodiaquina,
mefloquina, quinina y artesunato, respectivamente.

Resultados. Se evaluaron 25 aislamientos: 72% de Urabéa, 8% de Bajo Cauca y 20% de la
Costa Pacifica. Las Cl_, promedio de cloroquina, amodiaquina, mefloquina, quinina y artesunato
fueron 422,9; 131,4; 56,3; 269,7 y 1,88 nM, respectivamente, y la proporcion de aislamientos
resistentes fue, en el mismo orden, 76%, 16%, 32%, 24% y 4%.

Conclusiones. La baja sensibilidad a la cloroquina concuerda con otros estudios in vitroy con
la baja eficacia terapéutica in vivo. Aunque 96% de los aislamientos fueron sensibles a
artesunato, éste y otros estudios han observado aislamientos con disminucidon de la sensibilidad
a las artemisininas (Cl,>10,5 nM), lo que sugiere que el uso indiscriminado de estos
medicamentos pone en riesgo su efectividad y podria dejarnos sin opciones para el tratamiento
del paludismo por P. falciparum.
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Invitro susceptibility of Colombian  Plasmodium falciparum isolates to different antimalarial
drugs

Introduction. The in vitro assays for susceptibility of Plasmodium falciparum to antimalarial
drugs are important tools for monitoring drug resistance, however few such studies have been
undertaken in Colombia.

Objective. P. falciparumisolates were obtained from several municipalities in western Colombia
(Urab4, Bajo Cauca, Pacific Coast) and characterized for their in vivo susceptibility to chloroquine
(CQ), amodiaquine (AQ), mefloquine (MQ), quinine (QN) and artesunate (AS).

Material and methods. Patients with only P. falciparum infection (parasitemia=1,000 rings/ul)
were included. Each antimalaria drug was tested with 7 dilutions, two-fold doses, with 2
replications and its effect evaluated using the histidine-rich protein (HRP-2) antigen detection
method. Controls included FCB2 (chloroquine-resistant) and NF54 (chloroquine-sensitive)
strains. IC_>100, 80, 64, 500 and 10.5 nM were used as the threshold criteria of resistance to
CQ, AQ, MQ, QN and AS, respectively.

Results. Twenty-five isolates were evaluated from Uraba (18), Bajo Cauca (2) and the Pacific
Coast (5). The mean IC, obtained with CQ, AQ, MQ, QN and AS were 422.9; 131.4; 56.3; 269.7
and 1.9 nM, respectively, and the number of resistant isolates for these drugs was 19 (76%), 4
(16%), 8 (32%), 6 (24%) and 1 (4%), respectively.
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Conclusions. The low sensitivity to CQ found here agrees with both in vitro and in vivo studies
in Colombia. Ninety-six percent of the isolates were sensitive to AS. However, this study and
previous reports have found isolates with low sensitivity to artemisinines (IC,>10.5 nM). This
suggests that the indiscriminate use of these drugs put their efficacy at risk and eventually leave

no options for falciparum malaria treatment.

Key words: malaria/therapy, Plasmodium falciparum, antimalarials, drug resistance, Colombia

En la mayoria de las regiones con transmision de
paludismo por Plasmodium falciparum se han
reportado casos de falla terapéutica y de
resistencia a los antipaltdicos de primera linea,
como la cloroquinay la sulfadoxina-pirimetamina,
ya sea utilizados como monoterapia o en forma
combinada (1,2). Con el fin de disefiar esquemas
de tratamiento adecuados y de detectar temprana-
mente cambios en el grado de susceptibilidad, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda vigilar regularmente en cada zona
endémica la falla terapéutica y la resistencia a
los medicamentos antipaltdicos. Para ello,
actualmente se usan las pruebas de eficacia
terapéutica o pruebas in vivo y las pruebas de
susceptibilidad in vitro (2). Las pruebas de
susceptibilidad in vitro permiten hacer la
caracterizacion fenotipica de los parasitos como
sensibles o resistentes a los antipaludicos, sin la
influencia de los factores de confusion relacionados
con el huésped, tales como el grado de inmunidad
y la farmacocinética del medicamento (3).

En el 2005 se registraron oficialmente en Colombia
36.190 casos de paludismo por P. falciparum (4).
Desde 1998 se ha evaluado con los protocolos
de la OMS (1998 y 2001) (5,6), la eficacia
terapéutica de varios esquemas de tratamiento
para el paludismo por P. falciparum sin complica-
ciones; dichos estudios se han centrado en
Antioquia y la Costa Pacifica. Por el contrario,
han sido pocos y aislados los estudios que han
evaluado la susceptibilidad in vitro.

Entre el 2000 y el 2006 el Grupo Malaria de la
Universidad de Antioquia evalu6 en varios
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municipios antioquefios, la eficacia terapéutica de
ocho esquemas de tratamiento antipalldico y
encontro falla de las monoterapias con cloroquina,
amodiaquina, mefloquina y sulfadoxina-
pirimetamina, de 82%, 30%, 4% Yy 24%, respectiva-
mente, y de las terapias combinadas, con cloroquina-
sulfadoxina-pirimetamina, amodiaquina-sulfadoxina-
pirimetamina, mefloquina-sulfadoxina-pirimetamina
y artesunato-sulfadoxina-pirimetamina, de 17%,
2%, 0% y 3%, respectivamente (7).

Del lapso entre 1982 y 2003 conocemos seis
estudios de susceptibilidad in vitro en Colombia
(8-13); los seis evaluaron la cloroquina e
informaron resistencia entre 0%y 97% (promedio:
59%; intervalo de confianza del 95% (IC): 49%-
70%); cuatro evaluaron la amodiaquina y la
resistencia reportada varié entre 0% y 35%
(promedio: 15%; IC: 10%-21%) (10-13); dos
evaluaron la mefloquina (resistencia 8% y 16%;
promedio: 12%; IC: 9%-15%) (10,13); cuatro
evaluaron la quinina y s6lo en uno se encontré
resistencia de 6%, pues en los demas fue cero
(8-10,13); finalmente, dos evaluaron la sulfadoxina-
pirimetamina (resistencia 0% y 9%; promedio: 5%;
IC: 1%-8%) (11,12). Para evaluar la susceptibilidad
in vitro de P. falciparum a los antipaludicos, se
han desarrollado diferentes métodos que incluyen
técnicas microscoépicas (método de Rieckmann
o Mark IlI), con radiois6topos (método radio-
isotopico), inmuno-enziméticas (método HRP-2y
método DELI) y moleculares, entre otras (14).

El método HRP-2 se basa en la deteccion de la
proteina rica en histidina Il de P. falciparum,
mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA),
como una medida del crecimiento de los parasitos;
es facil de ejecutar y no requiere equipos ni
material muy especializados, ademas, tiene
sensibilidad similar al método microscopico y es
altamente reproducible como el método
radioisotépico (15-17).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar con el
método HRP-2 la susceptibilidad in vitro de los
aislamientos colombianos de P. falciparum a la
cloroquina, la amodiaquina, la mefloquina, la
quinina, el artesunato y a los metabolitos
monodesetilamodiaquinay dihidroartemisinina. Se
utilizaron aislamientos procedentes de cuatro
regiones endémicas, ecoldgica, epidemiolégicay
socialmente diferentes.

Materiales y métodos

Medicamentos antipaltdicos.  El difosfato de
cloroquina, el sulfato de quinina, el diclorhidrato
de amodiquina y la dihidroarte-misinina fueron
obtenidos de Sigma (Sigma-Aldrich Corp, USA).
La monodesetilamodiaquina fue donada por el
doctor Pascal Ringwald (Departamento Roll Back
Malaria de la OMS), mientras que el clorhidrato
de mefloquinay el artesunato fueron donados por
laboratorios Mepha (Mepha Ltd., Switzerland).

Predosificacion de microplacas.  Se utilizaron
microplacas de 96 pozos, de fondo plano, marca
Falcon (Becton Dickinson Labware, USA). Se
evaluaron siete concentraciones por duplicado de
cada antipaltdico, preparadas mediante dilucién
seriada doble, asi: cloroquina; 31,3-2002,4 nM;
amodiaquina: 34,7-2222,6 nM; monodesetilamo-
diaquina: 35-2240,9 nM; mefloquina: 7,8-497,3 nM;
artesunato: 0,4-24,4 nMy dihidroartemisinina: 0,5-
33nM (17,18).

De cada medicamento se prepard una solucion
madre de 1 mg/ml con etanol al 70%; luego se
prepararon las diluciones seriadas con agua
desionizada estéril y se distribuyeron 25 pl/pozo
de cada una, por duplicado en las microplacas.
En los pozos que correspondian a los controles
sin tratamiento se distribuyeron 25 pl de agua
desionizada estéril. Finalmente, las microplacas
se dejaron en la camara de flujo laminar durante
toda la noche con el fin de evaporar el solvente y
se almacenaron protegidas de la luz y refrigeradas,
como maximo, por cinco dias (18).

Obtencion, preparacion y procesamiento de las

muestras de sangre. A los pacientes que
consultaron en los puestos de diagnéstico de
paludismo de los municipios de Turbo y Necocli
(Urabé& antioquefio) o en el laboratorio del Grupo

Susceptibilidad in vitro de aislamientos de P. falciparum

Malaria (Medellin) y a quienes se les diagnosticé
infeccién Gnica por P. falciparum, con parasitemia
>1.000 anillos/ul de sangre y que no hubiesen
tomado antipaltdicos en las Ultimas dos semanas,
se les informé el objetivo del estudio y, posterior
a la aceptacion voluntaria de su participaciény a
la firma del consentimiento informado (aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia), se les diligencié
una encuestay se les tomé una muestra de 5 ml
de sangre, por venopuncién en el brazo, en tubo
con EDTA.

Las muestras se mezclaron con 5 ml de medio
incompleto (RPMI 1640 [Sigma] con suplemento
de hepes 25 mM [Sigma], hipoxantina 0,2 mM
[Sigma], dextrosa 11 mM [ICN; ICN Biomedicals,
Inc, USA], L-glutamina 3,42 mM [Sigma] y
gentamicina 16 pg/ml [ICN]) y se refrigeraron a
4 °C hasta su posterior procesamiento, el cual se
realiz6 durante las 48 horas siguientes a la
recoleccion. Las muestras tomadas en Turbo o
Necocli fueron transportadas refrigeradas hasta
el laboratorio en Medellin.

La mezcla sangre-medio se centrifugd a 2.000 rpm
durante 10 minutos; se descartaron el plasma, el
medio y la capa de glébulos blancos, y el paquete
de glébulos rojos parasitados se lavé dos veces
por centrifugacion, utilizando medio incompleto.
Luego se prepard una suspension de glébulos rojos
parasitados con parasitemia de 0,05% y hema-
tocrito de 1,5%, con gldbulos rojos sanos tipo A+
y medio completo (medio incompleto con
suplemento de NaHCO, 21,6 mM [J.T. Baker;
Mallinckrodt Baker, Inc, USA], glutatién reducido
0,86 pg/ml [ICN] y 10% de suero humano
inactivado A+). Se distribuyeron 200 pl por pozo
de dicha suspensiéon en una microplaca
predosificada con los antipaltdicos y se incubé
durante 72 horas a 37 °C en atmosfera de 5%
CO,,5% O,y 90% N,

Para hacer la dilucién de la parasitemia en
porcentaje de glébulos rojos parasitados a partir
del recuento de parasitos por microlitro de sangre,
se tuvo en cuenta que si un adulto promedio tiene
cinco millones de gldbulos rojos/pl de sangre, una
parasitemia con 10.000 anillos/pl equivale a una
parasitemia de 0,2%.
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Para realizar los ensayos con las cepas de
laboratorio, primero se sincronizaron los cultivos
en anillos con la técnica de sorbitol al 5% (19) y
luego se preparé la suspension de glébulos rojos
parasitados con las mismas condiciones que los
aislamientos.

Después de las primeras 24 horas de incubacion
se prepar6 un extendido de uno de los pozos
control para determinar si habia un adecuado
crecimiento de los parasitos y al final de las 72
horas de incubacién también se determind la
parasitemia de un pozo control; luego las
microplacas se congelaron y descongelaron dos
veces para obtener una hemolisis completay se
almacenaron a-20 °C.

ELISA-HRPZ2. Para sensibilizar las microplacas
de ELISA (microplacas de 96 pozos con fondo en
Uy de alta fijacion [Greiner Bio-One)), el anticuerpo
primario MPFM-55A, un anticuerpo monoclonal tipo
IgM dirigido contra la proteina HRP-2 y producido
por Immunology Consultans Laboratory, Inc, USA
(ICL), se diluy6 a 1,0 pg/mlen PBS y se transfirieron
100 pl de esta solucion a cada pozo. Se incubé a
4 °C durante toda la noche y, posteriormente, se
descart6 completamente el contenido de los pozos
y se adicionaron 200 pl/pozo de solucion de
bloqueo (PBS-BSA 2%). Se incubd a temperatura
ambiente durante dos horas y luego se descarté
completamente el contenido de los pozos y se
lavaron las microplacas tres veces con solucién
de lavado (PBS-Tween-20 0,05%).

Se descongelaron las microplacas con el cultivo
hemolizado y, teniendo en cuenta la parasitemia
obtenida en los pozos control después de las 72
horas de incubacion, se hizo una dilucién de todos
los pozos con agua destilada de tal manera que
quedara una parasitemia de 0,02% en el control.
De estas diluciones se distribuyeron 100 pl/pozo
en las microplacas de ELISA sensibilizadas, se
incubd por una hora a temperatura ambiente en
camara himeda y luego se lavé tres veces con
solucion de lavado. Posteriormente, se diluyé el
anticuerpo secundario MPFG-55P (ICL), un
anticuerpo monoclonal tipo IgG dirigido contra la
proteina HRP-2 y conjugado con peroxidasa, a
0,05 pg/ml en una solucién de PBS al 2%, de
BSA y 1% de Tween-20, se transfirieron 100 pl
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de esta solucién a cada pozo y se incub6 durante
una hora a temperatura ambiente en camara
humeda. Luego se lavo por tres veces y, entonces,
se adicionaron 100 pl/pozo de 3,3’,5,5;-
tetrametilbenzidina (TMB Single Solution
Chromogen/Substrate; Zymed Laboratories, Inc,
USA) y se incub6 durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente en oscuridad. Finalmente, se
adicionaron 50 pl de solucién de parada (acido
sulfarico 1 M) y se determind la densidad 6ptica
(DO) confiltro de 450 nm en lector de microplacas
Bio-Rad 680 (Bio-Rad Laboratories, Inc, USA).

Cultivo continuo de cepas y aislamientos
clinicos. Para comparar con el comportamiento
de las muestras clinicas, se utilizaron las cepas
FCB2y NF54 como controles. La cepa FCB2 fue
aislada y caracterizada en el Instituto Nacional
de Salud de Colombia; se obtuvo de un paciente
proveniente del municipio de San Martin (Meta) y
es resistente a la cloroquinay sensible a la quinina
(8). Por su parte, la cepa NF54 fue aislada de un
paciente que se encontraba en el aeropuerto de
Amsterdam (Holanda) y habia estado en Africa, y
es sensible a la cloroquina (20).

Con cada aislamiento también se intentd iniciar
un cultivo continuo y para ello se mezclaron 250
ul del paguete de glébulos rojos parasitados
lavados con 250 pl de glébulos rojos sanos y
9,5 ml de medio completo. Tanto las cepas como
los aislamientos se mantuvieron con hematocrito
de 5%, incubacion a 37 °C en atmosfera de 5%
de CO,, 5% O,y 90% N,, cambio diario de medio
y adicién de glébulos rojos sanos dos veces
por semana (19,21). Se considerdé que los
aislamientos estaban adaptados a las condiciones
de cultivo in vitro cuando se logré una parasitemia
de 2% o mayor.

Comparacion del método HRP-2 con el método

de Rieckmann (Mark Ill). Con el objetivo de
evaluar el desempefio de la prueba HRP-2 frente
a un método tradicional, se montaron
paralelamente las pruebas HRP-2 y Mark Il (22)
con las cepas NF54 y FCB2 y con un aislamiento
clinico. Los tres cultivos se sincronizaron en
estadio de anillo y se diluyeron a una parasitemia
de 0,05% y un hematocrito de 1,5%. Luego se
distribuyeron 200 ul de dichas diluciones en seis
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microplacas predosificadas con cloroquina,
amodiaquina, mefloquina, quinina y artesunato
(tres para HRP-2 y tres para Mark 1) y se incubaron
a 37 °C en atmosfera de 5% de CO,, 5% O, y
90% N,. A las 20 y 24 horas posteriores a la
incubacion se tomaron las tres microplacas Mark
Il y se descarté el sobrenadante de uno de los
pozos control y con el sedimento se prepard una
gota gruesa que fue tefiida con Giemsa para
observar la presencia de esquizontes, y se
continud con la incubacion. Cuando se observo
que mas del 10% de los parasitos encontrados
eran esquizontes, se procedid a finalizar el
experimento Mark Ill. Para la cepa NF54 esto
sucedié a las 22 horas, para la FCB2 a las 24
horas y para el aislamiento a las 26 horas.

La finalizacion del experimento consiste en tomar
las microplacas, inclinarlas en un angulo de 45°,
descartar el sobrenadante de cada pozo y preparar
una gota gruesa con el sedimento de gldébulos
rojos. Dichas gotas gruesas se colorearon con
Giemsay se observaron con objetivo de inmersion.
Luego se procedié a determinar la proporcion de
esquizontes encontrados en un conteo total de
200 parasitos asexuados (22).

Las microplacas HRP-2, por su parte, se incubaron
durante 72 horas, se determiné la parasitemia
posterior a la incubacién de un pozo control y se
hemolizaron para luego realizar la prueba de
ELISA-HRP-2.

Andlisis estadistico. Se construy6 una base de
datos en Excel®, que se analizé con Epilnfo 6,0.
Para calcular la Cl, se uso el programa HN-NonLin
gue fue disefiado en una hoja de calculo Excel®y
realiza un andlisis de regresién no lineal basado
en un modelo de regresion polinomial (18).

Para clasificar los aislamientos como sensibles
o resistentes a los diferentes antipaltdicos, se
tuvieron en cuenta los siguientes puntos de corte

Cuadro 1. Datos generales de los pacientes.

Susceptibilidad in vitro de aislamientos de P. falciparum

de las Cl, (23,24): cloroquina: >100 nM;
amodiaquina: >80 nM; mefloquina: >64 nM;
guinina: >500 nM; artesunato: >10,5 nM y para
los metabolitos monodesetilamodiaquina y
dihidroartemisinina se tomaron los puntos de corte
correspondientes a amodiaquina y artesunato,
respectivamente.

Se calcularon el coeficiente de correlacion de
Pearson y el coeficiente de determinacién para
determinar el nivel de correlacion entre las Cl de
todos los tratamientos y entre las prueba HRP-2
y Mark IlI.

Una probabilidad menor de 0,05 se consideré
estadisticamente significativa.

Resultados

Se evaluaron 25 muestras clinicas, 80% provi-
nieron del departamento de Antioquia (72% de
Urabé [18/25] y 8% del Bajo Cauca [2/25]) y el
otro 20% de la Costa Pacifica colombiana (16%
del departamento del Chocoé [4/25] y 4% del
departamento de Narifio [1/25]). Las caracteristicas
generales de los pacientes se presentan en el
cuadro 1.

Comparacion del ensayo HRP-2 con el método
Mark Il (visual)

Las dos cepas y el aislamiento se trabajaron de
manera independiente (tres experimentos) y en
cada experimento se evaluaron, por Mark Il y
HRP-2, cinco tratamientos con siete dosis cada
uno y dos réplicas de cada dosis. Se encontré
una fuerte y significativa correlacién entre los
resultados obtenidos con ambos métodos (r=0,897;
r=0,805; p<0,01); la concordancia entre los dos
métodos para la clasificacion de los parasitos
como sensibles o resistentes fue del 100%.

En el cuadro 2 se presentan las Cl,; obtenidas
con cada tratamiento para las cepas y el

Edad (promedio * desviacion estandar) (afios)

Sexo masculino

Etnia (mestizos-negros-indigenas)

Parasitemia (promedio — intervalo)

Afios de residencia en zona paltdica (<1; 1-5; >5)
Antecedentes de paludismo por P. falciparum en el Gltimo afio

29 + 18
80%

80%-16%-4%

17.868 anillos/pl (1.800-195.520)
20%-25%-55%

35%
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Cuadro 2. Mark Il Vs. HRP-2.
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Parasito Tratamiento CI50 Fenotipo*
MARK 11| HRP-2
CcQ 92,56 51,30 S
AQ 34,73 34,73 S
Aislamiento MQ 17,53 9,04 S
QN 50,48 60,83 S
AS 0,40 0,46 S
CQ 332,51 223,53 R
AQ 34,73 34,73 S
FCB2 MQ 84,12 101,64 R
QN 267,05 384,43 S
AS 0,38 0,41 S
CcQ 45,12 54,75 S
AQ 34,73 34,73 S
NF54 MQ 64,11 92,93 R
QN 135,34 179,81 S
AS 0,59 0,38 S

S: sensible, R: resistente. CI50 (nM) maxima para clasificar los parasitos como sensibles a cloroquina (CQ): 100, a
amodiaquina (AQ): 80, a mefloquina (MQ) 64, a quinina (QN): 500 y a artesunato (AS): 10,5 (21, 22).

aislamiento, y el fenotipo correspondiente. Estos
resultados indican que las dos técnicas pueden
usarse indistintamente para determinar la
susceptibilidad in vitro de P. falciparum a los anti-
paltudicos y comprueban el adecuado desempefio
del método HRP-2 que se usé en este estudio.

Susceptibilidad in vitro de las cepas

Con la misma metodologia usada para evaluar
los aislamientos, se evalud la susceptibilidad in
vitro de las cepas NF54 (sensible a la cloroquina)
y FCB2 (resistente a la cloroquinay sensible a la
quinina). Como se muestra en el cuadro 2, tanto
con el método visual como con el de HRP-2, se
confirmo el fenotipo reportado para cada cepa, lo
que confirma el buen desempefio de la meto-
dologia aplicada para evaluar la susceptibilidad
de los aislamientos. Ademas, se encontré que
aunque, en general las Cl_, de la cepa FCB2 son
mayores que las de la cepa NF54, ambas cepas
son sensibles a la amodiaquina, la quinina y el
artesunato, y son resistentes a la mefloquina
(cuadro 2).

Susceptibilidad in vitro de los aislamientos

El crecimiento de los 25 aislamientos durante las
72 horas de incubacién de la prueba de
susceptibilidad fue adecuado. La parasitemia a
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las 24 horas fue de 0,09%£0,05% (promedio *
desviacion estandar) y la parasitemia a las 72
horas fue 0,2+0,09%.

En el cuadro 3 se muestran la Cl,, promedio
obtenida para cada antipaltdico y la frecuencia
de aislamientos resistentes. En general, las Cl,
encontradas para todos los tratamientos evaluados
presentaron un intervalo de variacion muy amplio.

Se hallé una elevada proporcion de 72% de
aislamientos resistentes a la cloroquina, asi como
otra de 48% a la amodiaquina o a su metabolito,
la monodesetilamodiaquina. La resistencia a estas
4-aminoquinolinas es, por lo tanto, alta. También
hubo resistencia de 24% o mas ala quininayala
mefloquina. Llama la atencién la resistencia de
8% para las artemisininas evaluadas (artesunato
y dihidroartemisinina) (un aislamiento con Cl, de
13,02 nM de artesunato un aislamiento con Cl,
de 14,09 nM de dihidroartemisinina).

Diez y seis por ciento de los aislamientos fueron
sensibles a todos los medicamentos; 44% (11/
25) fueron resistentes a un solo farmaco (nueve a
la cloroquina, uno a la quinina y uno a la mono-
desetilamodiaquina); 16% fueron resistentes a dos
medicamentos simultdneamente (tres a la
cloroquinay la mefloquina y uno a la cloroquina 'y
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Cuadro 3. Susceptibilidad in vitro de los aislamientos.

Susceptibilidad in vitro de aislamientos de P. falciparum

Antipaltdico CI50 (nM)* Resistentes
Media 1IC95% Minimo Maximo

CcQ 422,94 261,88 — 583,99 29,82 1.243,94 19 (76%)
AQ 131,44 33,04 — 229,83 8,38 1.043,06 4 (16%)
DSA 169,32 66,80 — 229,83 1,46 1.096,29 8 (32%)
MQ 56,28 26,81 — 85,76 2,18 348,58 8 (32%)
QN 269,71 154,43 — 384,99 8,48 1.003,27 6 (24%)
AS 1,88 0,71 -3,05 0,12 13,02 1 (4%)
DHA 1,86 0,58 — 3,13 0,32 14,09 1 (4%)

CQ: cloroquina; AQ: amodiaquina; DSA: monodesetilamodiaquina; MQ: mefloquina; QN: quinina; AS: artesunato;

DHA: dihidroartemisinina
IC: intervalo de confianza

la monodesetilamodiaquina); un solo aislamiento
fue resistente a la cloroquina, la monodesetilamo-
diagquinay la quinina simultaneamente y otro fue
resistente a la cloroquina, la monodesetilamo-
diaquina, la quinina y la mefloquina; 12% (3/25)
mostro resistencia simultdnea a cinco medica-
mentos (dos a la cloroquina, la amodiaquina, la
monodesetilamodiaquina, la mefloquina y la
quinina, y uno a la cloroquina, la amodiaquina, la
monodesetilamodiaquina, la mefloquina y la
dihidroartemisinina), y un aislamiento fue
resistente a todos los farmacos, excepto a la
dihidroartemisinina.

Discusion

Inicialmente se buscoé evaluar la susceptibilidad
in vitro de los parasitos presentes en muestras
criopreservadas (no eran aislamientos frescos)
tomadas a pacientes de estudios de eficacia
terapéutica realizados entre el 2000 y el 2006 (7).
Sin embargo, no fue posible adelantar con éxito
el cultivo porque los parésitos requieren mas de
20 dias para adaptarse y lograr una parasitemia
suficiente para realizar las pruebas de
susceptibilidad; esta dificultad ya ha sido reportada
por otros autores (23-25).

Por estarazén, se decidié trabajar con aislamientos
recientes de pacientes procedentes de Urabay
Bajo Cauca antioquefios, de quienes no se
conocia la respuesta al tratamiento. Debido a la
relativa escasez de enfermos durante el tiempo
de ejecucion de la investigacion, también se
incluyeron pacientes provenientes de otros lugares,
inclusive fuera de Antioquia.

Aunque el nimero de aislamientos finalmente
evaluados en este estudio es comparable con la
cantidad de aislamientos de otros estudios
similares realizados en Colombia, es, indudable-
mente, un nimero pequefio para establecer el grado
de sensibilidad a los medicamentos antipalidicos,
limitacibn més notoria si se tiene en cuenta que
sélo se evaluaron 18 aislamientos de Urabay dos
del Bajo Cauca. No obstante, hay que resaltar
gue el desarrollo de este estudio permiti6 la
estandarizacion de la técnica HRP-2, avance que
permitir4 evaluar un mayor nimero de aislamientos
posteriormente, durante los trabajos futuros.

Los métodos tradicionalmente usados para evaluar
la susceptibilidad in vitro de P. falciparum a los
antipaltdicos son el micrométodo de Rieckmann
y el método radioisotdpico (14); frente a ellos, la
prueba HRP2 es mas facil de ejecutar y tiene
sensibilidad similar a la mostrada por los métodos
tradicionales (15-17). En el presente estudio, se
hall6 una elevada y significativa correlacion entre
las Cl, obtenidas con HRP-2 y el micrométodo de
Rieckmann (r=0,897; r>=0,805; p<0,01) y, ademas,
la clasificacion del fenotipo sensible/resistente fue
100% concordante para todos los tratamientos.

Las cepas FCB2 y NF54, por ser una cloroquina-
resistente y la otra cloroquina-sensible, han sido
empleadas como controles en estudios, tanto de
evaluacion de la susceptibilidad in vitro de P.
falciparum alos antipaltdicos, como de evaluacion
de la actividad antipaltidica de nuevos compuestos
(26-28). La cepa FCB2 fue aislada de un paciente
colombiano y fue clasificada como resistente a la
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cloroquina y sensible a la quinina (8); dichos
fenotipos fueron confirmados en este estudio v,
ademéds, se encontré que es sensible a la
amodiaquina, la artesunato y resistente a la
mefloquina. En cuanto a la NF54, también se
confirmé su fenotipo sensible a la cloroquina
caracteristico e, igualmente, mostré6 sensibilidad
a la amodiaquina, la quinina y el artesunato y
resistencia a la mefloguina. En general, para todos
los tratamientos evaluados, se obtuvieron Cl
menores con esta Ultima cepa que con la FCB2,
lo que sugiere mayor sensibilidad de NF54.

El hecho de haber confirmado en este estudio los
fenotipos reportados para cada cepa, valida la
metodologia utilizada para evaluar la suscepti-
bilidad in vitro de los aislamientos. Como ya se
menciond, el fenotipo frente a la cloroquina de
estas dos cepas esta muy bien establecido; sin
embargo, poco se ha evaluado su comportamiento
frente a otros antipaludicos, lo que hizo dificil
comparar estos resultados con otros estudios.

Es importante resaltar que para establecer y
validar los puntos de corte para clasificar la
resistencia, se deben realizar simultaineamente
pruebas de eficacia terapéutica y de suscepti-
bilidad in vitro en una poblacién no inmune (como
nifios o viajeros) (2). Para la cloroquina, dicho
punto de corte fue establecido hace mas de 25
afios por comparacion directa de los resultados
obtenidos in vivo e in vitro, mientras que para los
demas antipaltdicos, generalmente se han
calculado con base solamente en los resultados
in vitro, con el promedio mas dos desviaciones
estandar (29); por lo tanto, no se ha validado su
importancia frente a los resultados in vivo, lo cual
constituye un factor que explica la falta de
concordancia entre las pruebas de eficacia
terapéutica y de susceptibilidad in vitro que se ha
reportado en los diferentes estudios (11,12, 29-
31). Todo esto indica que, mas importante que
conocer la proporcion de aislamientos resistentes
a un medicamento, es medir la Cl, lo cual
permitira determinar la sensibilidad basal de los
paréasitos a un farmaco, evaluar el cambio en dicha
sensibilidad en el tiempo y, con estos datos, guiar
mejor los estudios de eficacia terapéutica (2).

En 2003, Gonzalez y colaboradores evaluaron 18
aislamientos de las regiones del Pacifico y
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amazoénica de Colombia y hallaron una frecuencia
de resistencia a la cloroquina, la amodiaquina, la
mefloquinay la quinina de 78%, 35%, 17% Yy 6%,
respectivamente, con el uso de los mismos puntos
de corte para la cloroquina y la quinina que se
emplearon en este estudio (Cl,;>100 nM para
cloroquinay Cl,,>500 nM para quinina), pero para
la amodiaquinay la mefloquina los puntos de corte
que utilizaron fueron significativamente menores
(Cl,,>20 nM para la amodiaquina, en vez de 80
nMy Cl,, >24 nM para la mefloquina, en vez de
64 nM) (13).

Dos afios después, Aponte y colaboradores
evaluaron 24 aislamientos de P. falciparumde la
region del Pacifico y encontraron una Cl,
promedio a la cloroquina 1,3 veces mayor que la
reportada en 2003 y para la mefloquina, la CI,
promedio hallada en 2005 fue nueve veces mayor
gue la de 2003 (2003: 10,8 nM; 2005: 97 nM) (13)
(Aponte, S. et al. Evaluacion de la respuesta in
vitro de aislados frescos de Plasmodium
falciparum a nuevos medicamentos antipalidicos.
En: Memorias. Xl Congreso Colombiano de
Parasitologia y Medicina Tropical, Bogota, 2005);
lo anterior sugiere una disminucion, con el tiempo,
de la sensibilidad de los aislamientos colombianos
a los antipaludicos.

En este estudio se observa esa mismatendencia
de los aislamientos de P. falciparum colombianos
a ser cada vez menos sensibles a los
antipaludicos; en efecto, la Cl, promedio
encontrada ahora por nosotros para la cloroquina
fue 2,4 veces mayor que la reportada en 2005,
mientras que para la amodiaquina y la quinina
fueron 12,8 y 4,5 veces mayores que las de 2003,
respectivamente, y en el caso de la mefloquina
esta Cl, fue 5,2 veces mayor que la reportada en
2003, aunque con respecto a la de 2005 fue 1,7
veces menor.

La baja sensibilidad encontrada en este estudio a
la cloroquina (76% de los aislamientos presentaron
Cl,,>100 nM) concuerda con los demas estudios
de susceptibilidad in vitro en Colombia (8-13), asi
como con la gran frecuencia de falla terapéutica
que ha presentado la monoterapia con la
cloroquina en nuestro pais y confirma, una vez
mas, que no debe emplearse en ningln caso la



Biomédica 2008;28:213-23

monoterapia con este medicamento para el
paludismo por P. falciparum (7).

La amodiaquina es entre una y tres veces mas
activa in vitro que su principal metabolito, la
monodesetilamodiaquina (32), lo cual fue
confirmado en este estudio, al encontrar que la
Cl,, promedio para la amodiaquina fue 1,3 veces
menor que la Cl,, de la monodesetilamodiaquina,
y que cuatro de los 25 aislamientos presentaron
Cl,, por encima de 80 nM (punto de corte que los
clasifica como resistentes), mientras que para la
monodesetilamodiaquina, este punto de corte fue
superado por ocho aislamientos.

Estos hallazgos también concuerdan con los
estudios que indican que la amodiaquina es
efectiva alin en zonas donde la resistencia a la
cloroquina es alta (33,34); sin embargo, contrastan
con los estudios de eficacia terapéutica de la
monoterapia con amodiaquina en Colombia, en
donde se reporta una falla de 30% en Turbo y El
Bagre (Antioquia) (7) y de 50% en Tumaco (Narifio)
(35). Esta diferencia entre los resultados
obtenidos en estudios in vivo e in vitro con la
amodiaquina ya habia sido informada en varios
estudios. Brasseur y colaboradores en 1995
encontraron, en Cameruny Congo, 20,3% de falla
y solo 9% de resistencia (30); por otra parte,
Aubouy y colaboradores en 2004 hallaron 40,5%
de falla y 5,4% de resistencia en Gabén (29), y
mas recientemente, Tinto y colaboradores,
reportaron 30% de fallay 7% de resistencia en un
estudio en Ruanda (31).

El metabolismo de la amodiaquina en humanos
depende de la enzima CYP2C8 y da lugar a la
formacién de otros metabolitos menores y poco
activos, tales como la bidesetilamodiaquina y la
hidroxidesetilamodiaquina (32). Ademas, la
enzima CYP2C8 muestra gran variacion entre los
individuos en el metabolismo de sustratos (36) y
presenta diferentes variantes genéticas (37,38).
Todos estos factores pueden ayudar también a
explicar la falta de concordancia entre los
resultados in vivo e in vitro con la amodiaquina.

En un estudio de nuestro grupo de 69 pacientes
de tres municipios con paludismo de Colombia
(Tumaco, Turbo y El Bagre), se encontré la
variante CYP2C8*2 en 6% de los pacientes y la
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mutacion R139K de la variante CYP2C8*3en 3%;
dichas variantes aparecieron principalmente en los
pacientes en quienes hubo falla terapéutica de la
monoterapia con amodiaquina (39); ademas, se
sabe que la presencia de estas mutaciones reduce
el metabolismo del paclitaxel (medicamento
anticanceroso) y del acido araquidénico (38).

Aungue en los estudios de eficacia terapéutica
en Antioquia no se incluyé ningan esquema con
quinina, este medicamento hace parte de las
pautas de tratamiento oficiales de nuestro pais,
tanto para el paludismo complicado (combinado
con sulfadoxina-pirimetamina) como para el
esquema de rescate (combinado con clindamicina)
para los pacientes que fallan al tratamiento de
primera linea (40); en el presente estudio se
encontrd que la quinina atn inhibe eficazmente el
crecimiento de los parasitos, puesto que 76% de
los aislamientos presentaron una Cl,, menor de
500 nM.

En lo que se refiere a las artemisininas, en este
estudio se hallé una Cl,, promedio para el
artesunato y la dihidroartemisinina algo menor que
la informada en 2003 para arteeter y en 2005 para
artesunato en el area del Pacifico colombiano (13)
(Aponte, S. et al. Evaluacién de la respuesta in
vitro de aislados frescos de Plasmodium
falciparum a nuevos medicamentos antipaltdicos.
En: Memorias. XIl Congreso Colombiano de
Parasitologia y Medicina Tropical, Bogota, 2005).

Sin embargo, algunos aislamientos manifiestan
Cl,, mayores de 10,5 nM, tanto en los estudios
previos como en el actual y, por lo tanto,
presentan una sensibilidad disminuida a estos
medicamentos; ademdés, con el esquema
artesunato- sulfadoxina-pirimetamina se obtuvo
una falla de 3% (7), todo lo cual sugiere que el
uso indiscriminado de las artemisininas pone en
riesgo la efectividad de estos medicamentos en
nuestro medio, tal como se present6 en Guayana
Francesa (41), lo que podria dejarnos sin opciones
para el tratamiento del paludismo por P.
falciparum.
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