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RESUMEN

Se evalué la susceptibiidad a cinco drogas
antimalaricas en aislados de Plasmodium falciparum, en el
municipio Atures del estado Amazonas. Se empled la técnica
de maduracion de esquizontes (sistema de la OMS Mark II).
Los parasitos fueron sensibles: a 64 pmol de mefloquina en
56/56 aislados; a 256 pmol de quinina en 56/60 aislados; a
1000 pmol de sulfadoxina/ pyrimetamina en 15/22 aislados;
a 4 pmol de amodiaquina en 34/59 aislados y a 8 pmol de
cloroquina en 34/58 aislados. Los valores del 50% de la
Concentracion Inhibitoria en pmol/pozo a mefloquina es 1,11;
a quinina 7,60; a sulfadoxina-pyrimetamina 21,60; acloroquina
1,23 y a amodiaquina 0,66. Se demostr6é en aislados de P.
falciparum sensibilidad a mefloquina, disminucion de la
sensibilidad a quinina y resistencia a cloroquina, amodiaquina,
sulfadoxina-pyrimetamina. Se sugiere implementar in vitro un
monitoreo de variaciones temporales en la susceptibilidad a
los antimalaricos empleados por el Programa de Control de
la Malaria en Amazonas, como un sistema de alerta temprana
de la resistencia.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasitaria,
producida por 4 especies de Plasmodium: P. ovale, P.
malarie, P. vivax y P. falciparum, siendo esta tltima
especie causante de la malaria grave, complicada y
de muertes. En el 2008 se registré 247 millones de

SUMMARY

The susceptibility of isolates of Plasmodium
falciparum of the municipality Atures in Amazonas state,
Venezuela, to five antimalarial drugs was evaluated using
the schizont maturation inhibition technique (OMS Mark 11).
Parasites were sensible to: 64 pmol mefloquine in 56/56
isolates; 256 pmol of quinine in 56/60 isolates; 1000 pmol
of sulfadoxinepyrimethamine in 15/22 isolates; 4 pmol of
amodiaquine in 34/59 isolates; 8 pmol of chloroquine in
34/58 isolates. The values of the 50% inhibition concentration
(IC50, geometric mean) were as follows: mefloquine =
1.11pmol; quinine = 7.60 pmol; sulfadoxine-pyrimethamine
= 21.60 pmol; chloroquine= 1.23 pmol; amodiaquine =
0.66 pmol. The present study confirms full sensibility of the
strains to mefloquine, and decreasing sensibility to quinine,
chloroquine, amodiaquine and sulfadoxine-pyrimethamine.
The susceptibility of P. falciparum to antimalarial drugs needs
continuous monitoring in order to detect the emergence of
resistant strains and to guarantee the quality of the malaria
control programme of Amazonas, Venezuela.
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casos de paludismo, causantes de cerca de un millon
de muertes, sobre todo en nifios africanos. En Africa,
cada 45 segundos muere un nifio de paludismo, y la
enfermedad es responsable de un 20% de las muertes
infantiles (OMS, 2011). La situacion en América no
es tan grave, probablemente porque P. vivax causa la
mayoria de los casos, y raramente se ha observado
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complicaciones por P. vivax, sin embargo esta especie
causa multiples recidivas y considerable morbilidad,
debido a que los farmacos con accidn curativa radical
disponibles requieren de un esquema de tratamiento
prolongado y por razones operacionales se dificulta
el cumplimiento (Pérez, 2004). Sin embargo, existen
areas con transmision de P. falciparum resistente a
drogas antimalaricas (Tangpukdee et al., 2009; Mendis
etal.,2001).

La resistencia a las drogas antimalaricas
por P. falciparum fue reportada en Venezuela en el
afio 1959: en Trujillo se registro la resistencia a los
inhibidores de la dihidrofolato reductasa (DHFR) como
la pirimetamina (Maberti, 1960), en Bolivar se reportd
la resistencia a la sulfadoxina-pyrimetamina (Godoy et
al., 1977; Caraballo & Rodriguez, 1999), resistencia
a la cloroquina (Navarrete et al., 1986; Caraballo &
Rodriguez, 1999; Aché et al., 2002). En Amazonas se
ha reportado falla terapéutica de la cloroquina en el
municipio Atures en 50% de 22 pacientes evaluados,
(Maynadié et al., 1989), en 100% de 20 pacientes
evaluados (Rodriguez et al., 2005); en el Municipio
Manapiares en 33% de 18 pacientes evaluados; en
el Municipio Alto Orinoco 68% de 22 pacientes
evaluados (Certad et al., 2005).

Para la década de los 90, el mayor indice
parasitario anual de malaria lo presentaba Amazonas,
con 12% de los 22.000 casos registrados en Venezuela,
67% P. vivax, 31,2% P. falciparum 'y 0,8% P. malarie
¢ infecciones mixtas. (Aché, 1998; Informe de
gestion CAICET, 1998). El afio 2007 en Amazonas
se registraron 7736 casos (83%) de P. vivax, 1416
(16%) casos de P. falciparum, 12 casos (0,1%) de
P. malariae y 40 cases (0,4%) infecciones mixtas
(Metzger, et al., 2009). El afio 2010 en Amazonas se
registraron 2118 casos (75%) de P. vivax, 635 (22%)
casos de P. falciparum, 57 cases (2%) de P. malariae
y 18 cases (0,6%) infecciones mixtas. En el afio 2003
se registraron 2193 casos de P. falciparum, lo que
representa una disminucion de 3,5 veces menos casos
de P. falciparum en Amazonas respecto el afio 2010
(Sub Direccion de Salud Ambiental Amazonas, 2010).

La disminucién de los casos de malaria P,
falciparum, obedece a la toma de acciones al cambiar
el tratamiento de primera linea (cloroquina) por la
combinacion de mefloquina-artesunato-primaquina
(esquema de tres dias) para la malaria no complicada
causada por P. falciparum, y continuar con el uso de
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cloroquina y primaquina (esquema de 14 dias) para la
malaria causada por P. vivax. (Metzger et al., 2009).

Con el fin de desarrollar un monitoreo de la
resistencia para generar informacion base del uso de
antimalaricos adecuados en poblaciones que viven en
Atures, y establecer con el uso de pruebas in vitro un
sistema de vigilancia de las drogas antimalaricas en
Amazonas; se monitoreo in vitro la susceptibilidad del
P, falciparum alos antimalaricos: quinina, mefloquina,
amodiaquina, cloroquina y sulfadoxina-pyrimetamina,
en el municipio Atures.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y poblacion

El presente trabajo fue desarrollado en el
municipio Atures del estado Amazonas venezolano
durante 1998- 2002 (en los meses Julio a Diciembre de
1988; Febrero a Agosto de 1999 y de 2000; Noviembre
a Diciembre de 2001 y Enero a Julio de 2002). Para
la seleccion de los voluntarios se consideraron tres
puestos de diagnostico de malaria en Puerto Ayacucho:
Centro Amazoénico de Investigacion para el Control
de Enfermedades Tropicales (CAICET), Laboratorio
Central de Malaria y Hospital José Gregorio Hernandez.
En estos puestos se hace el examen microscopico “La
gota gruesa y extendido” para determinar la morfologia
y parasitemia de la especie de Plasmodium que causa la
malaria o paludismo. Para el estudio se seleccionaron
aquellos individuos procedentes del municipio Atures,
que cumplieron con los criterios de seleccion de la
OMS (1990): pacientes con malaria no complicada,
mayores de 1 afio, inicamente con anillos y trofozoitos
de P. falciparum, con parasitemias entre 1000 y
80.000 parasitos/pl de sangre, que no habian ingerido
antimalaricos en los ultimos tres meses y previamente
informados sobre el estudio accedieron voluntariamente
a donar las muestras de sangre.

Parasitos

De cada voluntario se extrajeron tres mililitros
de sangre venosa recolectada en tubos con citrato de
sodio, cada muestra de sangre se conservd a 37°C
hasta el momento de su uso, en el laboratorio del
CAICET, las muestras se centrifugaron a 2.500 rpm
5 minutos a temperatura ambiente, para obtener la
capa sedimentada de eritrocitos, se descarto el plasma
y las células blancas. El paquete de eritrocitos, se
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centrifugdé a 2.500rpm por 5 minutos por tres veces
con una solucién A pH 6,8: de 10,4g/L de RPMI 1640,
suplementado con 2g/L de glucosa, 5,9g/L de Hepes,
0,1g/L de hypoxantina y SmL/L al 5% (p/v) NaHCO3.
Se obtuvieron los aislados frescos de P, falciparum de
cada paquete de eritrocitos. Todos los productos fueron
de la casa: Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA.

Ensayo de susceptibilidad a las drogas antimalaricas

Los eritrocitos parasitados se mezclaron con
medio de cultivo RPMI 1640: solucion A + 1mL/L al
3% (p/v) L-glutamine y ImL/L al 5% (p/v) glutathione
(para el caso de cloroquina, amodiaquina, quinina, y
mefloquina); y medio de cultivo LPLF® (para el caso
de la prueba con sulfadoxina/ pirimetamina), ambos
medios suplementados al 10% con plasma humano
AB+ (cortesia del Banco de Sangre del Hospital José
Gregorio Hernandez) inactivado a 56°C/30’. De cada
mezcla sangre (4% de eritrocitos parasitados) medio,
50ul fueron agregados en duplicado en cada pozo de
las placas predosificadas con las drogas antimalaricas
(producidas por la OMS Filipinas/ OMS Malasia),
luego se incub6 en una cdmara con CO, (producido al
encender una vela) a 37°C por 24 a 48 horas, al finalizar
la incubacién, de cada pozo se hizo una gota gruesa,
se colored con Giemsa al 20% pH 6,8 por 5 minutos
y luego se examino por microscopia.

Cada prueba se considero valida al observar
en cada gota gruesa con objetivo de 100X en el
pozo control (sin droga), la presencia de mas de
10% (20 esquizontes/200 parasitos asexuales:
trofozoitostesquizontes) esquizontes de 3 o mas
ntcleos para cloroquina, amodiaquina, quinina, y
mefloquina, y esquizontes de 8 o mas niicleos para
sulfadoxina/ pyrimetamina. La resistencia se considerd
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cuando se observé esquizontes de P. falciparum en
presencia de la minima concentracion de la droga
que inhibe el desarrollo de los parasitos (Tabla I) y se
evalud para cada droga la concentracion inhibitoria
(IC) que inhibe el 50% de los parasitos (OMS, 1990).
Con 10 pruebas validas el resultado del analisis de la
susceptibilidad es aceptable (OMS, 1990- 2001).

Analisis estadistico

Para cada droga se estimd con el software
PROBIT la media geométrica de IC50 que se requiere
para inhibir el crecimiento del 50% de la poblacion de
Plasmodium.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico
del Centro Amazénico de Investigacion y Control de
Enfermedades Tropicales "Simén Bolivar" (CAICET).

RESULTADOS

Durante los meses: Julio a Diciembre de 1988;
Febrero a Agosto de 1999 y de 2000; Noviembre a
Diciembre de 2001 y Enero a Julio de 2002, se mantuvo
vigilancia en los centros centinelas para la busqueda
de los casos de P, falciparum. Se registraron 210/ 955=
22% casos de P. falciparum que cumplieron con los
criterios de seleccion recomendados por la OMS (1990)
y solo 88/210=42% voluntarios donaron las muestras
de sangre venosa. Los cultivos exitosos resultaron ser,
aquellas muestras de sangre procesadas antes de las
4 horas luego de la extraccion venosa, aislados con
parasitemias de inicio entre 1.200 a 9.000 parasitos/ pl
de sangre. El tiempo medio de duracion de los cultivos
fue de 34+4 horas; al finalizar el cultivo, en cada pozo

Tabla I. Rango de concentraciéon (pmol/pozo) de cinco antimalaricos.

POZO cloroquina amodiaquina quinina mefloquina Sulfadoxina/pyrimetamina
B 1 0.25 4 2 10

Cc 2 0.50 8 4 30

D 4 1 16 8 100

E 8* 2 32 16 300

F 16 * 4* 64 32 1000*

G 32* 8* 128 64* 3000*

H 64* 16* 256* 128* 10000*

*Concentraciones que inhiben la formacion de esquizontes (indicador de resistencia)
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control se contaron desde 20 a 182 esquizontes por 200
parasitos asexuales.

La distribucion general de pruebas validas fue
58/88 = 66% para la cloroquina 59/88 = 67% para la
amodiaquina 60/88 = 68% para la quinina, 56/88 = 64%
para la mefloquina, 22/47 = 47% para la sulfadoxina/
pyrimetamina, el nimero de aislados 47 difiere de 88
debido a que el medio de cultivo LPLF® se adquiri6
con retraso.

La inhibicién completa de la maduracion de
los esquizontes fue 34/58 = 59% aislados a 8 pmol/pozo
de cloroquina; 34/59 = 58% aislados a 4 pmol/pozo
de amodiaquina; 56/60 = 93% aislados a 256 pmol/
pozo de quinina; 56/56 = 100% aislados a 64 pmol/
pozo de mefloquina y de 15/22 = 68% aislados a 1000
pmol/pozo de sulfadoxina/ pyrimetamina, de acuerdo
a los estandares de la OMS (1990) cada una de estas
concentraciones son consideradas para representar
la susceptibilidad a las drogas. La concentracion de
cada droga que inhibe el 50% de la maduracion de
los esquizontes (IC50) fue calculada con el software
PROBIT y se resume en la Tabla II.

DISCUSION

El ensayo de susceptibilidad a las cinco drogas
antimalaricas del Plasmodium falciparum, a través de
las pruebas de maduracion de esquizontes de la OMS:
permitio determinar entre 24 a 48 horas, en parasitos
frescos aislados en campo, la concentracion de la droga
que inhibe la maduracion de esquizontes; basicamente
sin riesgo para el paciente, puesto que no incluye
procedimientos invasivos a parte de la recoleccion
de muestra de sangre periférica, sin embargo, tiene
una intensa labor particular, puesto que requiere de
personal altamente entrenado en microscopia. Los
valores de la media geométrica IC,, en pmol/pozo
de cloroquina 1,23; amodiaquina 0,66; quinina 7,60;

mefloquina 1,11 y sulfadoxina-pyrimetamina 21,60,
estan por debajo de las concentraciones consideradas
inhibitorias del crecimiento de los parasitos, de acuerdo
a la los valores estandares de la micro-prueba in vitro
(Mark II). Noedl et al. (2004) sefialan que las pruebas
in vitro, permiten medir la resistencia intrinseco de una
droga en Plasmodium, pero una de las limitaciones de
las pruebas in vitro con aislados frescos, es que estos
aislados son pul de poblaciones de parasitos sensibles
y/o resistentes. Cuando en un aislado la proporcion
de parasitos resistentes y sensibles a una droga son
iguales, predominara el valor de la IC_ de los parasitos
resistentes.

Sin embargo, la proporcioén de aislados
que mostraron esquizontes en las concentraciones
inhibitorias del crecimiento de los parasitos en cada
una de las drogas evaluadas, cloroquina, amodiaquina,
quinina, mefloquina y sulfadoxina-pyrimetamina en
41%, 42%, 7%; 0% y 36% respectivamente, evidencia
la presencia de P, falciparum resistente a la: cloroquina,
amodiaquina y sulfadoxina-pyrimetamina. Reduccion
de la sensibilidad a la quinina en 7% y sensibilidad a la
mefloquina en 100%, si comparamos estos resultados
con los observados previamente en el municipio
Atures por Maynadié, et al. (1989), quienes reportaron
aislados de P. falciparum resistentes a la cloroquina
en 25% vy resistencia a la mefloquina en 11%. Estas
observaciones muestran un aumento de la proporcion
de aislados resistentes del P, falciparum ala cloroquina,
amodiaquina (4-aminoquinoleinas); inclusive podrian
considerarse como un aviso de alerta temprana de la
disminucion de la actividad antimalarica de quinina y
un alerta para el uso adecuado de la mefloquina, debido
a la similitud en la estructura molecular en ambas
drogas, como lo mencioné Maynadié et al. (1989).

La resistencia a las drogas antimalaricas esta
condicionada por presion de la droga sobre los parasitos
(Young et al., 1961; Kremsner et al., 1989; Brasseur et

Tabla Il. Concentracion (pmol / pozo) de las drogas que inhiben el 50% de la maduraciéon de esquizontes
de aislado de P. falciparum. Atures Amazonas 1998-2002.

IC (%) cloroquina amodiaquina quinina mefloquina Sul/pir
50 1,23 0,66 7,16 1,11 21,60
90 4,73 4,07 33,21 3,19 341,69
99 14,21 17,90 115,96 7,55 1804,41
Slope 2,19 1,62 1,92 2,79 1,06
Varianza EC,, 5,84 5,81 6,13 3,11 7,11
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al., 1993; Watkins et al., 1993; Legrand et al., 2008).
En Venezuela desde 1946 se ha utilizado la cloroquina
para el tratamiento de la malaria, se dejo de utilizar
por un periodo de cuatro afios (1988-1992) y durante
este periodo, se administro la amodiaquina como
droga de primera linea. La sulfadoxina-pirimetamina
fue la droga de segunda linea y la quinina la droga de
tercera linea. Las drogas cloroquina y amodiaquina son
derivados de 4-aminoquinoleinas, poseen semejanza
estructural y funcional y se han administrando en
Venezuela por mas de 5 décadas para el tratamiento
de malaria a P, falciparum.

En el ano 2005 en Venezuela se implementd
cambios en la politica de antimalaricos para tratamiento
de la malaria por P. falciparum: se sustituyo a
cloroquina como tratamiento de primera linea
por la combinacion de artesunato vs mefloquina,
el coartem® como tratamiento de segunda linea,
y la combinacion quinina vs clindamicina como
tratamiento de tercera linea. Al respecto Noedl et al.
(2005), indican que la susceptibilidad a las drogas
antimalaricas necesariamente deben ser monitoreadas
continuamente para prevenir emergencias de la
resistencia, las experiencias con cloroquina y
sulfadoxina-pyrimetamina son muy claras, si las
acciones son tomadas después de las fallas clinicas,
esto al mismo tiempo, impide salvaguardar lo
valioso de las drogas para el control de la malaria.
En este sentido Bacon et al. (2007a), sefialan que
la actividad de las drogas antimalaricas sobre los
parasitos se va perdiendo con el tiempo porque los
parasitos desarrollan estrategias para evadir la accion
antimalarica. Tomando en cuenta estas observaciones
se considera que la vigilancia y prevencion de la
resistencia a las drogas son muy importantes en los
Programas de Control de Malaria.

La OMS, plantea un sistema de monitoreo de
variaciones temporales y espaciales en la susceptibilidad
a los antimalaricos, como un sistema de alerta temprana
de resistencia. Propone una metodologia universal
basada en la medicion de los procedimientos y
lectura de la prueba en condiciones controladas, con
el uso de cepas de referencia resistentes y sensibles,
puesto que no hay un valor estandar universal de IC, |
comparable de laboratorio a laboratorio (Bacon et
al., 2007a; Kaddouri et al., 2008). Actualmente se
conocen 4 ensayos para evaluar las pruebas in vitro:
la prueba morfoldgica del sistema de la OMS Mark
IIT (OMS, 2001); los ensayos isotopicos, que miden la
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incorporacion de hypoxantina tritiada por el parasito;
los métodos basados en ELISA: HRP I1® y pLDH® y
el ensayo de deteccion de DNA: SYBR®*Green I o pico
green (Noedl et al., 2002, 2003; Basco, 2007; Bacon
et al., 2007b). El microtest de la OMS, requiere una
intensiva labor particular, microscopistas altamente
entrenado para disminuir variabilidad individual
entre observadores. El ensayo isotopico, requiere
alta parasitemias, equipo especializado y exclusivo,
con riesgos de radiactividad. Los métodos basados
mediante un ensayo inmunoenzimatico ELISA, es facil
de ejecutar, requiere equipos de uso comun, ademas,
tiene sensibilidad similar al método microscdpico y es
altamente reproducible como el método radioisotopico
(Noedl et al., 2004); no obstante, requiere reactivos
especificos para revelar la presencia de P. falciparum
mucho mas costosos que la gota gruesa del ensayo
de la OMS. El uso de marcadores moleculares de la
resistencia a los antimalaricos, también permiten servir
como sistema de alarma de resistencia en poblaciones
de parasitos del area en estudio (Sibley & Ringwald,
20006).

La IC,, permite establecer la sensibilidad
basal de los parasitos a una droga, evaluar el cambio en
dicha sensibilidad en el tiempo, y los datos son la base
para los estudios de eficacia terapéutica a nivel local
(Ringwald, 2005). En los ultimos 5 afios, los paises
fronterizos con la amazonia venezolana, Colombia,
Brasil y La Guyana, vienen empleando los métodos
para evaluar la susceptibilidad a los antimalaricos in
vitro recomendados por la OMS. Han reportado en
aislados frescos de P. falciparum la media geométrica
delaIC50de cloroquina422,9 nM; amodiaquinal31,4
nM; quinina 269,7 nM; mefloquina 56,3 nM y
artesunato 1,88 nM, en Colombia (Arango et al., 2008).
LalC,,de cloroquina 100.1 nM; amodiaquina 22.3 nM;
quinina 22.3 nM; mefloquina 22.3 nM y artemeter 2,03
nM; aunque en un area aislada se reporto artemeter 82.6
nM; en La Guyana Francesa (Legrand et al., 2008). La
IC,, de artesunato 0.85 nM y artemeter 3.0 nM; para
Brasil en el estado Amazoénico de Para (Ferreira ef al.,
2008). El area endémica en Guyana es un indicador de
un alerta temprano del uso racional de los derivados de
artemisina al Sur de América y que debe mantenerse
la vigilancia de los antimalaricos. Los valores altos de
IC,, de las 4 aminoquinolinas se debe a que contintia
sobre P, falciparum la presion de la cloroquina, puesto
que se emplea esta droga para el tratamiento de P, vivax,
areas donde ocurren infecciones mixtas (Lawpoolsri
etal.,2010).
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En éste trabajo, se demuestra, que durante el
periodo 1998 al 2002 en el municipio Atures circulaban
P, falciparum que no eran eliminados con la cloroquina,
amodiaquina y sulfadoxina-pyrimetamina, pero si
por la mefloquina, con pérdida de la efectividad de
quinina. Resultados que para ese momento generaron
informacién importante que obligaron a evaluar
los esquemas de tratamiento de primera y segunda
linea P. falciparum en la region: como el estudio de
Rodriguez et al., 2005 y el de Certad et al., 2005;
los aportes de éstas investigaciones, sumados a los
esfuerzos conjuntos de los paises Amazonicos e
instituciones (OPS/OMS, USAID, CDC, USP, MSH)
para Hacer Retroceder la Malaria en la region de las
Américas (Roll Back Malaria initiative), impulsaron
al Programa de Control de Malaria a participar en La
Red Amazonica de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimalaricos (RAVREDA) y la Iniciativa Amazonica
para la Malaria (AMI), cuyos resultados produjeron el
cambio de las politicas del tratamiento terapéutico para
P. falciparum en Venezuela.

Este estudio ratifica que las pruebas in
vitro permiten monitorear la susceptibilidad a los
antimalaricos, por lo que se recomienda implementar
un sistema de monitoreo de variaciones temporales y
espaciales en la susceptibilidad a los antimalaricos de
primera linea artesunato, mefloquina, y de segunda
linea quinina que actualmente emplea el Programa de
Control de la Malaria P. falciparum en Amazonas. Esto
permitiria lograr un sistema de alerta temprana de la
resistencia y poder preservar lo valioso de la actividad
de las drogas.
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