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Resumen y Abstract  IV 

 

Resumen 
Con este trabajo se quiere conocer cuáles son los genotipos y la frecuencia de 

resistencia a sulfadoxina/pirimetamina(SP) de P. falciparum que circulan en Tumaco, 

Quibdó y Tierralta. Las muestras provenían de pacientes positivos para P. falciparum 

colectadas entre 2012 y 2013. Se llevó a cabo la secuenciación de los genes asociados 

a la resistencia a SP, dhps y dhfr. En este estudio se encontró que en los tres sitios ha 

aumentado la frecuencia de parásitos con el doble mutante dhfr asociado a la 

resistencia intermedia a pirimetamina a expensas de la disminución de los genotipos 

sensibles o de poca resistencia (mutante único). Un hallazgo importante fue la 

aparición de la mutación A16V que está asociada a la resistencia al cicloguanil. En 

todos los sitios hay una disminución drástica o desaparición de los genotipos 

asociados con la sensibilidad o poca resistencia a la sulfadoxina. Otro hallazgo 

interesante fue la aparición y aumento drástico de la mutación S436F en los tres sitios 

bajo dos formas alélicas FAKAA y FGKAA. Estos hallazgos sugieren que el uso 

continuado de la droga y la selección de parásitos resistentes en los tres sitios 

mantienen y aumentan las frecuencias del mutante doble dhfr. De igual forma 

sugieren que los dobles mutantes probablemente se han diseminado en la costa 

pacífica en sentido norte sur. Finalmente, la aparición de la mutación A16V en 

Tumaco refleja el uso del cicloguanil como profiláctico en la infección malárica en el 

área o el uso de drogas en la región que contienen cicloguanil. 

 

Palabras clave: Plasmodium falciparum, haplotipos, dhps, dhfr, mutaciones. 
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Abstract 
This work aims to determine the genotypes and frequency of resistance to 

sulfadoxine/pyrimethamine(SP) of P. falciparum circulating in Tumaco, Quibdó and 

Tierralta. Samples were obtained from P. falciparum positive patients collected 

between 2012 and 2013. Sequencing of genes associated with resistance to SP, dhps 

and dhfr was performed. In this study we found that there has been an increase in the 

frequency of parasites with the double mutant dhfr associated with intermediate 

resistance to pyrimethamine at the expense of decreased susceptible or low resistance 

(single mutant) genotypes. An important finding was the appearance of the A16V 

mutation that is associated with resistance to cycloguanil. In all sites there is a drastic 

decrease or disappearance of the genotypes associated with sensitivity or low 

resistance to sulfadoxine. Another interesting finding was the emergence and drastic 

increase of the S436F mutation at all three sites under two allelic forms FAKAA and 

FGKAA. These findings suggest that continued drug use and selection of resistant 

parasites at all three sites maintain and increase the frequencies of the double dhfr 

mutant. They also suggest that the double mutants have probably spread on the 

Pacific Northwest. Finally, the appearance of the A16V mutation in Tumaco reflects 

the use of cycloguanil as prophylactic in malarious infection in the area or the use of 

drugs in the region containing cycloguanil. 

 

Key words: Plasmodium falciparum, haplotypes, dhps, dhfr, mutations. 
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1. Introducción 
La malaria se considera un problema de salud pública a nivel mundial, es una enfermedad 

producida por protozoarios del género Plasmodium y transmitida por la picadura de 

mosquitos hembra del género Anopheles. Cuando un individuo padece una infección por 

alguna de las especies de Plasmodium, la sangre infectada contiene formas asexuales 

(anillos, trofozoitos, esquizontes) y sexuales (gametocitos) del parásito. Las formas 

asexuales o eritrocíticas provocan los síntomas de la enfermedad y las sexuales infectan al 

mosquito hembra del género Anopheles que de esta forma se convierte en vector 

transmisor de la malaria. Esta enfermedad en Colombia es endémica en una gran parte del 

territorio nacional y está localizada en áreas por debajo de los 1.500 m.s.n.m. 

aproximadamente. En el país cada año se registran en promedio entre 120.000 a 140.000 

casos de los cuales gran parte son debidos a Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum 

seguido por Plasmodium malariae y las infecciones mixtas [1, 2, 3, 4]. Sin embargo, los 

esfuerzos para controlar esta enfermedad se han visto reducidos por la resistencia que han 

adquirido los parásitos a los diferentes antimaláricos. 

La cloroquina (CQ) y la sulfadoxina/pirimetamina (SP) son medicamentos comúnmente 

utilizados en todo el mundo para el tratamiento de malaria, sin embargo se han reportado 

cepas de P. falciparum resistentes a estos tres medicamentos en Asia, África y América del 

Sur [5]. La resistencia a CQ se debe a mutaciones puntuales en el gen de la proteína 

transportadora de cloroquina (pfcrt) [6], adicionalmente algunos estudios han sugerido que 

el gen de resistencia a múltiples fármacos (pfmdr-1) [7], también puede estar implicado en 

la resistencia a CQ. Por otro lado, la resistencia a SP está asociada con sustituciones 

progresivas de aminoácidos en el gen dhfr (dihidrofolato reductasa) y dhps 

(dihidropteroato sintasa) [8]. Así mismo en el sudeste asiático se ha registrado resistencia a 

artemisinina asociada con mutaciones en el dominio propulsor Kelch (K13-propeller) del 

gen PF3D7 1343700 [9]. 

En América del Sur, la pirimetamina y la cloroquina fueron introducidas y utilizadas en 

1950 durante la campaña de erradicación de la malaria [10, 11, 12, 13]. Sin embargo, los 

esquemas para el tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum en Colombia 
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han presentado múltiples cambios debido a la falla terapéutica y la resistencia a los 

diferentes antimaláricos. La resistencia a cloroquina en Colombia se reportó por primera 

vez en 1961 en el valle del río Magdalena y en el municipio Sabana de Torres [14, 15]. 

Posteriormente en 1980, se reportaron 35 casos cloroquino-resistentes en Urabá, Bajo 

Cauca, Magdalena Medio, Costa Atlántica y Chocó [16]. La combinación 

sulfadoxina/pirimetamina (SP) se introdujo en algunas partes de América del Sur en 1970 

y se utilizó hasta 1981 en Colombia como una alternativa a la cloroquina (CQ) [17, 18]. En 

1981 se reportó por primera vez resistencia a SP en pacientes procedentes de San José del 

Guaviare y el Valle del rio Ariari en el departamento del Meta [17]. 

Luego de la publicación de protocolos de la Organización Panamericana de la Salud (OPS) 

para determinar la falla terapéutica de los medicamentos contra P. falciparum [19], entre 

1997 y 2000 en Colombia se realizaron varios estudios para evaluar la eficacia de 

monoterapias y de la terapia combinada principalmente en la Costa Pacífica y Antioquía. 

Estos estudios mostraron elevada falla terapéutica a los tratamientos con CQ en la Costa 

Pacífica, Antioquía y la Amazonía y sensibilidad al tratamiento con SP en la Costa 

Pacífica Colombiana, resistencia intermedia en Chocó, el Bajo Cauca y Urabá y elevada 

falla terapéutica en la Amazonía [20, 21]. De igual forma, se han documentado altos 

porcentajes de falla terapéutica en el tratamiento de malaria no complicada por P. 

falciparum, para el tratamiento con cloroquina en combinación con 

sulfadoxina/pirimetamina en la Costa Pacífica y en Antioquia. Por lo tanto, debido a la alta 

resistencia a cloroquina, el esquema de tratamiento cambió de CQ+SP a la combinación de 

amodiaquina (AQ)/sulfadoxina/pirimetamina en el año 2000 [21, 22]. En Córdoba la 

combinación de amodiaquina/sulfadoxina/pirimetamina fue adecuada para el tratamiento 

de malaria no complicada por P. falciparum y P. vivax en una relación 50/53 en los 

pacientes evaluados [23]. Sin embargo estudios realizados entre el 2001 y el 2003 

mostraron bajos niveles de falla terapéutica a la combinación AQ+SP en algunas regiones 

del Pacífico Colombiano y alta proporción de falla terapéutica en la Amazonía y la 

Orinoquia [18, 22, 24, 25, 26], por lo tanto en el 2006 el Ministerio de la Protección Social 

por recomendación de la OMS, introdujo el uso de la terapia combinada con artemisinina 

(ACT, por sus siglas en ingles Artemisinin Combination Therapy) como primera línea para 

el tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum en la Región de la Amazonía 



Introducción 3 

 

 

y Orinoquía, y amodiaquina/sulfadoxina/pirimetamina en todo el resto del país [27]. 

Actualmente, el esquema de primera línea para el tratamiento de la malaria no complicada 

por P. falciparum en Colombia, es la combinación arteméter + lumefrantina, la cual es una 

de las combinaciones terapéuticas con derivados de ACT recomendada por la OMS para 

regiones con resistencia a los antimaláricos [1]. Dados estos reportes históricos de falla 

terapéutica, con este trabajo se quiere conocer cuáles son los genotipos y la frecuencia de 

resistencia a sulfadoxina/pirimetamina de P. falciparum que circulan en Tumaco, Quibdó 

y Tierralta. 

El objetivo del presente trabajo es determinar los genotipos asociados a la resistencia a la 

combinación sulfadoxina/pirimetamina en poblaciones de P. falciparum procedentes de 

Tumaco, Quibdó y Tierralta. Las muestras provienen de pacientes positivos para P. 

falciparum que fueron recolectadas por el Consorcio para la Investigación Científica 

Caucaseco en el marco del programa Red de Investigación Multidisciplinaria para 

Prevención y Control de enfermedades transmitidas por vectores - RED ETV. Este trabajo 

se llevó a cabo en la Universidad Nacional de Colombia, a través de la secuenciación de 

los genes asociados a la resistencia a sulfadoxina/pirimetamina. Este estudio contribuye a 

establecer si en las áreas de estudio hay poblaciones parasitarias sensibles a estos 

antimaláricos. Este estudio es importante para establecer programas de vigilancia 

epidemiológica de los genotipos de resistencia a los antimaláricos en P. falciparum.
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2. Marco teórico y revisión de literatura 
 

Resistencia a los medicamentos sulfadoxina/pirimetamina 

La muerte por malaria o paludismo se ha clasificado como evitable debido a que es una 

enfermedad curable que cuenta con métodos diagnósticos y terapéuticos eficaces. Sin 

embargo la propagación de la resistencia de los parásitos a los antimaláricos en varias 

partes del mundo, amenaza con acortar el tiempo de vida terapéutico de estas drogas [28]. 

La resistencia a los antimaláricos se ha definido como la capacidad de una cepa de un 

parásito para sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de la administración y absorción de un 

fármaco en las dosis recomendadas o en cantidades mayores pero dentro de los límites de 

tolerancia del paciente [29]. 

Los factores que favorecen el desarrollo y la transmisión de los mutantes resistentes 

actualmente no son muy claros [30]. Se ha planteado que muchos factores contribuyen al 

establecimiento y la propagación de la resistencia a los medicamentos. Estos pueden ser: 

mutaciones en el genoma del parásito que pueden alterar la estructura, el acceso o la 

actividad de la proteína (blanco) y como consecuencia se reduce la eficiencia de unión al 

fármaco; la inmunidad del hospedero; los factores ambientales; los tratamientos 

incorrectos; los factores farmacocinéticas y farmacodinámicos, entre otros [30, 31]. 

La sulfadoxina/pirimetamina es una combinación sinérgica de medicamentos antifolatos 

empleada en todo el mundo para el tratamiento de la malaria no complicada por P. 

falciparum. La pirimetamina es un inhibidor competitivo de la dihidrofolato reductasa 

(DHFR; EC 1.5.1.3), enzima involucrada en la producción de tetrahidrofolato, cofactor 

esencial para la síntesis de DNA y proteínas. La sulfadoxina inhibe la dihidropteroato 

sintasa (DHPS; EC 2.5.1.15), enzima clave en la biosíntesis del folato [32]. La resistencia 

a sulfadoxina depende de mutaciones en ciertos codones del gen, los reemplazos 

detectados en el gen dhps han sido: Ser-436 a Ala-436/Phe-436, Ala-437 a Gly-437, Lys-
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540 a Glu-540, Ala-581 a Glu-581, Ala-613 a Thr-613/Ser-613, Asn-666 a Lys-666 y Cys-

668 a Trp-668 [5, 33]. 

Así mismo, la resistencia a la pirimetamina está asociada con mutaciones puntuales en el 

gen que codifica para dhfr en sitios que bordean la cavidad del sitio activo de la enzima, 

donde la pirimetamina hace contacto con la enzima y actúa inhibiendo la unión de la droga 

[34, 35]. Estudios con cepas de P. falciparum resistentes a pirimetamina han reportado que 

esa resistencia está asociada con cuatro sustituciones: Thr-108/Ser-108 a Asn-108, Asn-51 

a Ile-51, Cys-59 a Arg-59 y Ile-164 a Leu-164 [34, 36]. Así mismo se ha observado que 

los parásitos con más de una mutación tardan un mayor tiempo en ser eliminados y tienen 

altos niveles de resistencia al tratamiento. De esta forma los alelos de dhfr con mutaciones 

cuádruples (108N, 51L, 59R y 164L) hacen que los parásitos sean intratables con 

pirimetamina [37, 38, 39]. Se ha reportado que los parásitos con una a tres mutaciones 

están presentes en África, mientas que aquellos con cuatro mutaciones son frecuentes en el 

sudeste de Asia y América del Sur. La evidencia molecular ha demostrado que los 

parásitos de malaria con alto nivel de resistencia a pirimetamina originalmente llegaron a 

África procedentes del sudeste de Asia [40]. 

Con respecto a otros medicamentos, como el proguanil (un inhibidor de la dihidrofolato 

reductasa que actúa principalmente a través de su metabolito principal, el cicloguanil), éste 

no ha sido muy utilizado en Colombia dada la poca evidencia y datos insuficientes acerca 

de la efectividad antimalárica, en comparación a la efectividad de la cloroquina, la 

amodiaquina y la mefloquina. En algunas partes de Sur América se ha introducido la 

combinación atovacuona-proguanil, conocido como Malarone, como medicamento 

profiláctico y como tratamiento de segunda línea para P. falciparum. Esta combinación se 

ha considerado como uno de los medicamentos seguros en el primer trimestre de 

embarazo, al igual que la quinina, la cloroquina, la pirimetamina y la sulfadoxina-

pirimetamina [1, 41, 42].  

Los antimaláricos generalmente han sido considerados contraindicados en el embarazo 

debido a los efectos en el feto [43]. Sin embargo, la Organización Mundial de la Salud en 

el 2002 como estrategia para el control de la malaria durante el embarazo en África, 
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recomendó que las mujeres embarazadas reciban por lo menos dos dosis de 

sulfadoxina/pirimetamina (SP) como tratamiento preventivo intermitente durante el 

segundo y tercer trimestre del embarazo. Por lo tanto, SP es actualmente el antimalárico 

más utilizado en mujeres embarazadas en áreas de África donde la trasmisión de P. 

falciparum es media y alta [44, 45]. Se ha planteado que la eficacia del tratamiento 

preventivo intermitente de la malaria en el embarazo puede verse comprometida por la 

propagación de la resistencia a SP a través de África. No obstante existe poca información 

de medicamentos alternativos o estrategias alternativas para la prevención de la malaria en 

el embarazo [46, 47, 48]. 

En Colombia, la quinina ha sido el medicamento más efectivo para el tratamiento de la 

malaria por P. falciparum durante el embarazo y puede ser usado en todos los trimestres, 

por lo tanto el esquema recomendado para Colombia consiste en la administración de 

quinina+clindamicina por 7 días. En el segundo y tercer trimestre la primera línea de 

tratamiento recomendada es ATM+LUM que es la misma para la población general. La 

diferencia del tratamiento durante el embarazo con los esquemas indicados para la 

población general es el uso de la primaquina, el cual está contraindicado en el embarazo. 

La primaquina no hace parte del esquema de primera línea para tratamiento de malaria no 

complicada por P. falciparum, sin embargo, puede completarse con el esquema de 

ATM+LUM con el fin de reducir niveles de transmisión. La malaria por P. vivax es 

altamente sensible a cloroquina y por lo tanto es la droga utilizada como tratamiento de 

primera línea y las recaídas son prevenidas con primaquina. El tratamiento para 

infecciones mixtas es el mismo esquema de malaria por P. falciparum no complicada con 

la adición de primaquina. El tratamiento de la malaria no complicada producida por P. 

malariae y P. ovale, dado que no son frecuentes en Colombia y la resistencia a los 

antimaláricos no está bien caracterizada, es el mismo tratamiento usado para P. vivax [1]. 
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Biosíntesis del folato y los inhibidores de la vía 

La primera enzima en la vía de síntesis de folatos es la GTP ciclohidrolasa I, esta convierte 

guanosina trifosfato (GTP) en pterina, un componente básico en esta vía metabólica. El 

ácido p-amonibenzoico (PABA) se adiciona para formar dihidropteroato y posteriormente 

acido glutámico para formar dihidrofolato (DHF). La enzima dihidropteroato sintasa 

(DHPS) es la encargada de incorporar PABA para formar dihidropteroato. Los folatos 

contribuyen como coenzimas en reacciones de transferencia de carbono de purinas y 

pirimidinas para la síntesis de ADN; en la biosíntesis de metionina, serina y glicina; y en la 

iniciación de la síntesis de proteínas. El ácido fólico no es bioquímicamente activo, pero se 

activa después de que es reducido a tetrahidrofolato (THF). En la síntesis de ADN, el 

ácido fólico en forma de 5,10-metilenoTHF (MTHF) proporciona el grupo metilo que 

convierte monofosfato de desoxiuridina (dUMP) a desoxitimidina monofosfato (dTMP). 

La metilación de desoxiuridina es provocada por la timidilato sintetasa. DHF es producido 

durante la síntesis de timidilato, donde la reducción del grupo metileno a metilo está 

acompañada simultáneamente por la oxidación de THF a DHF. La regeneración de THF se 

produce por la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), una reacción que es altamente 

sensible a la acción de algunos antagonistas de folato (figura 1) [49]. 

De esta forma, las biguanidas (proguanil, cloroguanil) y la pirimetamina inhiben 

selectivamente DHFR, compitiendo con el sustrato endógeno dihidrofolato (DHF) y 

reduce la producción de tetrahydrofolato (THF) [50]. Por otro lado, los medicamentos a 

base de sulfamidas como sulfadoxina y dapsona son inhibidores competitivos de la enzima 

DHPS, que se requiere para la condensación de PABA y pterina en la síntesis de novo de 

ácido fólico. De las sulfamidas, los mejores resultados se obtienen con sulfadoxina debido 

a su larga vida en el cuerpo. Sin embargo, el uso de las sulfonamidas en la malaria por P. 

falciparum se complica por la capacidad de muchas cepas de utilizar el ácido fólico 

exógeno presente el huésped, obviando de esta forma la necesidad de síntesis de novo y sin 

pasar por la inhibición de la DHPS por la sulfadoxina [49]. La combinación de 

sulfadoxina-pirimetamina actúa sinérgicamente, la inhibición de dos enzimas clave en la 

biosíntesis y la utilización de ácido fólico en P. falciparum, y por lo tanto la síntesis de 
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ADN y el crecimiento celular. Cada uno de estos medicamentos afecta a diferentes 

reacciones a lo largo de una sola vía metabólica en un bloqueo secuencial [49]. 

 

 

Figura 1. Principales enzimas y sustratos involucrados en la biosíntesis del folato [51].  

 

Bioquímica de la resistencia en dhps y dhfr 

Algunos modelos predictivos de la estructura de dhfr y alineamientos de la secuencia de P. 

falciparum con secuencias dhfr de otros organismos, han mostrado como las mutaciones se 

producen en regiones conservadas que bordean la cavidad del sitio activo de la enzima, 

afectando el alojamiento de los medicamentos y la entrada del los medicamentos en este 

sitio. Estos modelos muestran que el NH2 de la Asn-108 interfiere con el átomo de cloro 

de la pirimetamina, causando su desplazamiento dentro del sitio activo. Este 

desplazamiento, causa otro choque entre el grupo etilo de pirimetamina y uno de los 

átomos de oxigeno del grupo carboxilato de Asp-54, lo que hace girar a este grupo. Dado 
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que se ha sugerido que la unión entre Asp-54 y el anillo de pteridina debe ser planar, es 

probable que esta pérdida de planaridad sea la responsable de la resistencia a pirimetamina 

por el mutante Asn-108 [52]. Las mutaciones en los residuos Iso-51, Arg-59 y Leu-164 

experimentalmente inducen resistencia a los parásitos. Los residuos 51 y 59 están distantes 

del sitio activo de la enzima, pero situados en la misma hélice como el residuo 54, que es 

crucial para la unión del sustrato, la participación de estas mutaciones no es muy evidente, 

pero se cree que la carga positiva del residuo 51 y 59 puede producir cierta repulsión de 

los inhibidores si estos actúan en sus formas protonadas. En la estructura se han 

evidenciado pequeños cambios en Asp-54 en presencia de Iso-51 y Arg-59 y los estudios 

cinéticos cuando se incorpora Leu-164 en ausencia de otras mutaciones disminuye la 

resistencia a pirimetamina, pero aumenta en presencia de las mutaciones 108, 51, y 59. 

Esto ha sugerido que la resistencia se debe a un espacio en el sitio activo entre el carbono 

α de Cys-50 y Leu-164. Por lo tanto estas mutaciones pueden estar implicadas en impedir 

la unión de un inhibidor en el sitio activo de una forma silenciosa [35, 53, 54] (figura 2).  

 

 

Figura 2. Interacciones en el sitio activo de la enzima dhfr y pirimetamina en presencia de las mutaciones 

S108N y C59R [35]. 
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Para dhps de P. falciparum no se han realizado estudios de cristalografía, sin embargo, 

datos de la estructura de la proteína de Mycobacterium tuberculosis, han proporcionado 

una visión aproximada del posible efecto de las mutaciones en dhps de P. falciparum. La 

secuencia de aminoácidos en estos dos microorganismos se ha comparado en estudios 

previos, sin embargo, se reportó que hay un alineamiento incorrecto en el residuo 540 de 

P. falciparum con respecto a la enzima de M. tuberculosis. Los ajustes realizados al 

alineamiento identificando el residuo 540 con His141 de M. tuberculosis, en lugar de 

Trp132, han mostrado que los codones 436, 437 y 540 de P. falciparum, donde ocurren 

mutaciones que confieren resistencia a la droga, se alinean exactamente con los residuos 

de M. tuberculosis que recubren el sitio activo de dhps (residuos Ser53, Arg54 y His141 de 

M. tuberculosis). Por otra parte los codones 581 y 613 dentro de este mismo alineamiento, 

se observan a una o tres posiciones alejadas de los residuos del sitio activo (residuos 

Phe182 y Lys184 en el caso de Ala581 y Arg214 en el caso Ala613), por lo tanto se ha 

sugerido que estas mutaciones pueden tener un efecto compensatorio sobre la actividad de 

la enzima, lo que explicaría que estos residuos no se observen de forma aislada y solo 

estén presentes en el contexto de las mutaciones 436, 437 o 540 [55, 56]. 
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Figura 3. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de dhps. A) Mutaciones puntuales en dhps de 

diferentes especies (N. meningitidis, S. pneumoniae, P. falciparum y P. carinii) detectadas a partir de un 

alineamiento con la estructura en cristalografía de Mycobacterium tuberculosis. Las mutaciones puntuales de 

P. falciparum corresponden a: Ser-436 (posición 53), Ala-437 (posición 54), Lys-540 (posición 132), Ala-

581 (posición 183), Ala-613 (posición 217) [55]. B) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos alrededor 

del residuo 540 de dhps de P. falciparum, con las regiones equivalentes de los organismos mostrados. El 

sombreado indica el grado de conservación de aminoácidos [56]. 

 

La evidencia bioquímica de la resistencia de dhps y dhfr se ha basado en estudios de 

cinética enzimática por medio de proteínas recombinantes de Plasmodium expresadas en 

E. coli y en clones de cepas resistentes. Los parámetros cinéticos clave en estos estudios 

son la constante de Michaelis-Menten (Km), la constante de equilibrio de fijación del 

inhibidor (Ki), la tasa catalítica de recambio (kcat) y la constante de especificidad 

(Kcat/Km). Estos estudios han demostrado que el Ki de los alelos de tipo silvestre varía 

con respecto a los alelos resistentes. De igual forma se ha sugerido que las mutaciones 

adicionales actúan de una manera sinérgica más que de una manera aditiva, y que ciertas 

combinaciones pueden tener una mejor capacidad catalítica que otras mutaciones [53, 57, 

58]. De esta manera se ha sugerido que las mutaciones no evolucionan únicamente por su 

capacidad de causar resistencia, sino por su contribución sinérgica (efecto compensatorio) 

A 

B 
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en la función de la enzima y el incremento por la especificidad del sustrato. Esto sugiere 

una explicación de la progresión secuencial en la aparición de las mutaciones [36, 59, 60]. 

Se ha sugerido que dado el costo que implica la resistencia con respecto a la reducción en 

los valores Kcat/Km para dihidrofolato y NADPH, las formas de parásitos que exhiben 

varias mutaciones en dhfr pueden ser seleccionados en contra en ausencia de la presión de 

las drogas. 

 

Adquisición de la resistencia de los parásitos de malaria 

La evolución de las proteínas ocurre en gran medida a través de la sustitución secuencial 

de aminoácidos individuales, sin embargo, diversos procesos como compensaciones e 

interacciones pueden restringir el orden temporal en el que se producen los reemplazos 

[36]. Una sustitución de aminoácidos que es neutra o beneficiosa en un contexto genético, 

puede ser perjudicial en otro. Esta situación cuando el efecto con respecto a la 

adaptabilidad (“fitness”) de una forma alélica depende de las formas alélicas en otros loci 

o al interior del mismo locus, se llama epistasis. La epistasis puede ser intramolecular 

(interacciones entre sitios mutantes en el mismo gen) o intermolecular (interacciones entre 

mutaciones en diferentes genes) [61, 62].  

Estudios previos han identificado tres vías hipotéticas para la evolución escalonada de la 

resistencia a pirimetamina. La interacción epistática se ha hecho evidente en estos 

estudios, dado que la interacción de diferentes posiciones en el mismo gen o en diferentes 

genes, pueden modificar un determinado fenotipo. De igual forma, los estudios para 

determinar las vías mutacionales, muestran que algunas sustituciones pueden tener efectos 

deletéreos y que en ausencia de sustituciones compensatorias, el costo del “fitness” es 

sustancial. En la figura 4, se muestran las tres vías mutacionales más probables en la 

adquisición de los genotipos de alta resistencia obtenidas a partir de ensayos de resistencia 

in vitro a pirimetamina en un sistema de complementación bacteriano. El nivel de 

resistencia se estimó a través de una prueba de IC50 (concentración del fármaco que inhibe 

el crecimiento celular en un 50%) utilizando todas las combinaciones de sustituciones 

posibles, empezando por la forma alélica silvestre NCSI (posiciones 51, 59, 108, 164) 
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representado por 0000, hasta llegar al mutante cuádruple IRNL representado por 1111 

[36]. De esta forma, se observó que el orden de sustitución de aminoácidos S108N, C59R, 

N51I, I164L, es favorecido en un factor de aproximadamente 2 sobre el orden S108N, 

C59R, I164L, N51I, que a su vez es favorecido en un factor de 2 sobre el orden S108N, 

N51I, C59R, I164L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vías mutacionales más probables en la adquisición de los genotipos de alta resistencia. A. Media 

de los valores IC50 para pirimetamina entre las 16 posibles combinaciones de sitios de aminoácidos mutantes 

en dhfr. B. Principales vías inferidas para la evolución de la resistencia al pirimetamina. Las 10 vías 

principales se muestran en rojo, junto con las probabilidades estimadas. (Tomado de Lozovsky et al. [36]). 

 

Para obtener un genotipo de resistencia óptimo, las enzimas afectadas por inhibidores 

competitivos deben desarrollar una afinidad disminuida por el antibiótico, manteniendo al 

mismo tiempo su capacidad catalítica inicial. Sin embargo, las mutaciones de resistencia 

imponen un costo en el “fitness”. Las mutaciones individuales tienen diferentes efectos 

notables en la resistencia. Por ejemplo, la mutación S108N aumenta la resistencia a la 

pirimetamina 128 veces y la mutación A16V reduce la resistencia. Así mismo, para el 

alelo 0011 (NCNL) en la figura 4, que es extremadamente sensible a la pirimetamina (IC50 

A 
B 
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de 0 ug/mL), sus constituyentes mutantes únicos (0010 y 0001) tienen valores de IC50 de 

9,56 ug/mL y 0,29 ug/mL, respectivamente. El crecimiento de las cepas conteniendo 0011 

se observó deteriorado incluso en ausencia de pirimetamina, sin embargo, cada mutante 

individual presentó una tasa de crecimiento normal en ausencia del fármaco. De esta 

forma, las mutaciones también difieren en su capacidad para restaurar la funcionalidad de 

una enzima dhfr no funcional. Estos estudios indican que solo unas combinaciones 

específicas de las mutaciones son beneficiosas para la tasa de crecimiento o la resistencia y 

las interacciones entre las mutaciones afectan fuertemente el fenotipo. Estas vías muestran 

una evolución compensatoria, dado que la resistencia inicial que confiere las mutaciones 

disminuye la tasa de crecimiento, sin embargo, sus efectos son rápidamente compensados 

por las mutaciones subsiguientes. Estos estudios sugieren que altos niveles de resistencia 

pueden ser seleccionados sin comprometer necesariamente el “fitness” en general [59]. 

 

Distribución de los haplotipos Pfdhfr y Pfdhps en Colombia. 

En el país se han identificado cuatro principales zonas de transmisión de malaria con 

diferencias en la respuesta a los tratamientos para P. falciparum: la costa pacífica en la 

región occidental del país; las cuencas del rio Orinoco al oriente y del Amazonas al sur; y 

la región comprendida por Urabá, el Valle del rio Sinú y el Bajo Cauca al noroeste del país 

[63]. Los estudios para conocer la distribución de los genotipos de P. falciparum en 

Colombia son consistentes con las diferencias encontradas en la eficacia terapéutica de los 

antimaláricos. La cordillera de los Andes constituye una barrera natural para la dispersión 

de anofelinos, lo que resulta en un aislamiento de las poblaciones de parásitos y un 

limitado intercambio genético entre las regiones orientales y occidentales. 

Los estudios de poblaciones de P. falciparum en Colombia han mostrado que existen 

diferencias regionales en cuanto a los alelos dhfr y dhps circulantes. Los alelos dhfr 

(posiciones 51, 59, 108, 164) que circulan en la región del Pacifico Colombiano son: al 

suroeste los haplotipos NCSI (tipo silvestre), NCNI (única mutación) y ICNI (doble 

mutante), y al noroeste NCNI (única mutación) y ICNI (doble mutante). En la región de la 

Amazonia de Colombia se han reportado los haplotipos NCNI, ICNI y ICNL (única 
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mutación, doble mutante y triple mutante) mientras que en la Orinoquia (este) de 

Colombia se encuentra el haplotipo NCNI (única mutación) y ICNI (doble mutante). En 

Tierralta en el departamento de Córdoba, en las orillas del rio Sinú, se encuentra el 

haplotipo ICNI (doble mutante). De igual forma, se ha encontrado que para dhps 

(posiciones 437, 540, 581) el occidente de Colombia se caracteriza por una mezcla de 

genotipos AKA (tipo silvestre) y GKA (única mutación), mientras que en las poblaciones 

de la hoya del Orinoco están presentes los haplotipos AKA (tipo silvestre), GKA (única 

mutación), GKG (mutantes dobles) y GEG (mutantes triples). En Tierralta se encuentran 

los haplotipos GKA y AKA [65, 66]. Adicionalmente, se espera que la combinación de 

alelos de resistencia para dhfr y dhps, si no hay ningún tipo de presión selectiva o sesgo, 

ocurra completamente al azar, sin embargo se observa que las combinaciones no ocurren al 

azar, (e.g. el alelo sensible para dhps se encuentra en combinación con varios alelos de 

resistencia dhfr pero no a la inversa). 

 

Marcadores Microsatelitales y el origen de haplotipos de P. 

falciparum 

Los microsatélites son conocidos como secuencias simples repetidas (SSRs, simple 

sequence repeats) o repeticiones cortas en tandem (STR, Short Tandem Repeats) [67]. Son 

regiones repetitivas de DNA de uno a seis nucleótidos [68], tienen elevadas tasas de 

mutación (10-3 a 10-4 por locus por generación) y por lo tanto se dice que son altamente 

polimórficos (diferentes individuos exhiben diferencias en el número de repeticiones) [69, 

70]. El alto grado de polimorfismo en tamaño se explica por la acumulación de errores 

producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la replicación del DNA. Varios 

estudios han reportado que están presentes en los genomas de organismos eucariotas y 

procariotas. Se ha evidenciado que se encuentran abundantemente en los parásitos 

causantes de malaria, como es el caso de P. falciparum donde un locus microsatelital en 

promedio se encuentra cada 2-3kb en la secuencia genómica [71, 72]. Los microsatélites 

son selectivamente neutros, muestran herencia codominante y por lo tanto, en organismos 

diploides, los heterocigotos se pueden distinguir de los homocigotos [67, 73]. 
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El uso de las secuencias micosatelitales como marcadores genéticos se inicia con el 

desarrollo del ensayo de PCR (“Polymerasa Chain Reaction”). Estos marcadores se han 

utilizado para mapeo genético o para generar mapas de ligamiento con el fin de determinar 

la posición de los genes en un cromosoma y la distancia entre estos [74]. Así mismo estos 

marcadores son útiles en estudios de genética de poblaciones [67] por su capacidad de 

discriminar individuos al interior de una población. De esta forma existen numerosos 

estudios donde se determina el origen, las estructuras poblacionales y la diseminación de la 

resistencia de especies de Plasmodium a los antimaláricos en diferentes partes del mundo 

[75]. 

Por otro lado, los polimorfismos de base única (SNPs, Single Nucleotide Polymorphism), 

son sustituciones de bases que pueden ser de tipo transición, una purina por otra purina 

(A→G) o una pirimidina por otra pirimidina (C →T), o de tipo transversión que ocurre 

cuando hay una sustitución de una purina por una pirimidina (o a la inversa) (T/C→A/G). 

Los SNPs son más abundantes que los microsatélites en el genoma de humanos, animales 

y plantas, sin embargo la tasa de mutación es más baja (10-8 a 10-9 por nucleótido por 

generación) [76, 77]. Dado que se ha reportado que la tasa de mutación para los 

microsatélites es varios órdenes de magnitud más alta que para la sustitución de bases, se 

ha planteado que es posible inferir cuando un marcador de resistencia tiene un origen 

único o un origen múltiple con alto grado de certeza a partir de la asociación de alelos en 

muestras independientes [40, 78, 79]. De esta forma, es posible inferir el origen de las 

mutaciones en un genotipo a partir de la identificación de microsatélites asociados a un 

gen de resistencia como consecuencia del desequilibrio de ligamiento (LD), que es la 

asociación que existe entre alelos en un mismo segmento cromosómico. Por lo tanto la 

probabilidad de que dos alelos se mantengan asociados, sin que esta asociación sea 

interrumpida por recombinación, es mayor a medida que disminuye la distancia entre dos 

sitios. De este modo un genotipo de resistencia asociado a un mismo microsatélite en dos 

muestras distintas se considera que tienen un origen único, dada la baja probabilidad que la 

mutación de resistencia ocurra de manera independiente. Por consiguiente, se ha 

considerado que el uso de microsatélites ubicados cerca a los genes de resistencia, son 
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indispensables para trazar la historia evolutiva de los parásitos resistentes y las vías de 

propagación [40, 80].  

 

Diversidad genética de P. falciparum 

La diversidad de Plasmodium falciparum generada por la recombinación genética puede 

presentar variaciones de acuerdo con las características de la transmisión de la malaria en 

una región. En zonas de baja transmisión el mosquito vector puede ingerir sangre infectada 

con gametocitos pertenecientes a un solo clon, los eventos de fertilización entre 

gametocitos genéticamente idénticos originan cigotos (diploides) homocigotos en todos los 

loci. La recombinación durante la meiosis de homocigotos da lugar a productos haploides 

que tienen el mismo genotipo del clon original (autoentrecruzamiento). En regiones de alta 

transmisión un individuo puede estar infectado con múltiples clones de P. falciparum y el 

mosquito puede ingerir gametocitos pertenecientes a clones genéticamente distintos. Esto 

puede conducir a la formación de cigotos heterocigotos, en los cuales la recombinación 

meiótica genera nuevas combinaciones de genes dentro de la progenie haploide 

(esporozoitos). La diversidad genética de los parásitos de Plasmodium y el potencial que 

tienen estos organismos para mutar, le confiere a estos parásitos la capacidad de evadir la 

respuesta inmune del hospedero, producir variantes resistentes a los antimaláricos y 

variantes antigénicas [81, 82, 83]. 

Por otro lado, los barridos selectivos para genotipos resistentes a medicamentos pueden 

restringir la diversidad genética del parásito y son efectos que se han atribuido a cuellos de 

botella en la historia de la población. Una característica distintiva de un barrido selectivo 

es una región cromosómica con diversidad alélica reducida asociada a un fenotipo 

específico [84]. De esta forma, se han reportado estos eventos de selección a causa de los 

medicamentos en los loci Pfcrt y dhfr en poblaciones de África y Venezuela, así mismo, se 

han reportado estos eventos en regiones que flanquean el gen pfmdr-1 en poblaciones de 

Tailandia [40, 85, 86, 87, 88]. Para detectar los barridos selectivos en una población se 

determina el desequilibrio de ligamiento, que muestra la ausencia de recombinación o la 
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baja frecuencia de recombinación en una determinada región cromosómica, o sitios del 

genoma que pueden estar sujetos a selección.  

En este contexto, algunos estudios han demostrado que un individuo puede estar infectado 

con dos o más clones haploides de P. falciparum genéticamente distintos (multiplicidad de 

infección, MOI). Inicialmente se sugirió que la multiplicidad de infección se debía a un 

proceso de superinfección, es decir, cuando los clones de parásitos presentes en el 

hospedero provienen de múltiples picaduras causadas por diferentes mosquitos infectados. 

Esto proporciona un indicador del nivel de transmisión y la oportunidad para la 

recombinación entre diferentes clones de malaria [89]. Sin embargo, se ha demostrado que 

la multiplicidad de infección también puede provenir de un solo inóculo del mosquito que 

contiene un gran número de parásitos genéticamente diferentes [90, 91, 92, 93]. La MOI se 

conoce como el número de genotipos por muestra y generalmente se estima con la 

detección de múltiples alelos en cualquier locus de una muestra, indicando la presencia de 

múltiples parásitos genéticamente distintos (genotipos) de P. falciparum [94]. El estimado 

se realiza con un conteo de las distintas bandas en todas las variantes alélicas obtenidas de 

una genotipificación por PCR [89, 95].  

La genotipificación de genes altamente variables como los antígenos de superficie de 

merozoitos I y II (mspI y mspII), la proteína de superficie del circumsporozoito (CSP), la 

proteína rica en glutamina (GLURP) son los métodos más comunes para identificar clones 

individuales dentro de una infección, sin embargo se han revelado limitaciones en la 

comparación de los resultados obtenidos sobre la multiplicidad de infección derivados de 

diferentes laboratorios. En Colombia los resultados han demostrado que mspI y mspII no 

proporcionan información útil para diferenciar las poblaciones parasitarias de P. 

falciparum, por lo tanto, las evaluaciones con PCR deben utilizarse con precaución, ya que 

hay una alta probabilidad de clasificar nuevas infecciones parasitarias o recrudescencias, 

teniendo implicaciones en los estudios de eficacia de los medicamentos [96, 97]. Otros 

estudios han utilizado PCR en tiempo real multiplex, pirosecuenciación o modelos 

matemáticos y biológicos para estimar el genotipo y la distribución de los clones por 

individuo incorporando las frecuencias de los genotipos en la población. Sin embrago, 

dado que los marcadores que están bajo presión selectiva producen un sesgo con respecto a 
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las frecuencias observadas y por lo tanto pueden dar una visión distorsionada de la 

estructura de la población y la dinámica de la transmisión. Por lo tanto, los marcadores 

genéticos neutros como los microsatélites son herramientas más apropiadas para el análisis 

de estructura poblacional en estos parásitos y la evaluación de múltiples infecciones [75, 

98]. 

Se ha observado que infecciones con un solo clon se encuentran con frecuencia en las 

zonas donde la transmisión de la malaria es baja y marcadamente estacional. Cabe señalar 

que la transmisión de la malaria está dada por la tasa de inoculación entomológica 

(entomological inoculation rate, EIR), y se expresa en términos del número promedio de 

picaduras infecciosas por persona por unidad de tiempo [99, 100]. De igual forma se ha 

observado que con el aumento de la endemicidad, que es un término que hace referencia a 

la incidencia y el grado de transmisión de la malaria [101], aumenta la MOI y que esta, a 

su vez es dependiente de la edad del individuo infectado [102, 103]. Dada la correlación 

positiva entre la magnitud de infecciones multiclonales y la intensidad de transmisión, la 

multiplicidad de infección puede ser un método indirecto para medir la intensidad de la 

transmisión [104].  

De esta forma, varios estudios sugieren que la diversidad genética de las poblaciones de P. 

falciparum varía de acuerdo a las características epidemiológicas de la región. El patrón en 

la estructura genética de la población mundial de P. falciparum, muestra una tendencia 

general de aumento de la diversidad genética, pero una disminución del desequilibrio de 

ligamiento (LD) y de la diferenciación de la población en relación con la intensidad de la 

transmisión del parásito (Américas < Asia del pacífico < África) [81]. Zonas altamente 

endémicas como África son las más diversas genéticamente, muestran exogamia dando 

lugar a estructuras panmíticas de parásitos con abundantes genotipos. En América, se 

observa lo contrario, la diversidad genética es menor, altos niveles de LD y estructura de la 

población bien definida [105, 106]. Sin embargo la diferenciación genética entre las 

poblaciones se ha observado que es baja en África, intermedia en Asia y alta en América 

del sur [75]. Varios estudios de la estructura de poblaciones de P. falciparum en Sur 

América, han evidenciado que estas poblaciones son clonales, endogámicas, tienen 

expansión endémica, diversidad genética limitada y están fuera del equilibrio de deriva 
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mutacional (MDE, el número de mutaciones que entran a la población son equilibradas por 

el número de mutaciones que son removidas por la deriva genética) [65, 75, 107, 108, 109, 

110]. 

Así mismo, se ha encontrado que las poblaciones de Bolivia, Colombia y Brasil que están 

separadas geográficamente tienen alta diferenciación, siendo las poblaciones de Colombia 

las más diferenciadas de las otras poblaciones de Sur América, a diferencia de las 

poblaciones en África, donde sitios separados por más de 2000 kilómetros son 

indistinguibles [75].A partir de marcadores microsatelitales neutros o loci que no están 

sujetos a presión selectiva, se han realizado estudios de la estructura poblacional en 

Colombia, y se ha demostrado que las poblaciones de P. falciparum son altamente 

diferenciadas, sin embargo, se ha detectado intercambio genético entre algunas 

poblaciones del pacifico y el Orinoco, diseminando de esta forma alelos de resistencia a 

sulfadoxina/pirimetamina probablemente por migración de personas infectadas [65]. 

Adicionalmente, los estudios realizados en Antioquia y en la región pacifica de Colombia 

sobre la diversidad genética de P. falciparum muestran baja diversidad genética y bajos 

niveles de infecciones multiclonales. Un estudio realizado en cinco sitios de la región 

pacifico Colombiana, muestra que las infecciones multiclonales son poco frecuentes 

(19%); el 81% de las muestras contenían un único clon predominante. Estos hallazgos 

contrastan con los datos reportados para ciertas zonas de África y Asia, pero la baja 

diversidad genética es consistente con estudios previos en áreas de baja endemicidad [75, 

89, 104, 111, 112]. 

Esta información permitió plantear la siguiente hipótesis: si la combinación amodiaquina + 

sulfadoxina-pirimetamina se dejó de utilizar a partir de 2006 en la costa pacífica y en 2009 

en todo el país como primera línea de tratamiento para la malaria no complicada es de 

esperar que la frecuencia de los alelos resistentes disminuya u oscile alrededor de los 

valores encontrados en estudios previos. Por el contrario, si hay uso no controlado de la 

combinación amodiaquina + sulfadoxina-pirimetamina en Quibdó, Tumaco y Tierralta, en 

presencia de la droga los mutantes resistentes tienen una ventaja selectiva, si existe un 

costo de adaptabilidad (“fitness cost”), en presencia de la droga los parásitos resistentes 

tienen una desventaja selectiva con respecto al genotipo silvestre y por lo tanto se espera la 
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aparición o aumento de los genotipos resistentes en las poblaciones estudiadas. Sin 

embargo, la fijación de un alelo depende del tamaño efectivo de la población (Ne) y el 

coeficiente de selección, por lo tanto, para poblaciones con tamaño efectivo de población 

alto, la fijación de un alelo depende estrictamente del coeficiente de selección y en 

poblaciones con tamaños efectivos pequeños, la fijación puede depender también de la 

oscilación al azar de las frecuencias alélicas como resultado del muestreo al azar de 

gametos durante cada generación, es decir la deriva genética. 

 

Descripción de áreas endémicas implicadas en el estudio  

Tierralta: 

Tierralta se encuentra al extremo sur-occidental del departamento de Córdoba (lat. 

8°10´N, long. 76°03´O) sobre la margen oriental del rio Sinú en la región Caribe de 

Colombia; está a una altura de 5 m.s.n.m y tiene una extensión territorial de 4.728 Km2. El 

promedio de temperatura es 27°C y la humedad relativa es aproximadamente 80%. La 

población estimada es de 48.666 la cual se compone principalmente de mestizos e 

indígenas Emberá-Katío [113, 114]. Históricamente el municipio de Tierralata ha 

presentado alta incidencia y transmisión de malaria, la especie de malaria predominante 

en la región es P. vivax (65%), seguido por P. falciparum (25%) y los vectores más 

frecuentes son Anophelesnuñez–tovari, A. darlingi y A. albimanus [115, 116]. 

En el 2011 Córdoba presentó 9.545 casos de malaria y fue uno de los departamentos con 

mayor número de casos hasta la semana 52 (junto con Antioquia y Chocó representaron el 

75,58% de los casos nacionales). En 2012 presento 5.656 casos lo que equivale a una 

proporción de 9,8% de los casos reportados para ese año en el país, de los cuales 5.093 

fueron por P. vivax, 535 por P. falciparum, 27 por malaria asociada a formas mixtas y 1 

por P. malariae. Ese año se reportó una muerte en el departamento. En el 2013 en 

Córdoba se reportaron 2.923 casos de malaria, de los cuales 2.523 casos fueron por P. 

vivax, 376 casos por P. falciparum, y 24 casos de malaria asociada a formas mixtas, 

durante ese año se reportaron dos muertes por malaria. En el 2014 se reportaron 1.494 
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casos de malaria en el departamento, de los cuales 1.401 casos por P. vivax, 86 casos por 

P. falciparum y 7 casos de malaria asociada a formas mixtas. En el 2015 se notificaron 

1.267 casos de malaria, con una frecuencia de 2,4% de los casos reportados, de los cuales 

1.129 casos fueron por P. vivax, 129 por P. falciparum y 9 por malaria asociada a formas 

mixtas, durante este año se reportó una muerte en el departamento [2, 3]. 

 

 

Figura 5. Mapa físico-político del departamento de Córdoba, en el cual se señala el municipio de Tierralta 

con una flecha de color negro. Tomado de: 

http://geoportal.igac.gov.co/mapas_de_colombia/igac/mps_fisicos_deptales/2012/Cordoba.pdf. [117]. 

 

Tumaco: 

El municipio de Tumaco se encuentra en el departamento de Nariño al suroeste de 

Colombia en la región Pacifica (1° 48´N, 78° 45´O) a 2 m.s.n.m. Tiene una temperatura 

media de 28°C que oscila entre 16 y 33 °C, la humedad relativa es de 83,86% y una 

precipitación anual de 2.531 mm. El área municipal es de 3.760 km2 y tiene una población 

total de 171.281 de habitantes, de los cuales 84.574 es población masculina (49,38%) y 

86.707 es población femenina (50,62%) [118]. La población comprende indígenas, 

mestizos y principalmente Afrocolombianos. Cabe mencionar que esta región también se 

considera una zona de alta transmisión de malaria y en varios estudios se ha planteado que 

algunas poblaciones del pacifico Colombiano tienen una alta prevalencia del antígeno 
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negativo Duffy, lo cual explica la predominancia de la especie de malaria P. falciparum 

(70,1%) en la región, seguido por P. vivax (29,9%) y malaria asociada a formas mixtas 

(1%). Adicionalmente se ha reportado que el vector más frecuente en la región pacífica es 

A. albimanus [115, 116, 119].  

 

 

Figura 6. Mapa físico-político del departamento de Nariño, en el cual se señala el municipio de Tumaco con 

una flecha de color negro. Tomado de: 

http://geoportal.igac.gov.co/mapas_de_colombia/igac/mps_fisicos_deptales/2012/Narino.pdf [117]. 

 

El departamento de Nariño en 2011 presentó 3.511 casos de malaria, en 2012 se 

presentaron 7.224 casos que equivalen a 12,2% casos, de los cuales 6.710 casos fueron por 

P. falciparum, 507 por P. vivax, 2 por P. malariae y 5 casos fueron para malaria asociada a 

formas mixtas. Adicionalmente, en el 2012 se reportó en Tumaco dos muertes por malaria. 

En el 2013 se presentaron 5.310 casos en Nariño, de los cuales 5.103 casos fueron por P. 

falciparum, 198 casos por P. vivax, 7 casos de malaria asociada a formas mixtas y 2 casos 

por P. malariae. En 2014 se reportaron 5.091 casos, de los cuales 5.012 son causados por 

P. falciparum, 75 casos fueron causados por P. vivax y 4 casos causados por malaria 

asociada a formas mixtas. En el 2014 se reportó una muerte en el departamento. En 2015 

se reportaron 6196 casos de malaria, de los cuales 6003 fueron por P. falciparum, 180 

casos fueron por P. vivax y 13 caso por malaria asociada a formas mixtas. En el 

departamento se reportaron 2 muertes por malaria en ese año [2, 3]. 
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Quibdó: 

El municipio de Quibdó es la capital del departamento del Chocó al noroeste de Colombia 

en la región Pacífica (lat. 5º 48´N, long. 76º 39´O), se encuentra entre 43 y 53 m.s.n.m y 

tiene una temperatura promedio de 28ºC y altas precipitaciones. El área municipal es de 

3.337,5 Km2 y una población de 114.539 habitantes que en su mayoría son indígenas y 

afrocolombianos. Este municipio por tener población principalmente de origen africano, 

tiene una alta prevalencia de hemoglobinopatías y fenotipos Duffy negativos y por lo tanto 

es refractario a la infección por P. vivax. Este fenómeno se traduce en una mayor 

proporción de casos de P. falciparum. Se ha reportado que los vectores principales para el 

Chocó son: A. darlingi, A. albimanus y A. neivai [120, 121, 122]. 

 

 

Figura 7. Mapa físico-político del departamento de Chocó, en el cual se señala el municipio de Quibdó con 

una flecha de color negro. Tomado de: 

http://geoportal.igac.gov.co/mapas_de_colombia/igac/mps_fisicos_deptales/2012/Choco.pdf [117]. 

 

El departamento del Chocó en el 2011 presentó 11.490 casos de malaria, en 2012 se 

reportaron 10.207 casos, de los cuales 5.631 fueron por P. vivax, 4.428 por P. falciparum y 

148 por malaria asociada a formas mixtas. Durante el 2012 se reportaron 10 muertes por 

malaria en este departamento. En el 2013 se reportaron 13.025 casos, de los cuales 7.480 
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casos fueron por P. falciparum, 5.376 casos por P. vivax, 233 casos de malaria asociada a 

formas mixtas y 6 casos por P. malariae. Durante este año se reportaron tres muertes en 

este departamento. Durante el 2014 se reportaron 18.228 casos de malaria, de los cuales 

11.666 casos fueron por P. falciparum, 6.219 casos por P. vivax, 342 casos de malaria 

asociada a formas mixtas y 1 caso por P. malariae. Durante este año se reportaron 7 

muertes por malaria, la especie parasitaria involucrada en estas muertes fue P. falciparum. 

En 2015 se reportaron 27.254 casos de malaria, de los cuales 17248 fueron causados por P. 

falciparum, 9530 fueron por P. vivax y 476 casos fueron por malaria asociada a formas 

mixtas. Cabe mencionar que en los dos últimos años ha sido el departamento con mayor 

número de casos reportados para malaria y mayor número de muertes. En 2015 se 

reportaron 8 muertes por malaria en este departamento [2, 3]. 
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3. Formulación del problema y justificación 

3.1 Formulación del problema 

El comportamiento de la malaria que se ha registrado en Colombia se ha caracterizado por 

ciclos epidémicos que ocurren cada 2 a 7 años, relacionados con la ocurrencia del 

fenómeno del Niño-oscilación sur [63]. En Colombia se ha mantenido un patrón de 

transmisión endémica/epidémica y cada año se registran en promedio entre 120.000 a 

140.000 casos de malaria que en gran parte son debidos a P. vivax; sin embargo P. 

falciparum es responsable del 80% de los casos de malaria en la región del pacifico 

Colombiano [2, 3, 4]. La aparición de la resistencia de los parásitos a los medicamentos 

antimaláricos ha sido un reto para el control y el tratamiento de la malaria. La combinación 

sulfadoxina/pirimetamina fue comúnmente utilizada para el tratamiento de la malaria, sin 

embargo se han reportado casos de falla terapéutica en diferentes regiones del país. En el 

país se ha realizado la genotipificación de algunos genes asociados a la resistencia que 

están circulando en algunas regiones, pero no se conocen por completo los genotipos que 

circulan en Quibdó, Tumaco y Tierralata después de la implementación de la artemisinina-

lumefantrina como primera línea de tratamiento. Se sabe que los controles para el 

tratamiento de la malaria en las campañas de erradicación y las migraciones humanas 

pueden alterar la estructura de las poblaciones parasitarias y modificar la frecuencia de los 

genotipos de estos parásitos en el país. Si no se identifican los genotipos asociados a la 

resistencia de los parásitos circulantes en el país esto puede llevar a prácticas de uso 

inadecuado de los medicamentos y a la persistencia de parásitos multiresistentes. 
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3.2 Justificación de la investigación 

La malaria es un problema de salud pública a nivel mundial, se estima que anualmente 

ocurren alrededor de 219 millones de casos clínicos de malaria en el mundo y casi un 

millón de muertes [123]. En Colombia el Sistema de Vigilancia en Salud Publica – 

SIVIGILA del Instituto Nacional de Salud, muestra que en el año 2012 se notificaron 29 

muertes y 60.179 casos de malaria de los cuales el 73, 6% correspondieron a P. vivax y 

25,3% a P. falciparum, 1,1% casos de malaria mixta y 0,01% a P. malariae. Igualmente, 

en el año 2013 se notificaron 10 muertes y 51.722 casos de paludismo, con predominio de 

infección por P. vivax (64,51%), seguido por P. falciparum (34,13%), malaria asociada a 

formas mixtas (1,32%) y P. malariae (0,03%). En el año 2014 se reportaron 17 muertes y 

40.768 casos de malaria no complicada, de los cuales el 49,4% corresponde a P. vivax, 

49,2% a P. falciparum, 1,4% a formas mixtas y 0,01% a P. malariae. En el año 2015 se 

notificaron 18 muertes y 52.416 casos de malaria, en ese año el predominio de la infección 

fue por P. falciparum con el 51,8% de casos, seguido por P. vivax con 46,6% y 1,6% 

asociado a formas mixtas. Adicionalmente, se ha reportado que la malaria complicada 

producida por P. falciparum afecta a todos los grupos de edad, principalmente los grupos 

de edad entre los 15 y 45 años de edad, siendo las áreas rurales las más afectadas [2, 120].  

La resistencia que han adquirido los parásitos a los diferentes antimaláricos es el principal 

obstáculo para el control y la prevención de la malaria, adicionalmente el uso de estos 

medicamentos en contra de las políticas nacionales contribuyen a la aparición y la 

diseminación de la resistencia por el territorio nacional. Esto constituye un problema grave 

en la selección de genotipos de resistencia. Dado que en los estudios que sirven para la 

vigilancia epidemiológica existe una asociación entre las mutaciones y la resistencia a los 

antimaláricos, se han establecido marcadores de resistencia a partir de los genotipos de 

resistencia que se han observado. Sin embargo, es probable que los grados de resistencia 

varíen de acuerdo a los genotipos y que la resistencia que se ha atribuido a una mutación, 

no sea con certeza un buen marcador de resistencia, esto se plantea debido a que son 

sistemas epistáticos y las mutaciones compensatorias pueden modificar los grados de 

resistencia. 



28 GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

 

Este trabajo permitirá conocer los genotipos de P. falciparum que circulan en Quibdó, 

Tumaco y Tierralta, regiones endémicas para malaria en Colombia. Dados los reportes de 

falla terapéutica a las drogas empleadas en el país es necesario conocer los genotipos de 

resistencia a sulfadoxina/pirimetamina (SP) de P. falciparum que circulan en el país así 

como su frecuencia. Hay varias razones por las que estos estudios son importantes: 

1) Permiten determinar en qué áreas del país es posible utilizar la droga.  

2) Permiten determinar si una vez retirada la droga del esquema de tratamiento los 

parásitos sensibles vuelven a aumentar en frecuencia. 

3) Permiten diseñar políticas de control y vigilancia para impedir la diseminación de 

genotipos resistentes en regiones donde todavía la droga es de utilidad. 

4) Ayudan a establecer cuáles son los patrones de aparición de mutantes resistentes 

para entender cuáles son las variables que determinan la aparición de resistentes. 
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4. Pregunta de investigación 
Entre los años 2011 y 2015 en promedio se han reportado en el municipio de Tumaco 

1.254 casos de malaria por P. falciparum, que equivale al 24,07% de los casos reportados 

en el departamento de Nariño y a 6,42% de los casos reportados a nivel nacional. En 

Quibdó se reportó durante este periodo, un promedio de 2.621 casos por P. falciparum, 

que equivale al 27,57% de los casos reportados en el departamento de Chocó y a 13,41% 

de los casos a nivel nacional. Tierralta reportó en promedio 137 casos que equivale a 

28,35% de los casos reportados en el departamento de Córdoba y a 0,70% de los casos 

reportados a nivel nacional. Por tal razón se consideran sitios endémicos para la malaria en 

Colombia. En este trabajo se quiere conocer ¿Cuáles son los genotipos y la frecuencia de 

resistencia a sulfadoxina/pirimetamina de P. falciparum que circulan en Quibdó, Tumaco 

y Tierralta?  

Hipótesis: si la combinación amodiaquina + sulfadoxina-pirimetamina se dejó de utilizar a 

partir de 2006 en la costa pacífica y en 2009 en todo el país como primera línea de 

tratamiento para la malaria no complicada es de esperar que la frecuencia de los alelos 

resistentes disminuya u oscile alrededor de los valores encontrados en estudios previos. 

Por el contrario, si hay uso no controlado de la combinación amodiaquina + sulfadoxina-

pirimetamina en Quibdó, Tumaco y Tierralta, en presencia de la droga los mutantes 

resistentes tienen una ventaja selectiva, si existe un costo de adaptabilidad (“fitness cost”), 

en presencia de la droga los parásitos resistentes tienen una desventaja selectiva con 

respecto al genotipo silvestre y por lo tanto se espera la aparición o aumento de los 

genotipos resistentes en las poblaciones estudiadas. Sin embargo, la fijación de un alelo 

depende del tamaño efectivo de la población (Ne) y el coeficiente de selección, por lo 

tanto, para poblaciones con tamaño efectivo de población alto, la fijación de un alelo 

depende estrictamente del coeficiente de selección y en poblaciones con tamaños efectivos 

pequeños, la fijación puede depender también de la oscilación al azar de las frecuencias 

alélicas como resultado del muestreo al azar de gametos durante cada generación, es decir 

la deriva genética. 
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5. Objetivos 

Objetivo general: 

Determinar los genotipos asociados a la resistencia a la combinación 

sulfadoxina/pirimetamina en poblaciones de P. falciparum procedentes de Quibdó, 

Tumaco y Tierralta. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Genotipificar, por medio de secuenciación, los genes codificantes 

implicados en la resistencia a sulfadoxina/pirimetamina. 

2. Determinar las frecuencias de los haplotipos para dhfr y dhps 

3. Analizar el cambio en las frecuencias de los haplotipos dhfr y dhps con 

respecto a reportes previos en Colombia. 
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6. Materiales y métodos 

6.1 Diseño de la investigación (experimental o de 

investigación): 

El estudio está dirigido a determinar los genotipos de P. falciparum asociados a la 

resistencia a la combinación sulfadoxina-pirimetamina circulantes en tres áreas de estudio: 

Quibdó, Tumaco y Tierralta. Para esto se secuenciaron los alelos para dhfr y dhps 

circulantes en estas regiones y se determinó la frecuencia de haplotipos para cada una de 

las regiones. Esto se realizó a partir de muestras de sangre infectada almacenada en papel 

filtro. Por medio de técnicas de PCR y secuenciación se obtuvieron las secuencias de los 

genes codificantes implicados en la resistencia (dhfr y dhps). Estos análisis se llevaron a 

cabo con ayuda de herramientas bioinformáticas como Mega y BioEdit. 

 

6.1.1 Población de estudio y muestra Población de estudio 

Población 

Tres (3) sitos endémicos para malaria en Colombia: Quibdó, Tumaco y Tierralta. 

 

Muestra  

Muestras de pacientes positivos para P. falciparum provenientes de Tumaco, Tierralta y 

Quibdó, fueron recolectadas entre enero de 2012 y septiembre de 2013 por parte del el 

Consorcio para la Investigación Científica Caucaseco en el marco del programa Red de 

Investigación Multidisciplinaria para Prevención y Control de enfermedades transmitidas 

por vectores - RED ETV. En total se colectaron 94 muestras en papel filtro de las cuales 

31 son de Quibdó, 28 son de Tierralta y 35 son de Tumaco.  
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6.2 Métodos 

 

Extracción de DNA, amplificación y secuenciación de genes de 

resistencia. 

El DNA parasitario que fue utilizado en las amplificaciones por PCR, fue extraído de las 

muestras positivas para P. falciparum que fueron colectadas en papel filtro. La extracción 

se realizó por medio del kit de extracción QIAamp, el cual tiene 4 pasos para obtener el 

DNA: 1. la lisis de la muestra, 2. El DNA lisado se une a una membrana a base de sílica, 3. 

un lavado de la membrana, 4. la elución del DNA de la membrana (figura 8).  

El primer paso para la obtención del DNA incluye una lisis de la muestra. Para esto se 

corta el papel filtro conteniendo la muestra, aproximadamente 3mm de diámetro, y se 

coloca en un tubo de microcentrífuga de 1,5mL. Posteriormente se adiciona al tubo 180uL 

de buffer ATL (buffer de lisis tisular) y 20uL de proteinasa K y se hace vórtex por 10 

segundos. El tubo se coloca en un bloque de calentamiento a 56°C y se alterna con vórtex 

durante 10 segundos cada 10 minutos para mejorar la lisis. Para asegurar una lisis 

eficiente, la muestra y el buffer se mezclan a fondo durante el vórtex. Luego se debe 

realizar un vórtex final por 10 segundos, se hace una centrifugación breve para retirar las 

gotas dentro de la tapa y se añaden 200uL de buffer AL (buffer de lisis). El tubo se coloca 

en un bloque de calentamiento a 70°C y se alterna con vórtex por 10 segundos cada 3 

minutos. Se realiza una centrifugación breve para retirar las gotas en el interior de la tapa.  

El segundo paso es unir el DNA lisado a una membrana a base de sílica. De esta forma se 

transfiere todo el lisado a la columna QIAamp MinEute sin mojar el borde y se centrifuga 

a 6000 x g por 1 minuto; la columna se coloca en un tubo de recogida de 2 mL limpio y se 

desecha luego de la centrifugación. El tercer paso es realizar un lavado de la membrana 

adicionando 500uL del buffer AW1 (buffer de lavado 1) y se centrifuga a 6000 x g  por 1 

minuto. El tubo de recogida de 2 mL se desecha y se adicionan 500uL del buffer AW2 

(buffer de lavado 2), este se centrifuga nuevamente y se desecha el tubo de recogida de 
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2mL. Con el fin de secar completamente la membrana, se centrifuga a alta velocidad 

(20.000 x g) durante 3 minutos y el tubo de recogida de 2 mL se desecha.  

Finalmente, el cuarto paso es eluir el DNA de la membrana, para esto se coloca la columna 

en un tubo limpio de 1,5mL y se adicionan 50uL de buffer AE (buffer de elución) en el 

centro de la membrana, se cierra la tapa y se incuba a temperatura ambiente durante 1 

minuto. Posteriormente se centrifuga a alta velocidad (20.000 x g) durante 1 minuto. 

 

 

 

Figura 8. Proceso de extracción de DNA parasitario. 
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Amplificación y secuenciación dhps y dhfr 

La amplificación de los genes codificantes involucrados en la resistencia a 

sulfadoxina/pirimetamina (Pfdhfr y Pfdhps) se llevó a cabo por medio de PCR anidadas. 

La PCR anidada consiste en el uso de dos amplificaciones con el fin de mejorar la 

sensibilidad de la técnica y obtener productos de mejor calidad. Luego de la optimización 

de las PCR, se realizaron dos rondas de amplificación con distintos oligonucleótidos en 

cada una. Se obtuvo un producto de PCR en 50uL y una concentración por encima de 

100ng/uL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el kit Taq DNA 

polymerase recombinant (Cat. 11615-010, invitrogen), el kit dNTP (Cat. KK1007, Kapa 

Biosystems) y los oligonucleótidos (Macrogen). Las condiciones para las reacciones de 

PCR se muestran en el anexo 1. Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa 

al 1,5% para confirmar una única banda y por medio de cuantificación comparativa con 

diluciones del marcador de DNA (Cat. M5005-50, Zymo Research) se determinó la 

concentración de las muestras. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pozos (Cat. HSP-9621, Biorad) 

y sellos transparentes de Biorad (Cat. MSB-1001). Las condiciones de las reacciones de 

PCR, los ciclos de amplificación programados en el termociclador para la primera y 

segunda reacción de PCR se muestran en el anexo 1. 

 

Oligonucleótidos 

Los primers utilizados en las reacciones de PCR anidadas para la amplificación de los 

genes dhfr y dhps se obtuvieron del estudio realizado por Corredor et al. [65]. La 

secuenciación de dhfr se llevó a cabo con los mismos primers con los que se llevó a cabo 

la segunda reacción de PCR. Para la secuenciación de dhps, se diseñaron los primers por 

medio de primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/), adicionalmente se analizaron por medio 

del programa OligoAnalyzer 3.1 

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) para conocer la 
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temperatura de disociación, la probabilidad de formar bucles (“Hairpin”) y dímeros, entre 

otros. Los primers utilizados se muestran en el anexo 1. 

 

Alineamiento 

Un conjunto de 94 secuencias de dhps y dhfr se obtuvieron de Macrogen. Estas secuencias 

de DNA se alinearon mediante Muscle con el programa MEGA6 

(http://www.megasoftware.net/home) (Figura 9 y 10). Este programa es una herramienta 

para analizar secuencias de DNA y proteínas desde una perspectiva evolutiva. El 

alineamiento se realizó teniendo como referencia la secuencia de P. falciparum cepa 3D7, 

la cual se obtuvo de la base de datos plasmo DB [124]. Se confirmaron y se corrigieron las 

secuencias manualmente y de esta forma se descartaron los errores de secuencia. 

Posteriormente se confirmo la presencia de mutaciones en las secuencias de dhfr y dhps  

(Figura 11 y 12). La presencia de mutaciones sinónimas y no sinónimas se confirmó con 

las secuencias de aminoácidos, observándose una mutación sinónima AAA por AAG en la 

posición 1795 de dhps que codifica para Lys-540 (figura 13 y 14).  

 

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de dhfr con Mega6. 
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias de dhps con Mega 6. 

 

Figura 11. Presencia de la mutación en la secuencia de aminoácidos A16V, N51I y S108N en dhfr, y 

ausencia de mutación en la posición 59 y 164. 

 

 



GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

37 

 

 

Figura 12. Presencia de la mutación en la secuencia de aminoácidos S436F y A437G en dhps. Las 

posiciones 540, 581 y 613 no presentaron mutaciones. 

 

Figura 13. Posición 1795 de dhps donde se observó una mutación sinónima AAA por AAG. 
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Figura 14. Posición 540 en la secuencia de la proteína para dhps donde se confirma la mutación sinónima 

dando como resultado el aminoácido Lys-540. 

 

 

Los criterios de evaluación de las secuencias fueron: (Figura 15, 16 y 17) 

1. Los picos irregulares, picos mixtos, señales de ruido, no se incluyeron en el 

alineamiento.  

2. Se incluyeron secuencias con buena intensidad (superior a 500). 

3. Se examinaron las secuencias para determinar si el producto de PCR obtenido no 

es específico.  

4. Las secuencias se cortaron en los extremos (aproximadamente 60-100 pb) con el 

fin de eliminar picos inespecíficos al inicio y al final de la secuencia. 
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Figura 15. Muestra 30103103178 procedente de Tumaco con mutación en la secuencia de DNA que 

conlleva al reemplazo en la posición A16V de dhfr. 

 

Figura 16. Muestra 30103103150 procedente de Tumaco con mutación en la secuencia de DNA que 

conlleva al reemplazo en la posición N51I de dhfr. 

 

 



40 GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

 

 

Figura 17. Muestra 30103103150 proveniente de Tumaco con mutación en la secuencia de DNA que 

conlleva al reemplazo en la posición S108N de dhfr. 

 

6.3 Análisis de información 

Como parte de la información disponible, se realizó una consulta en la base de datos 

WorldWide Antimalarial Resistance Network (WWARN). Esta plataforma colaborativa 

genera recursos y evidencia confiable para informar a la comunidad sobre diversos 

aspectos de la resistencia a los antimaláricos y de la cual participa el grupo de Malaria de 

la Universidad Nacional de Colombia. En la página web: http://www.wwarn.org/dhfr-

dhps-surveyor/#0, se consultaron los mapas de marcadores de resistencia encontrados para 

los genes dhps y dhfr de P. falciparum que han sido publicados en el tiempo, lo que 

permitió realizar una comparación con los genotipos circulantes mundiales. 

Se determinaron las frecuencias de las combinaciones haplotípicas encontradas para dhfr y 

dhps en Tumaco, Tierralta y Quibdó, se determinaron los patrones de mutación (dobles, 

triples, cuádruples, quíntuples) y su distribución en la región del pacifico colombiano. 
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7. Consideraciones éticas 
La recolección de muestras proveniente de pacientes infectados, se llevó a cabo por el 

Instituto de Investigaciones Científicas Caucaseco, quienes por medio del comité de ética 

institucional llevaron a cabo la elaboración, revisión y aprobación de los documentos del 

estudio previo, así como el documento de consentimiento informado. Por lo tanto, este 

proyecto está en conformidad con los principios establecidos en la Declaración de 

Helsinski y con las regulaciones y lineamientos de la Resolución No. 008430 del 4 de 

octubre de 1993 del Ministerio de Salud y la Conferencia Internacional de Armonización 

(International Conference on Harmonisation (ICH)) para asegurar la mayor protección 

posible a las personas que participen en el estudio. Adicionalmente, este estudio se 

desarrolló en conformidad con los lineamientos de Buenas Prácticas de Laboratorio y las 

Buenas Prácticas Clínicas para asegurar la calidad y confiabilidad de los resultados 

obtenidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

 

8. Resultados 
En este trabajo encontramos para dhfr el haplotipo con la doble mutación AICNI 

(posiciones 16, 51, 59, 108, 164; mutaciones en negrilla) circulando en Tierralta y en 

Quibdó en una frecuencia del 100%. En Tumaco se encontró que los haplotipos circulantes 

son: AICNI (doble mutante) en una frecuencia del 38,2%, ANCSI (tipo silvestre) en una 

frecuencia del 26,5% y ANCNI (única mutación) en una frecuencia del 8,8%. Un hallazgo 

importante fue que se encontró una mutación no detectada previamente en el país en la 

posición 16 en las muestras provenientes de Tumaco, con una alta frecuencia genotípica. 

Los haplotipos encontrados con la mutación 16 fueron VNCSI (única mutación) en una 

frecuencia del 23,5% y el haplotipo VICNI (triple mutante) en una frecuencia del 2,9% 

(Figura 18). Estos dos haplotipos con la mutación 16 no se han reportado para Colombia y 

Sur América hasta el momento. 

 

Figura 18. Frecuencias de haplotipos dhfr (posiciones 16, 51, 59, 108 y 164) presentes en muestras 

provenientes de Tumaco, Quibdó y Tierralta. Los haplotipos dhfr corresponden a: tipo silvestre (ANCSI), 

único mutante (VNCSI), único mutante (ANCNI), triple mutante (VICNI), doble mutante (AICNI). 
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Los haplotipos encontrados para dhps (Posiciones 436, 437, 540, 581 y 613) que están 

circulando en Tumaco son: FAKAA (única mutación) en una frecuencia del 60% y el 

haplotipo FGKAA (doble mutante) en una frecuencia del 40%. En Quibdó se encontraron 

los haplotipos FGKAA (doble mutante) en una frecuencia del 58,6%, FAKAA (única 

mutación) en una frecuencia del 31%, y SGKAA (única mutación) en una frecuencia del 

10,3%. En Tierralta se encontraron los haplotipos FAKAA (única mutación) en una 

frecuencia del 88%, FGKAA (doble mutante) en una frecuencia del 8% y SAKAA (tipo 

silvestre) en una frecuencia del 4% (Figura 19). Otro hallazgo importante en este estudio 

es la aparición de la mutación en la posición 436 que no se ha reportado anteriormente 

para Colombia y Sur América. En la región del pacífico colombiano los nuevos haplotipos 

conteniendo la mutación 436 son: FAKAA y FGKAA. 

 

Figura 19. Frecuencias de haplotipos dhps (posiciones 436, 437, 540, 581 y 613) presentes en Tumaco, 

Quibdó y Tierralta. Los haplotipos dhps corresponden a: SGKAA (única mutación), FAKAA (única 

mutación), FGKAA (doble mutante), SAKAA (tipo silvestre). 
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Finalmente, se determinaron las frecuencias de los haplotipos para la combinación dhps y 

dhfr presentes en las muestras de Tumaco, Quibdó y Tierralta. En las muestras 

provenientes de Tumaco se encontraron circulando los haplotipos AICNI/FGKAA 

(cuádruple mutante) en una frecuencia del 32,4%, ANCSI/FAKAA (única mutación) en 

una frecuencia del 23,5%, VNCSI/FAKAA (doble mutante) en una frecuencia del 23,5%, 

ANCNI/FAKAA (doble mutante) en una frecuencia de 8,8%, AICNI/FAKAA (triple 

mutante) en una frecuencia del 5,9% y VICNI/FGKAA (quíntuple mutante) en una 

frecuencia del 2,9%, ANCSI/FGKAA (doble mutante) en una frecuencia del 2,9%. En 

Quibdó se encontraron los haplotipos AICNI/FGKAA (cuádruple mutante) en una 

frecuencia del 58,6%, AICNI/FAKAA (triple mutante) en una frecuencia del 31% y 

AICNI/SGKAA (triple mutante) en una frecuencia del 10,3%. En Tierralta se encontraron 

los haplotipos AICNI/FAKAA (triple mutante) en una frecuencia del 87,5%, 

AICNI/FGKAA (cuádruple mutante) en una frecuencia del 8,3% y AICNI/SAKAA (doble 

mutante) en una frecuencia del 4,2% (Figura 20). Los nuevos haplotipos encontrados en 

este estudio son: ANCSI/FAKAA (única mutación), ANCSI/FGKAA (doble mutante), 

VNCSI/FAKAA (doble mutante), VICNI/FGKAA (quíntuple mutante), AICNI/FAKAA (triple 

mutante), AICNI/FGKAA (cuádruple mutante), ANCNI/FAKAA (doble mutante).  
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Figura 20. Frecuencias de haplotipos dhps y dhfr (posiciones 16, 51, 59, 108, 164, 436, 437, 540, 581 y 613) 

presentes en Tumaco, Quibdó y Tierralta. Los haplotipos corresponden a: ANCSI/FAKAA (única mutación), 

ANCSI/FGKAA (doble mutante), VNCSI/FAKAA (doble mutante), VICNI/FGKAA (quíntuple mutante), 

AICNI/FAKAA (triple mutante), AICNI/FGKAA (cuádruple mutante), ANCNI/FAKAA (doble mutante), 

AICNI/SGKAA (triple mutante), AICNI/SAKAA (doble mutante). 
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9 Discusión 
En este estudio se encontraron las mutaciones A16V en dhfr y S436F en dhps, las cuales 

no han sido reportadas en Sur América. Estas mutaciones son conocidas como mutaciones 

raras, dado que se encuentran en frecuencias muy bajas en los reportes mundiales para la 

resistencia a antimaláricos. La mutación A16V se ha reportado en Senegal (1,3% (2/158)) 

y en Mauritania en muy bajos porcentajes y muy baja prevalencia [10, 125]. La mutación 

S436F es rara en África y se ha reportado en muestras de pacientes de Kenia, Mali, 

Vietnam e Indochina [39, 126, 127, 128]. 

La evidencia bioquímica sobre las mutaciones puntuales ha demostrado que las 

mutaciones A16V y S108T en dhfr están asociadas con la resistencia a cicloguanil y que 

estos parásitos son sensibles a la pirimetamina. Igualmente, se ha demostrado que líneas 

sensibles a cicloguanil contienen los alelos silvestres S108 y A16 [53]. El cicloguanil no es 

un medicamento utilizado en Colombia y no se encuentra dentro de las políticas para el 

tratamiento de la malaria, sin embargo, en este estudio se encontró la mutación A16V en el 

23,5% de las muestras provenientes de Tumaco. En un estudio anterior realizado en 

Colombia con muestras provenientes de Panguí-Choco, se encontró la mutación S108T en 

el 37% de las muestras estudiadas [129]. En este estudio no se encontró la mutación 

S108T, sin embargo, según Costanzo et al. [60], la mutación A16V es perjudicial, dado 

que exhibe un fenotipo no viable cuando está en un trasfondo (“background”) genético de 

tipo silvestre. De 24 posibles alelos construidos en ese estudio donde la mutación A16V 

estaba presente, solo 8 alelos fueron viables, de los cuales 6 alelos presentaban la mutación 

S108T. Por esta razón se reporta que la mutación A16V está asociada con la resistencia a 

fármacos cuando está presente en un trasfondo genético que contiene S108T y que en este 

contexto A16V aumenta la resistencia a cicloguanil 10.000 veces [60]. Sirawaraporn et al. 

[53] reportó que las construcciones con la mutación A16V como única mutación, no se 

encuentran en la naturaleza pero muestran un incremento de 200 veces en el valor de la 

constante de inhibición (Ki) para cicloguanil y solo 4 veces en el valor Ki para 

pirimetamina con respecto al tipo silvestre. De manera similar, mostró que el doble 

mutante A16V+ S108T, exhibe valores de Ki para cicloguanil de alrededor 800 veces más 

altos que el tipo silvestre y solo incrementa 2 veces el Ki para pirimetamina. Debido a que 
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el mutante con la única mutación S108T contribuye muy poco (Ki alrededor de 0,6 veces 

con respecto al tipo silvestre) a la resistencia a cicloguanil y a pirimetamina, mientras que 

A16V es muy resistente a cicloguanil, la resistencia se atribuye casi totalmente a la 

mutación A16V.  

Para entender como las combinaciones mutacionales pueden afectar la capacidad de cepas 

para crecer, se han realizado algunos estudios para analizar el crecimiento de los diferentes 

genotipos. Los resultados han demostrado que la adición de la mutación A16V reduce la 

actividad enzimática in vitro y que probablemente esta sea la razón por la cual A16V no 

sea observado en aislados de campo excepto en presencia de S108T [53, 59, 130]. Los 

estudios bioquímicos han demostrado a nivel estructural el efecto de la mutación A16V. 

La mutación A16V no desplaza la pirimetamina del sitio activo, pero causa una pérdida 

significativa de planaridad con el cicloguanil debido a las interacciones entre los grupos 

metilo en A16V y cicloguanil, así mismo puede interferir con la unión de NADPH [35, 52, 

131,]. Debido a que en los estudios bioquímicos se ha observado que la mutación S108T 

contribuye muy poco a la resistencia de cicloguanil, se ha planteado que su función 

permite restaurar la actividad catalítica del mutante A16V por un mecanismo desconocido 

[52]. 

La resistencia de los medicamentos puede ser inferida con cierto grado de certeza a partir 

de marcadores que tengan alta relación con la resistencia. Se puede decir que los mejores 

marcadores moleculares son los encontrados en los genes dhfr y dhps de P. falciparum, 

debido a la correlación que existe entre las mutaciones y la resistencia a sulfadoxina-

pirimetamina. Sin embargo, puede haber problemas con los marcadores, debido a 

fenómenos de epistasis intramolecular y a que la vía mutacional puede ser compleja como 

efecto de las mutaciones compensatorias. También es posible que exista contribución de 

otros genes desconocidos hasta el momento. De esta forma, se ha planteado que los efectos 

deletéreos en el “fitness” de algunos mutantes de resistencia a los medicamentos, pueden 

ser aliviados debido a mutaciones compensatorias que surgen en otros lugares del genoma. 

Consistente con esto, se ha encontrado un polimorfismo de número de copias en el gen que 

codifica GTPciclohidrolasa I, el primer gen en la ruta biosintética del folato [36, 59, 132, 

133].  
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Brown et al. [59], muestra que aunque muchos genotipos funcionales que contienen A16V 

tienen mayor resistencia a la pirimetamina que el tipo silvestre, esta mutación no está 

presente en ninguna de las vías mutacionales más frecuentes, probablemente como 

consecuencia de su efecto perjudicial sobre la función de la dhfr nativa. El reemplazo 

A16V solo se observó ser favorable en 3 de los 24 posibles trasfondos genéticos 

analizados. Las trayectorias evolutivas más probables muestran como la resistencia puede 

evolucionar sin comprometer necesariamente la tasa de crecimiento y que en cada 

trayectoria, las mutaciones posteriores de aumento de la resistencia compensan 

rápidamente el efecto negativo sobre la tasa de crecimiento inducida por la fijación inicial 

S108N. Sin embargo, nosotros sugerimos que debido a la presencia de la mutación A16V 

en las muestras de Tumaco y la ausencia de S108N como mutación compensatoria, otras 

mutaciones podrían están ocurriendo al interior de un trasfondo genético diferente. Por lo 

tanto, se puede decir que los estudios enzimáticos son muy útiles para conocer la 

contribución de las mutaciones puntuales, sin embrago, no permiten explicar la resistencia 

en su totalidad, dado que no se realizan en el contexto del trasfondo genético y no explica 

como otras mutaciones del genoma pueden contribuir al fenotipo de la resistencia. 

La mutación S436F en dhps no se había reportado anteriormente para Colombia y otros 

países de Sur América. Mc Collum et al. [85], menciona que esta mutación se ha reportado 

en varios sitios de Sur América, sin embargo, al examinar los registros no se encontraron 

los datos mencionados (ver Anexo 2). Cortese et al [10], menciona que la mutación en las 

posiciones 16 de dhfr y 436 en dhps no se encuentran en Sur América o son raras. En 

Brasil se encontró la mutación S436A en la localidad de Porto Vehlo en una frecuencia de 

46,7%, pero esta mutación no es la misma que ha sido encontrada en las muestras del 

pacífico colombiano estudiadas en este trabajo [85, 134, 135, 136]. La mutación en el 

codón 436 ha generado controversia, dado que algunos estudios han sugerido que estos 

polimorfismos (S436A/F) representan alelos silvestres alternativos [126, 137], mientras 

que otros han sugerido que pueden contribuir a la resistencia a los medicamentos. 

Adicionalmente, Plowe et al. [39], menciona que S436A no está asociada con resistencia, 

pero cuando S436F se encuentra en asociación con A613T/S, se observa una disminución 

de la susceptibilidad a sulfadoxina. Por tales razones se ha sugerido que aunque es poco 
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probable que se desarrolle una alta resistencia en presencia de la mutación S436A/F 

únicamente, en presencia de mutaciones en otros codones puede contribuir a la resistencia 

a sulfamidas.  

Esto se plantea dado que según el estudio de la prevalencia de las mutaciones en dhps 

realizado por Plowe et al. [39], se encontró que las mutaciones en las posiciones 436 y 

613, están inversamente asociada con el uso de la droga y la resistencia in vivo, a pesar de 

la asociación que se ha encontrado con la resistencia in vitro. Una explicación es que las 

condiciones del folato fisiológico y PABA utilizados en los estudios in vitro de 

susceptibilidad a sulfadoxina, no reflejan las condiciones in vivo [138]. La explicación 

alternativa que se ofrece es que la mutación en la posición 436 es común donde hay poco 

uso de SP, por lo tanto esta mutación podría proveer una ventaja a bajos niveles de presión 

selectiva ejercida por la droga. Sin embargo, esta mutación parece excluir la adición 

progresiva de las mutaciones asociadas con la alta resistencia a SP y perdería su ventaja 

selectiva en condiciones de intensa presión de la droga. En resumen, el papel de la 

mutación S436A/F en la resistencia a las sulfamidas es incierto, dado que esta mutación 

sola no se ha incluido dentro de las construcciones de dhps que se han desarrollado y 

evaluado en ensayos in vitro.  

Triglia et al., en un estudio in vitro, [58, 139], encontró que los aislamientos con el alelo 

S436A/A437G (IC50 de 773 ng/mL) son más resistentes a las sulfamidas que los mutantes 

con la única mutación A437G (IC50 de 614 ng/mL). La mutación S436A/F es común 

cuando hay uso de pirimetamina-sulfadoxina, pero rara vez está presente junto con las 

mutaciones A437G, K540E y A581G. En el sur este de Asia, en Vietnam e Indochina se 

ha encontrado asociada con la mutación A613T/S. Sin embargo, en este estudio no se 

encontró la mutación A613T/S. Los haplotipos FGKAA y FAKAA se encontraron en una 

alta frecuencia en los tres sitios de estudio. Estos haplotipos raros también se han 

encontrado dispersos en 14 poblaciones geográficas de África y en Camboya únicamente 

se ha reportado un caso en Rattanakiri [39, 126, 128, 140, 141]. Debido a que en las 

muestras estudiadas se encontró la mutación S436F en una alta frecuencia en tres sitios del 

pacifico colombiano, se sugieren dos hipótesis 1) que estos genotipos reflejan nuevos 

flujos migratorios de origen desconocido o 2) más probablemente que la combinación 
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sulfadoxina-pirimetamina se ha venido utilizando en contra de las indicaciones de la 

política nacional seleccionando nuevas variantes de resistencia. Esta última hipótesis 

sugeriría que los haplotipos FGKAA y FAKAA tienen un origen en esta región del 

pacifico colombiano. Dado que el haplotipo SGKAA es probablemente más ancestral [65], 

se sugiere que el haplotipo FGKAA tiene su origen en parásitos SGKAA. 

Echeverry et al. [104], evidenció que las poblaciones de P. falciparum en la región del 

pacifico colombiano son eminentemente clonales y que por lo tanto existe una baja 

frecuencia de recombinación efectiva y multiplicidades de infección bajas. Dado que 

existe una correlación entre el origen evolutivo de P. falciparum, las infecciones 

multiclonales y la intensidad de transmisión, se observa que en áreas de malaria altamente 

endémicas, como África, la alta diversidad genética y el bajo LD, son comunes. En 

contraste, en las áreas de bajo endemismo como Sur América, se espera que los pacientes 

con malaria tengan infecciones causadas por un solo clon con limitada diversidad genética 

y altos niveles de LD. Echeverry et al. [104], encontró que el 19% de las infecciones por 

P. falciparum en la región del Pacífico colombiano son multiclonales, mientras que en 

estudios previos en África, el porcentaje de infecciones multiclonales puede alcanzar hasta 

el 90% [142].  

Adicionalmente, Echeverry et al. [104] y Corredor et al. [65] han mostrado que los 

parásitos clonales pueden persistir hasta por seis años en Colombia y en la región del 

pacifico colombiano hasta por ocho años, con una media de 537,5 días (rango 1-2997). 

Esto equivale aproximadamente a 48 generaciones de parásitos, asumiendo 6 generaciones 

por año. Nuestros resultados son consistentes con estos reportes. El haplotipo AICNI es 

probablemente más antiguo, dado que se ha reportado en el pacifico colombiano desde 

1999 y por lo tanto tiene más probabilidad de experimentar eventos de recombinación. En 

Tumaco se observó que los dos genotipos de dhfr que se encuentran en alta frecuencia 

AICNI (38,2%) y VNCSI (23,5%), aparentemente constituyen haplotipos con orígenes 

independientes (i.e. una proporción muy baja del triple mutante VICNI (2,94%) resultado 

de la recombinación entre ambos). Esto sugiere una larga persistencia de los haplotipos 

AICNI y VNCSI con un intercambio genético limitado y un origen del haplotipo VNCSI 

limitado a esta región. La persistencia es importante porque permite determinar el origen 
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independiente de estos genotipos. Un análisis más detallado acerca del trasfondo genético 

de estos haplotipos permitiría establecer con mayor claridad los orígenes, la magnitud de 

intercambio genético entre genotipos circulantes y los patrones de migración 

Los análisis con microsatélites y haplotipos de P. falciparum en cinco localidades de Sur 

América han sugerido que las mutaciones de parásitos que confieren resistencia media a 

alta a SP tienen un origen común en la frontera entre Bolivia y Brasil, donde altos niveles 

de resistencia fueron documentados por primera vez en 1980s. Por esta razón se ha 

argumentado que los alelos altamente resistentes se han propagado en Sur América desde 

el sur de la Amazonía [10]. Se ha sugerido que el alelo dhfr triple mutante CICNL 

(Posiciones 50, 51, 108, 164) se propagó a través del Amazonas con dirección al norte y 

noroeste, mientras que el alelo dhfr triple mutante RICNI se extendió hacia el noreste. 

Otros estudios han propuesto dos orígenes del alelo dhfr doble mutante CICNI, que de 

manera independiente dieron lugar a los dos triple mutantes CICNL y RICNI. Uno de los 

linajes el RICNI se ha encontrado en Colombia, Venezuela, Bolivia y Brasil y el otro 

linaje, el triple mutante CICNL, se ha encontrado en Colombia, Perú y Bolivia [5, 143]. 

Adicionalmente, los análisis de la distribución temporal y geográfica del alelo triple 

mutante dhfr en poblaciones de P. falciparum en Brasil, sugieren que el triple mutante 

CICNL pudo originarse en el centro del Amazonas del Brasil y no en la frontera con 

Bolivia como se propuso anteriormente por Cortese et al. [10]. El estudio realizado por 

Corredor et al. [65] sugiere un solo origen para el doble mutante ICNI reportado en 

Colombia y un origen aparentemente diferente para el triple mutante RICNI.  

Existen pocos estudios de evolución molecular enfocados en dhps, los análisis de 

microsatélites en cercanía al gen de resistencia dhps han sugerido que los doble y triple 

mutantes tienen un origen común en el Amazonas, dado que se ha encontrado que los 

genotipos de Perú, Venezuela y Brasil son muy similares [85, 144]. En Perú, Venezuela y 

Brasil se han reportado los haplotipos para el gen dhps SGEGA (posiciones 436, 437, 540, 

581 613), SGKGA, SAKAA (S436A A437G K540E A581G A613S/T) [10, 85, 107, 144]. 

En Brasil y Perú además se ha documentado el haplotipo GKA (posiciones 437, 540, 581) 

[107, 143]. Corredor et al [65], sugieren para los mutantes dhps encontrados en Colombia, 

un único origen para el doble mutante GKG (posiciones 437, 540, 581) y el triple mutante 
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GEG. Adicionalmente, cabe mencionar que los reportes han evidenciado que un linaje 

resistente a SP se originó en la frontera entre Tailandia y Camboya a mediados de los 70 

[145], donde la resistencia a pirimetamina fue descrita por primera vez. Además, hay 

evidencia de que la migración intercontinental del linaje triple mutante Pfdhfr ocurrió del 

sudeste asiático a África [146]. Sin embargo es incierto que los mutantes resistentes 

reportados en Colombia tengan un origen común con los reportados en Sur América, dado 

que hasta el momento no se han utilizado los mismos marcadores microsatélites que se han 

empleado en otros estudios con muestras de Sur América para establecer el origen de la 

resistencia a SP, por lo tanto los resultados no son comparables y no hay certeza sobre cuál 

es el linaje de los genotipos descritos para Colombia. Sin embargo, sería muy importante 

examinar en próximos estudios si las mutaciones en la posición 436 de dhps y 16 de dhfr 

tienen sus orígenes en esta región del pacífico colombiano. 

Nosotros realizamos una comparación con estudios anteriores realizados en Colombia para 

conocer los cambios de frecuencia de los haplotipos dhps y dhfr (Tabla 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) y 

en general se observó que en la región del pacifico colombiano hay un aumento en la 

frecuencia del haplotipo doble mutante (dhfr AICNI y dhps FGKAA) y una disminución 

de las frecuencias o la total ausencia de los haplotipos de tipo silvestre (dhfr ANCSI y 

dhps SAKAA) y con única mutación (dhfr ANCNI y dhps FAKAA). De esta forma se 

observó en Quibdó un incremento en la frecuencia del doble mutante AICNI para dhfr. 

Entre 1999-2007 se reportó el doble mutante en una frecuencia > 93% y en este estudio se 

encontró en el 100% de las muestras. Adicionalmente no se encontró el haplotipo ANCNI 

(una mutación), el cual estaba en una baja proporción (6,67%) en el 2007 (Tabla 1) [65]. 
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Tabla 1. Frecuencias de haplotipos dhfr presentes en Quibdó. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En Tumaco se observó un cambio importante en la frecuencia de los haplotipos de dhfr 

entre 2012 y 2013 con respecto a estudios realizados entre 2006 y 2008 [65, 66] (Tabla 2). 

En general se observa una disminución importante de genotipos sensibles a la combinación 

SP a expensas del aumento de genotipos asociados con resistencia intermedia y la 

aparición de genotipos asociados con la resistencia al cicloguanil. 

En el periodo de tiempo entre 2012-2013, hubo una disminución en la frecuencia de los 

haplotipos silvestre ANCSI (26,5%) en comparación a los años 2006-2007 y 2007-2008 

(66,7% y 35% respectivamente), algo similar se observa con respecto al haplotipo con una 

única mutación ANCNI que se encontraba en 33,3% (2006-2007) y 25% (2007-2008) y 

disminuyó para el periodo 2012-2013 (8,8%). El haplotipo doble mutante AICNI se había 

reportado previamente en una frecuencia del 40% y para el periodo 2012-2013 se observó 

en una frecuencia de 38,2%, lo cual no es un cambio importante dado que continúa 

estando en alta frecuencia en esta región. Sin embargo, este estudio revela la aparición de 

nuevos haplotipos que involucran la mutación A16V. Se observó el haplotipo VNCSI en 

una alta proporción (23,5%) y la aparición del haplotipo triple mutante VICNI en una baja 

frecuencia (2,9%). El hallazgo importante, además de los cambios en la frecuencias, fue la 

 
Fuente AÑO 

Dhfr 

 

AICNI ANCSI ANCNI VNCSI VICNI 

QUIBDÓ 
[65] 

1999-2005 92,9% 0,0% 7,1% 0,0% 0,0% 

2006-2007 93,3% 0,0% 6,7% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

2006-2007

AICNI

ANCNI

2012-2013

AICNI

1999-2005

AICNI
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observación de los dos genotipos mutantes de dhfr con alta frecuencia en Tumaco: AICNI 

(doble mutante) 38,2% y VNCSI (única mutación) 23,5% (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Frecuencias de haplotipos dhfr presentes en Tumaco. 

 
Fuente AÑO 

Dhfr 

 

AICNI ANCSI ANCNI VNCSI VICNI 

TUMACO 

[65] 
1999-2005 9,5% 61,9% 28,6% 0,0% 0,0% 

2006-2007 0,0% 66,7% 33,3% 0,0% 0,0% 

[66] 2007-2008 40,0% 35,0% 25,0% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 38,2% 26,5% 8,8% 23,5% 2,9% 

  

   

 

       

 

 

 

 

Para Tierralta no se observaron cambios en las frecuencias alélicas o aparición de nuevas 

mutaciones en dhfr con respecto a los reportes de 2007 y 2008, dado que se continúa 

observando el doble mutante AICNI en el 100% de las muestras estudiadas [66] (Tabla 3). 
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Tabla 3. Frecuencias de haplotipos dhfr presentes en Tierralta. 

 
Fuente AÑO 

Dhfr 

 

AICNI ANCSI ANCNI VNCSI VICNI 

TIERRALTA 
[66] 2007-2008 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

 

 

 

 

 

Para dhps se observa la aparición de la mutación en la posición 436, no registrada 

previamente en Colombia, ni en Sur América. En Quibdó se había reportado en el 2007 el 

haplotipo silvestre SAKAA en una frecuencia de 33,3% y el haplotipo con única mutación 

SGKAA en una frecuencia de 66,7%. En este estudio no se encontró el haplotipo SAKAA 

y se observó que disminuyó la frecuencia del haplotipo SGKAA (10,3%). Adicionalmente, 

aparecieron nuevos genotipos FAKAA (31%) y FGKAA (58,6%), los cuales aparecen en 

una alta frecuencia (Tabla 4).  
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Tabla 4. Frecuencias de haplotipos dhps presentes en Quibdó. 

 
Fuente AÑO 

Dhps 

 

SAKAA SGKAA FAKAA FGKAA 

QUIBDÓ 
[65] 

1999-2005 35,7% 64,3% 0,0% 0,0% 

2006-2007 33,3% 66,7% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 0,0% 10,3% 31,0% 58,6% 

 

 

 

 

 

En cuanto a los haplotipos de dhps que se habían reportado en Tumaco, no se encontraron 

los haplotipos reportados en los estudios anteriores. Se observó que en los estudios 

realizados entre 1999 y 2008, el haplotipo silvestre SAKAA que se presentaba en una 

frecuencia del 100%, disminuyó a 82,5%. En este estudio se observó que el haplotipo 

SAKAA está ausente. Algo similar se observó con el haplotipo con una única mutación 

SGKAA, el cual no se encontró entre 1999-2007 y en el 2007-2008 se observó en una 

frecuencia de 17,5%. En este estudio el haplotipo SGKAA está ausente. Sin embargo, en 

este estudio se encontraron los haplotipos FAKAA (60%) y FGKAA (40%) en una alta 

frecuencia (Tabla 5).  

 

 

 

 

 

 

1999-2005

SAKAA

SGKAA

2006-2007

SAKAA

SGKAA

2012-2013

SGKAA

FAKAA

FGKAA



GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

57 

 

 

Tabla 5. Frecuencias de haplotipos dhps presentes en Tumaco. 

 
Fuente AÑO 

Dhps 

 

SAKAA SGKAA FAKAA FGKAA 

TUMACO 

[65] 
1999-2005 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

2006-2007 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

[66] 2007-2008 82,5% 17,5% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 0,0% 0,0% 60,0% 40,0% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En Tierralta se encontró para dhps durante 2007 y 2008, el haplotipo silvestre SAKAA 

(posiciones 437, 540, 581) en una frecuencia de 30,4% y con única mutación SGKAA en 

una frecuencia de 69,6%. En este estudio no se observó el haplotipo con una única 

mutación SGKAA, se encontró el haplotipo SAKAA en una frecuencia muy baja (4%), y 

aparecieron nuevos haplotipos: FAKAA (88%) y FGKAA (8%) (Tabla 6).  
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Tabla 6. Frecuencias de haplotipos dhps presentes en Tierralta. 

 
Fuente AÑO 

Dhps 

 

SAKAA SGKAA FAKAA FGKAA 

TIERRALTA 
[66] 2007-2008 30,4% 69,6% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 4,0% 0,0% 88,0% 8,0% 

 

 

 

 

 

Al comparar las fecuencias de las combinaciones haplotípicas para dhfr/dhps en los tres 

sitios de estudio, con los reportes anteriores, se observó que en Tierralta, el haplotipo 

AICNI/SGKAA encontrado entre 2007-2008 en una proporción de 69,6%, estuvo ausente 

en este estudio. De igual forma, se observó una disminución en la frecuencia para el 

haplotipo AICNI/SAKAA (4,2%), el cual fue encontrado en una frecuencia de 30,4% 

entre 2007-2008. Adicionalmente, en este estudio se encontraron dos nuevas 

combinaciones haplotípicas que no se habían reportado en Tierralta. La combinación 

AICNI/FAKAA se encontró en una frecuencia muy alta (88%) y la combinación 

AICNI/FGKAA se encontró en una frecuencia muy baja (8%) (Tabla 7).  

En Quibdó se encontraron dos nuevas combinaciones haplotípicas en altas frecuencias que 

no habían sido reportadas: AICNI/FAKAA (31%) y AICNI/FGKAA (58,6%). 

Adicionalmente, se encontró que el haplotipo AICNI/SGKAA encontrado entre 1999-

2007, bajó la frecuencia de 64,3% a 10,3%, de igual forma se observó la ausencia del 

haplotipo AICNI/SAKAA, el cual fue observado entre 2006 y 2007 en una frecuencia de 

33,3% (Tabla 8).  

Tumaco fue el sitio donde hubo un mayor surgimiento de combinaciones haplotípicas. Se 

observó la ausencia de la combinación silvestre ANCSI/SAKAA y con una única mutación 

ANCNI/SAKAA que estaban en una alta frecuencia entre 1999-2008. También se observó 

2007-2008

SAKAA

SGKAA

2012-2013

SAKAA

FAKAA

FGKAA



GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

59 

 

 

la ausencia de otros haplotipos como: AICNI/SGKAA, AICNI/SAKAA, 

ANCNI/SGKAA. Los haplotipos que surgieron contienen las mutaciones en la posición 

436 y 16 como son: AICNI/FAKAA (5,9%), AICNI/FGKAA (32,4%), VNCSI/FAKAA 

(23,5%), ANCSI/FAKAA (23,5%), ANCSI/FGKAA (2,9%), VICNI/FGKAA (2,9%), 

ANCNI/FAKAA (8,8%) (Tabla 9).  
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Tabla 7.  Frecuencias de combinaciones haplotípicas dhfr/dhps presentes en Tierralta. 

 

Fuente 

dhps/dhfr 

 
Año 

AICNI AICNI AICNI AICNI ANCSI ANCNI ANCNI VNCSI ANCSI ANCSI VICNI 

 

SGKAA SAKAA FAKAA FGKAA SAKAA SAKAA SGKAA FAKAA FAKAA FGKAA FGKAA 

Tierralta 
[66] 2007-2008 69,6% 30,4% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 0,0% 4,2% 88,0% 8,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

 

 

 

 

Tabla 8. Frecuencias de combinaciones haplotípicas dhfr/dhps presentes en Quibdó. 

 

Fuente 

dhps/dhfr 

 
Año 

AICNI AICNI AICNI AICNI ANCSI ANCNI ANCNI VNCSI ANCSI ANCSI VICNI 

 

SGKAA SAKAA FAKAA FGKAA SAKAA SAKAA SGKAA FAKAA FAKAA FGKAA FGKAA 

Quibdó 
[65] 

1999-2005 64,3% 28,6% 0,0% 0,0% 0,0% 7,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

2006-2007 60,0% 33,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 6,7% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 10,3% 0,0% 31,0% 58,6% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 
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Tabla 9. Frecuencias de combinaciones haplotípicas dhfr/dhps presentes en Tumaco. 

 

Fuente 

dhps/dhfr 

 
Año 

AICNI AICNI AICNI AICNI ANCSI ANCNI ANCNI VNCSI ANCSI ANCSI VICNI ANCNI 

 

SGKAA SAKAA FAKAA FGKAA SAKAA SAKAA SGKAA FAKAA FAKAA FGKAA FGKAA FAKAA 

Tumaco 

[65] 
1999-2005 0,0% 9,5% 0,0% 0,0% 61,9% 28,6% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

2006-2007 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 66,7% 33,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

[66] 2007-2008 12,5% 27,5% 0,0% 0,0% 35,0% 20,0% 5,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

Este estudio 2012-2013 0% 0% 5,9% 32,4% 0,0% 0% 0% 23,5% 23,5% 2,9% 2,9% 8,8% 
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La ausencia de la combinación silvestre ANCSI/SAKAA dhfr/dhps se observó en los 

tres sitios de estudio. En Tierralta y Quibdó es de esperarse dado que estuvo ausente 

entre 1999 y 2007, sin embargo en Tumaco durante 1999 y 2007 se había reportado 

en alta frecuencia. Con la ausencia del haplotipo sensible a SP, se observaron 

haplotipos de alta resistencia a SP en Tierralta y Quibdó, con el predominio de las 

combinaciones triple mutante AICNI/FAKAA y cuádruple mutante AICNI/FGKAA. 

En Tumaco se observaron combinaciones haplotípicas de resistencia a SP y a 

cicloguanil. En este sitio predominaron el triple mutante AICNI/FGKAA, doble 

mutante VNCSI/FAKAA y con única mutación ANCSI/FAKAA. Las frecuencias de 

las combinaciones de resistencia para dhfr/dhps encontrados, podrían estar 

influenciados por la historia de selección y por el uso de sulfadoxina, pirimetamina y 

cicloguanil en estas regiones.  

Adicionalmente, el hecho de no encontrar todas las combinaciones, también podría 

reflejar selección contra ciertos genotipos. Nosotros observamos que las 

combinaciones dhfr y dhps no ocurren al azar. La desaparición de algunas 

combinaciones de resistencia y la aparición de nuevas puede deberse al surgimiento 

de nuevas mutaciones y a que puede haber recombinación entre genotipos o 

segregación independiente de los cromosomas dando lugar a nuevas combinaciones 

haplotípicas. Si consideramos tres tipos de mutaciones: deletéreas, selectivas y 

neutras, podría ocurrir que si una población produce alelos raros porque son neutros o 

deletéreos, puede haber una probabilidad relativamente alta que por recombinación 

con mutaciones en alta frecuencia se obtenga un doble mutante selectivamente 

ventajoso. Otra posibilidad, es que el doble mutante no ocurra por recombinación, 

sino por una mutación puntual que surge al interior de un mismo trasfondo genético.  

De igual forma, observamos persistencia o fluctuaciones de la frecuencia de algunos 

haplotipos con respecto a las documentadas en Colombia entre 1999 y 2007, esto 

sugiere que el uso de los medicamentos en contra de las políticas ha influenciado las 

frecuencias de los haplotipos encontrados, lo cual se atribuye a la presión de 

selección por la droga. Sin embargo, se debe considerar que el aumento de la 
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frecuencia de los mutantes resistentes puede deberse al efecto de la deriva genética en 

poblaciones con tamaño efectivo de población pequeño, siendo esta una característica 

de las poblaciones de P. falciparum en Sur América [65, 75]. En las poblaciones de 

parásitos con un tamaño efectivo grande y con alta diversidad genética, puede haber 

una mayor probabilidad de observar nuevas mutaciones, sin embargo estas 

mutaciones estarían en una baja frecuencia y son considerados alelos raros, como se 

observa con las mutaciones en las posiciones 16 del gen dhfr y 436 del gen dhps en 

las poblaciones de parásitos de África. Por otro lado, en poblaciones con tamaño 

efectivo de población pequeño se pueden observar altas frecuencias de alelos que 

pueden ser deletéreos o neutros en poblaciones con tamaños efectivos de población 

grande.  

Un estudio actual que se está llevando a cabo en muestras provenientes de Guapi, se 

ha observado con menos frecuencia las mutaciones dobles en dhfr. Por tal razón, se 

realizó una consulta en las droguerías de Guapi y se encontró que en esta área se está 

consumiendo Fansidar en contra de las guías de malaria emitidas por el Ministerio de 

la Protección Social. Por tales razones pensamos que es probable que este 

medicamento se esté utilizando en todo el país [147]. Este hallazgo permite plantear 

de la hipótesis que el cicloguanil bajo su presentación comercial (Malarone) esté 

siendo usado en el área de Tumaco y que esta sea la razón de la aparición de la 

mutación en el codón 16. Otra posibilidad es que se esté utilizando algún 

medicamento que tenga como principio activo cicloguanil para el tratamiento de otras 

enfermedades. Algunos reportes para el tratamiento de la leishmaniasis, recomiendan 

el uso de pamoato de cicloguanil (inhibidor del ácido fólico) [148, 149]. Malarone es 

una droga muy utilizada en algunas regiones de Sur América durante el primer 

trimestre del embarazo y también es recomendado como tratamiento profiláctico 

[150, 151]. Existe evidencia que en Brasil y Perú se está utilizando este medicamento 

como tratamiento para la malaria por P. falciparum, y en Ecuador, Colombia y 

Venezuela lo recomiendan como profiláctico para los turistas [41, 42, 150, 152]. Por 

lo tanto, es posible que este medicamento se esté consumiendo en el área de Tumaco 
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como profiláctico. La combinación proguanil/atovacuona (Malarone) se ha 

comercializado en el país desde 1999. A partir de 2006 en Colombia la presentación 

comercial lleva el nombre de Malanil (GlaxoSmithKline) (comunicación personal), 

manteniendo la misma especificación de 250mg atovacuona y 100mg hidrocloruro de 

proguanil, este medicamento está autorizado para importarse y venderse en Colombia 

como tratamiento alternativo de P. falciparum resistente [153, 154]. El primer caso 

reportado en Sur América de resistencia al tratamiento combinado atovacuona-

proguanil fue en la Guayana Francesa en el 2007 y en Brasil también se reportó un 

caso resistente a Malarone en 1999 [155, 156]. Esto puede sugerir en primera 

instancia, que se está utilizando Malarone (proguanil) en sitios del pacifico 

colombiano y están surgiendo nuevas mutaciones como consecuencia de la selección 

por la droga.  

Por tales razones, nosotros suponemos que los cambios en las frecuencias y la 

aparición de nuevos haplotipos, se deben a la selección y no a la deriva genética. En 

este estudio nosotros observamos que la mutación en la posición 16 del gen dhfr se 

encuentra en una frecuencia >20% y la mutación 436 del gen dhps está fijada en las 

poblaciones. Por lo tanto, sugerimos que estas mutaciones contribuyen positivamente 

al “fitness” de los parásitos, en presencia de la droga. Estas observaciones permiten 

dar respuesta a la hipótesis sobre los cuellos de botella consecutivos de las 

poblaciones de P. falciparum de Quibdó, Tumaco y Tierralta debido a las políticas de 

control de Colombia, dado que se observaron genotipos de resistencia para 

sulfadoxina/pirimetamina y cicloguanil, y no se observó la fijación del alelo silvestre 

dhps y dhfr en todas las muestras. Por lo tanto, sugerimos que los cambios en las 

frecuencias y la aparición de nuevos haplotipos de resistencia a SP y cicloguanil, se 

deben a la selección ejercida por el uso de las drogas. Sin embargo, si bien los datos 

son consistentes con la hipótesis selectiva, no se puede descartar la probabilidad de 

que el aumento en las frecuencias y por consiguiente la disminución de estas, pueda 

ser ocasionada por efectos de la deriva genética, la diseminación masiva de genotipos 

o el efecto de epidemias. 
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El aumento de las frecuencias de las mutaciones asociadas a la resistencia y la 

aparición de mutaciones antes desconocidas en el país (S436F y A16V), puede 

deberse a: la aparición de novo en el sitio o a la introducción por migraciones. 

Echeverry et al. [104] y Corredor et al. [65], demostraron que las poblaciones de P. 

falciparum en Colombia están estructuradas pero hay migración de los genotipos e 

intercambio genético. La presencia de subpoblaciones de parásitos en la costa 

Pacífica de Colombia en las poblaciones de Plasmodium, se puede explicar por la 

ausencia o el poco intercambio genético entre las poblaciones y el efecto de la deriva 

genética. De igual forma, la subdivisión de la población también puede explicarse por 

el efecto de la selección sobre una población particular. Echeverry et al. [104], 

mostró una distribución de las subpoblaciones de P. falciparum de la región del 

pacífico colombiano, de esta forma muestra dos subpoblaciones que son comparables, 

Valle y Nariño, sugiriendo una alta probabilidad de intercambio genético en estos 

departamentos. Los hallazgos de Echeverry et al. [104], rechazan la hipótesis de 

panmixia en los parásitos analizados de Chocó, Valle, Cauca y Nariño. Estas cuatro 

poblaciones exhiben una diferenciación significativa con respecto al valor Fst en un 

rango de 0,084 - 0,279. La diferenciación más baja se encontró entre Valle y Nariño 

(Fst=0,023), mientras que la más alta fue entre las poblaciones de Cauca y Chocó 

(Fst=0,117). Sin embargo, Choco y Nariño también mostraron un alto índice de 

diferenciación (Fst= 0,106). Esto es consistente con nuestros resultados dado que 

Tumaco es el sitio donde mayor número de haplotipos surgieron, demostrando que de 

los tres sitios de estudio es el más diferenciado.  

En este estudio se observó que el haplotipo dhfr doble mutante AICNI es altamente 

prevalente en toda la región del pacífico colombiano, con una frecuencia >38% en 

Tumaco y que aumenta hasta alcanzar el 100% hacia el norte de la región Pacifica y 

la hoya del Sinú (Quibdó y Tierralta). Esta distribución, sugiere una migración desde 

el norte hacia el sur del pacifico para este haplotipo y la aparición de novo del 

haplotipo VNCSI en Tumaco. El genotipo VICNI probablemente es el resultado de 

un evento de recombinación entre AICNI y VNCSI que están en proporciones 
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relativamente altas en Tumaco. De igual forma el haplotipo dhps FAKAA que se 

encuentran en alta frecuencia en toda la región del pacifico, aumenta de 60% a 88% 

hacia la región norte del pacifico, mientras que el haplotipo SGKAA, encontrado en 

una frecuencia baja en Quibdó (10,3%), ha sido reemplazado por el haplotipo 

FGKAA que disminuye de 40% a 8% hacia la región norte del pacífico de Colombia. 

Esto sugiere que diversos factores como los esquemas de tratamiento, las migraciones 

de las poblaciones humanas asociadas a fenómenos de colonización y al conflicto 

armado, los cultivos ilícitos, la explotación de minas de oro y de los bosques pueden 

modificar la distribución de genotipos y la estructura poblacional de P. falciparum. 

Sin embargo, se requiere de estudios adicionales de la estructura poblacional, la 

diversidad genética y el intercambio genético entre poblaciones, para conocer los 

efectos de la selección, la deriva genética y los flujos demográficos.  
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10 Conclusiones 
Ø Las condiciones de PCR se optimizaron de tal forma que se obtuvo una 

concentración de DNA que permitió la secuenciación con óptimos resultados. 

De igual forma, los oligonucleótidos utilizados en este estudio permitieron la 

amplificación y la secuenciación de dhps y dhfr con buena intensidad, picos 

específicos y poca señal de ruido. 

 

Ø Este estudio muestra cambios en la frecuencia de los haplotipos para dhfr y 

dhps con respecto a estudios previos realizados en Colombia, se evidencia un 

aumento del haplotipo doble mutante, disminución o ausencia del haplotipo 

silvestre y con una única mutación. Adicionalmente, muestra el surgimiento 

de las mutaciones A16V en el gen dhfr y S436F en el gen dhps no 

documentadas en Sur América. 

 

Ø Se observó que las mutaciones en las posiciones dhfr 16 y dhps 436, que no 

habían sido observadas previamente están presentes en una alta frecuencia, lo 

que sugiere un efecto de la presión selectiva por parte de la droga.  

 
Ø No hay evidencia del origen de los haplotipos FGKAA, FAKAA, VNCSI y 

VICNI, sin embargo suponemos que tienen un origen Americano y que 

surgieron en el Pacífico Colombiano. Sin embargo es importante realizar un 

análisis con microsatélites u otros marcadores para determinar los orígenes de 

los haplotipos encontrados. 

 
Ø Las frecuencias de los haplotipos de resistencia para dhfr + dhps encontrados, 

podrían estar influenciados por la historia de selección y por el uso de 

sulfadoxina, pirimetamina y cicloguanil en estas regiones en contra de la 

política nacional de salud. La evidencia del uso de Fansidar en algunas 

regiones del país, hace pensar en la posibilidad de que Malarone o Malanil se 

estén utilizando en Colombia.  
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11. Recomendaciones 
Se propone hacer un análisis de microsatélites o de SNPs de alta resolución para 

saber con certeza cuál es el origen y el flujo genético de las muestras de este estudio. 

Esto se propone dado que: 

 

Ø Este estudio no permite establecer los cuellos de botella consecutivos como 

efecto de las políticas de control en Colombia en las poblaciones de P. 

falciparum de Tumaco, Quibdó y Tierralta que son endémicas para malaria. 

 

Ø Este estudio no permite establecer la magnitud del intercambio genético entre 

las poblaciones como efecto de las migraciones de las poblaciones humanas 

en el país dado que estas pueden modificar la distribución de genotipos y la 

estructura poblacional de P. falciparum. 

 

Ø Por medio de los análisis de diversidad y frecuencia de genotipos resistentes a 

SP, se propone investigar la estructura de la población de P. falciparum en 

tres regiones endémicas del país: Quibdó, Tumaco y Tierralta,  

 

Ø Establecer los efectos de la selección o los flujos demográficos y observar si 

las poblaciones de P. falciparum de Quibdó, Tumaco y Tierralta son aisladas 

o hay flujo genético entre estas. 
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ANEXO 1.  

Metodología de amplificación y secuenciación 

de dhps y dhfr 

 

Tabla 1. Concentraciones primera PCR para dhps y dhfr 

Componentes 
Concentración 

Stock 
Volumen 

Concentración 

Final 

Thermobuffer (10X) 10X 2,5 uL 1X 

Primer F (100uM) 10uM 1,25 uL 0,5uM 

Primer R (100uM) 10uM 1,25 uL 0,5uM 

MgCl2 (50mM ) 50mM 0,75 uL 1,5mM 

dNTPs (100mM) 10mM 0,5 uL 0,2mM 

Taq (Brasil) (5U/uL) 
 

0.2 uL 1U 

dH2O 
 

16,55 uL 
 

ADN 
 

2 uL 
 

Volumen total 
 

25 uL 
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Tabla 2. Concentraciones segunda PCR para dhps y dhfr 

Componentes 
Concentración 

Stock 
Volumen 

Concentración 

Final 

Thermobuffer (10X) 10X 5 uL 1X 

Primer F (100uM) 10uM 2,5 uL 0,5uM 

Primer R (100uM) 10uM 2,5 uL 0,5uM 

MgCl2 (50mM ) 50mM 2,5 uL 2,5mM 

dNTPs (100mM) 10mM 1 uL 0,2mM 

Taq (Brasil) (5U/uL) 
 

0.4 uL 2U 

dH2O 
 

34,1 uL 
 

ADN 
 

2 uL 
 

Volumen total 
 

50 uL 
 

 

Las condiciones de termociclado en las reacciones de PCR para dhps y dhfr son las 

siguientes: 

Gen: dhfr 

Primera PCR: 

94°C  3 min 

 

94°C  1 min 

52°C  2 min 

72°C  1 min 

 

72°C 10 min 

 

 

X 40 ciclos 
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Segunda PCR: 

 

94°C  3 min 

 

94°C  1 min 

44°C  2 min 

72°C  1 min 

 

94°C  1 min 

44°C  1 min 

72°C  1 min 

 

72°C  10 min 

 

 

Gen: dhps 

Primera y segunda PCR: 

94°C  3 min 

 

94°C  1 min 

51°C  2 min 

72°C  1 min 

 

72°C 10 min 

 

 

X 5 ciclos 

X 35 ciclos 

X 40 ciclos 
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Tabla 3. Oligos primera y segunda PCR dhfr 

Oligo Nombre Secuencia 5´-3´ 
Tamaño amplificado y esperado de 

la secuencia 

Outer sentido M1 TTT ATG ATG GAA CAA GTC TGC 

650 pb 

Outer antisentido M7 CTA GTA TAT ACA TCG CTA ACA 

Inner sentido M3b 
TGA TGG AAC AAG TCT GCGACG 

TT 
594 pb 

Inner  antisentido M9 
CTG GAA AAA ATA CAT CAC 

ATT CAT ATG 

 

Tabla 4. Oligos primera y segunda PCR dhps 

Oligo Nombre Secuencia 5´-3´ Tamaño amplificado 

Outer sentido N1 GAT TCT TTT TCA GAT GGA GG 

770 pb 

Outer antisentido N2 TTC CTC ATG TAA TTC ATC TGA 

Inner sentido R2 AAC CTA AAC GTG CTG TTC AA 

711 pb 

Inner  antisentido R AAT TGT GTG ATT TGT CCA CAA 

 

 

Tabla 5. Oligos para secuencia dhps 

Oligo Nombre Secuencia 5´-3´ 
Tamaño esperado de la 

secuencia 

Sentido F_seqDHPS TGC ATA AAA GAG GAA ATC CAC A 353 pb 

Antisentido R_seqDHPS GTA TCC TAT AAC GAG GTA TTC C 489 pb 
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Secuencia codificante dhfr: 

En amarillo se muestran los primers utilizados en la primera PCR y en azul se 

muestran los oligos utilizados en la segunda PCR. Cabe mencionar que los primers 

enviados a Macrogen para la secuenciación de dhfr son los primers utilizados en la 

segunda PCR, estos se enviaron en agua desionizada a un volumen de 50uL y una 

concentración de 10pmol/uL. 

 

 

>Pf3D7_04_v3  | Plasmodium falciparum 3D7 | 748088 to 749914 

ATTTATATTTTCTCCTTTTT 

ATGATGGAACAAGTCTGCGACGTTTTCGATATTTATGCCATATGTGCATGTTGTAAGGTT      60 

GAAAGCAAAAATGAGGGGAAAAAAAATGAGGTTTTTAATAACTACACATTTAGAGGTCTA      120 

GGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGTAATTCCCTAGATATGAAATATTTTTGTGCA      180 

GTTACAACATATGTGAATGAATCAAAATATGAAAAATTGAAATATAAGAGATGTAAATAT      240 

TTAAACAAAGAAACTGTGGATAATGTAAATGATATGCCTAATTCTAAAAAATTACAAAAT      300 

GTTGTAGTTATGGGAAGAACAAGCTGGGAAAGCATTCCAAAAAAATTTAAACCTTTAAGC      360 

AATAGGATAAATGTTATATTGTCTAGAACCTTAAAAAAAGAAGATTTTGATGAAGATGTT      420 

TATATCATTAACAAAGTTGAAGATCTAATAGTTTTACTTGGGAAATTAAATTACTATAAA      480 

TGTTTTATTATAGGAGGTTCCGTTGTTTATCAAGAATTTTTAGAAAAGAAATTAATAAAA      540 

AAAATATATTTTACTAGAATAAATAGTACATATGAATGTGATGTATTTTTTCCAGAAATA      600 

AATGAAAATGAGTATCAAATTATTTCTGTTAGCGATGTATATACTAGTAACAATACAACA      660 

TTGGATTTTATCATTTATAAGAAAACGAATAATAAAATGTTAAATGAACAAAATTGTATA      720 

AAAGGAGAAGAAAAAAATAATGATATGCCTTTAAAGAATGATGACAAAGATACATGTCAT      780 

ATGAAAAAATTAACAGAATTTTACAAAAATGTAGACAAATATAAAATTAATTATGAAAAT      840 

GATGATGATGATGAAGAAGAAGATGATTTTGTTTATTTTAATTTTAATAAAGAAAAAGAA      900 

GAGAAAAATAAAAATTCTATACATCCAAATGATTTTCAAATATATAATAGCTTGAAATAT      960 

AAATATCATCCTGAATACCAATATTTAAATATTATTTATGATATTATGATGAATGGAAAT      1020 

AAACAAAGTGATCGAACGGGAGTAGGTGTTTTAAGTAAATTCGGATATATTATGAAATTT      1080 

GATTTAAGTCAATATTTCCCATTATTAACTACGAAGAAATTATTTTTAAGAGGAATTATT      1140 

GAAGAATTGCTTTGGTTTATTAGAGGAGAAACAAATGGTAATACGTTGTTAAATAAGAAT      1200 

GTAAGGATATGGGAAGCTAATGGTACTAGGGAATTTTTAGATAATAGAAAATTATTTCAT      1260 

AGAGAAGTTAACGATTTAGGACCTATTTATGGTTTTCAATGGAGACATTTCGGTGCTGAA      1320 

TATACAAATATGTATGATAATTATGAAAATAAAGGAGTGGATCAATTAAAAAATATAATA      1380 

AATTTAATTAAAAATGATCCTACAAGTAGAAGAATTCTTTTGTGTGCATGGAATGTAAAA      1440 

GATCTTGACCAAATGGCATTACCTCCTTGTCATATTTTATGTCAGTTTTATGTTTTCGAT      1500 

GGGAAATTATCATGTATTATGTATCAAAGATCATGTGATTTAGGGCTAGGAGTACCTTTT      1560 

AATATTGCTTCTTATTCTATTTTTACTCATATGATTGCACAAGTCTGTAATTTGCAACCT      1620 

GCGCAGTTCATACACGTTTTAGGAAATGCACATGTTTATAATAATCACATTGATAGTTTA      1680 
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AAAATTCAACTTAACAGAATACCCTATCCATTCCCAACACTTAAATTAAATCCAGATATT      1740 

AAAAATATTGAAGATTTTACAATTTCGGATTTTACAATACAAAATTATGTTCATCATGAA      1800 

AAAATTTCAATGGATATGGCTGCTTAA                                       1827 

 

Secuencia codificante dhps 

En verde se muestran los primers utilizados en la primera PCR y en azul se muestran 

los oligos utilizados en la segunda PCR. En rosado se muestran los primers utilizados 

para la secuenciación. Cabe mencionar que los primers enviados a Macrogen para la 

secuenciación, se enviaron en agua desionizada a un volumen de 50uL y una 

concentración de 10pmol/uL. 

 

 

>Pf3D7_08_v3  | Plasmodium falciparum 3D7 | 548200 to 550616 

ATGGAAACTATACAAGAACTAATACTTTCTGAGGAAAATAAAACTAATATTGCCGTATTA      60 

AACTTAGGAACAAATGATAGAAGAAACGCTGTGTTGATTCTAGAAACTGCTCTGCACCTT     120 

GTCGAAAAATATTTAGGTAAGAAAAAAGTATAATAAATAAATAAATAAATACACAAACAA     180 

AGAAATATATATATATATATATATATATATATATATGTGTATATACATACTTTTATATAC     240  

ATACCTTTATATACATACTTTTATATACATATCACTCTTTGATTCTATATATTTTTATTT     300 

TTCACTTTGTAGGAAAAATTATTAATACGTCCTACTTGTATGAAACCGTTCCAGAATACA     360 

TTGTATTAGATAAAAAGGAAAGTTGCGAAAAAATAAACAAGGATTGTCGTATATATGATG     420 

TTAATTATATAAACGAATTGATGCAAAATTTAGAAGAATCTAAATATGAAGAGAATAAAG     480 

AATTAATTGATAAATGTGAAGAATATGAAACATTTTTGAAAAATGGAAAAGTTGATAATA     540 

GTATTCTAAAGGAAGTAAATGTAGAAAATTATTTATTAGAATGTAATAATATAATAGTAA     600 

AGAATGACGAAATAATGAAAAATAATTTAAGCAAATATAAAGATAAATATTATACTAGCT     660 

ACTTTTATAATTTGACAGTTGTAGTTAAAACTTTTGTAAATGATCCTCTTAGTATGTTGG     720 

TAGTTATAAAATATATTGAAGAATTAATGAAAAGGGAAAATGTAAAAGAGAAAGAAAAAT     780 

TTGAAAATCGTATAATAGATATAGATATTCTATTTTTTAATGATTTTACAATCTTTATGA     840 

AAAACATAAAATTGGAAAAAAATATGATTTATAAAATACTCTCAAAATATATTCATTTGG     900 

AAAGAGATATAAAAAATGGAAATGACAATATGTCTAAAGTAAATATGGATAAAGATATAA     960 

ATCTTAATAATAACAATAATATAAAAAAAAAAAATAATAATGATATTGATTGTGATTGTG     1020 

TGGATCAGAAGATGAATAATCATGTGAATAATAAAAATTATATAAATTCTTTTAGAGATC     1080 

CACAAGAAATAATAAACAATATGGTAGATAATATTGAATTTTTATCCATTCCTCATGTGT     1140 

ATACAACACACAGATATAGCATACTTTTATGCTTAAATGATATGATACCCGAATATAAGC     1200 

ATAATGTTTTAAATAATACCATCAGATGTTTATATAACAAATATGTGAGTAGGATGAAAG     1260 

AACAATATAATATAAATATTAAAGAAAATAATAAAAGGATATATGTATTAAAAGATAGAA     1320 

TTTCTTATTTAAAAGAAAAAACAAATATTGTTGGAATATTAAATGTTAATTATGATTCTT     1380 
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TTTCAGATGGAGGTATTTTTGTTGAACCTAAACGTGCTGTTCAAAGAATGTTTGAAATGA     1440 

TAAATGAAGGTGCTAGTGTTATAGATATAGGTGGAGAATCCTCTGGTCCTTTTGTTATAC     1500  

CTAATCCAAAAATTAGTGAAAGAGATTTAGTAGTACCTGTATTACAATTATTTCAAAAAG     1560 

AATGGAATGATATAAAAAATAAAATTGTTAAATGTGATGCGAAACCAATTATAAGTATTG     1620 

ATACAATTAACTATAATGTTTTTAAAGAATGTGTTGATAATGATTTAGTTGATATATTAA     1680 

ATGATATTAGTGCTTGTACAAATAATCCAGAAATTATAAAATTATTAAAAAAAAAAAACA     1740 

AATTCTATAGTGTAGTTCTAATGCATAAAAGAGGAAATCCACATACAATGGATAAACTAA     1800 

CAAATTATGATAATCTAGTTTATGATATAAAAAATTATTTAGAACAAAGATTAAATTTTC     1860 

TTGTATTAAATGGAATACCTCGTTATAGGATACTATTTGATATTGGATTAGGATTTGCGA     1920 

AGAAACATGATCAATCTATTAAACTCTTACAAAATATACATGTATATGATGAGTATCCAC     1980 

TTTTTATTGGATATTCAAGAAAAAGATTTATTGCCCATTGCATGAATGATCAAAATGTTG     2040 

TAATAAATACACAACAAAAATTACATGATGAACAACAAAATGAAAATAAAAATATTGTGG     2100 

ACAAATCACACAATTGGATGTTTCAGATGAATTACATGAGGAAAGACAAGGATCAACTTT     2160 

TATATCAAAAAAATATATGTGGTGTGTTTAAAAAAAAAAAAAAATTCAAATGAGTATACA     2220 

AAAGTAACAATTCTATATATGTTACATATAAAATATAAATAATATATATTCATGTATATG     2280 

TATTTATGTATTTCTTTTCAGGTGGATTAGCAATTGCTTCCTACAGCTATTATAAAAAGG     2340 

TAGATCTAATAAGAGTTCATGACGTTTTAGAAACAAAATCGGTTTTGGATGTTTTAACAA     2400 

AAATAGACCAAGTGTAA                                                2417   
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ANEXO 2 

Mutaciones dhfr y dhps para América y 

http://www.wwarn.org/tracking-resistance/molecular-

surveyor-dhfr-dhps 

País 
Dhps Dhfr 

Referencia 
436 437 540 581 613 16 50 51 59 108 164 

WILD TYPE S A K A A A C N C S I   

VENEZUELA S G K A A A C I C N I [159] 

VENEZUELA S G K A A A R I C N I [159] 

VENEZUELA S G K G A A C I C N I [159] 

VENEZUELA S G K G A A R I C N I [159] 

VENEZUELA S G E G A A C I C N I [159] 

VENEZUELA S G E G A A R I C N I [159] 

VENEZUELA S G E G A A R I C N I [85] 

VENEZUELA S G K G A A C I C N I [85] 

VENEZUELA S G K G A A C I C N I [157] 

VENEZUELA S G K G A A R I C N I [157] 

VENEZUELA S A K A A A C N C T I [10] 

VENEZUELA S G K A A A C I C N I [10] 

VENEZUELA S A E A A A R I C N I [10] 

VENEZUELA S A E A A A R I C N I [10] 

VENEZUELA S A E A A A R I C N I [10] 

VENEZUELA S G K A A A   I C S I [10] 

VENEZUELA S G K G A A   I C S I [10] 

VENEZUELA S G E G A A R N C S I [10] 

VENEZUELA S G E G A A R N C S I [10] 

PERÚ S A K A A A C N C N I [160] 

PERÚ S A K A A A C N C N I [160] 

PERÚ S G E G A A C I C N L [162] 

PERÚ S G K A A A C N C N I [10] 

PERÚ S G E G A A C I C N L [10] 
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PERÚ S   E   A A C I C N L [10] 

PERÚ S G E G A A C I C N L [10] 

PERÚ S G K A A A C N C N I [10] 

PERÚ S G E G A A C N C S L [10] 

GUYANA S A K A A A C N C S I [164] 

BRASIL S A K A A A C N C N I [165] 

BRASIL S G E G A A R I C N I  [136] 

BRASIL S G E G A A R I C N I  [136] 

BRASIL           A R I C N L  [136] 

BRASIL S G E G A A R I C N/T I  [136] 

BRASIL A G E G A A C I C N I  [136] 

BRASIL           A R N C N/T I  [136] 

BRASIL           A C N C N I  [136] 

BRASIL           A C N C N/T I  [136] 

BRASIL           A R I C N I  [136] 

BRASIL S A K A A A C N C S I [10] 

BRASIL S G K A A A C I C N I [10] 

BRASIL S G E G A A R I C N I [10] 

BRASIL S A E A A A R I C N I [10] 

BRASIL S G K G A A R N C S I [10] 

BRASIL S G E G A A R N C S I [10] 

BRASIL S G E G A A C N C S L [10] 

BRASIL S G E G A A C N C S I [10] 

BRASIL S G E G A A R N C S I [10] 

BRASIL S G E G A A   N C S L [10] 

SURINAM S A K A A A C N C S I [158] 

SURINAM S G E G A A R I C N I [158] 

SURINAM S G K A A A R I C N I [158] 

HAITÍ S A K A A A C N C S I [10] 

ECUADOR S A K A A A C N C S I [10] 

HONDURAS S A K A A A C N C N I [10] 

COLOMBIA S G K A A A C N C N I [10] 

COLOMBIA S A K A A A C I C N I [10] 

COLOMBIA S A K A A A C N C S I [10] 

COLOMBIA S G K A A A C I C S I [10] 
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BOLIVIA S A E A A A R I C N I [10] 

BOLIVIA S A E A A A R I C N I [10] 

BOLIVIA S G E G A A C I C N L [10] 

BOLIVIA S A E A A A C I C N L [10] 

BOLIVIA S G E G A A C N C S L [10] 

BOLIVIA S G E G A A R N C S I [10] 

 

CNSI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

SURINAM A C N C S I [158] 

HAITÍ A C N C S I [10] 

ECUADOR A C N C S I [10] 

BRASIL A C N C S I [10] 

BRASIL A C N C S I [161] 

COLOMBIA A C N C S I [65] 

        CNTI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

VENEZUELA A C N C T I [10] 

        CNN/TI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

BRASIL A C N C N/T I  [136] 

        CNCNI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

PERÚ A C N C N I [160] 

PERÚ A C N C N I [160] 

PERÚ A C N C N I  [163] 

BRASIL A C N C N I  [136] 

HONDURAS A C N C N I [10] 

PERÚ A C N C N I [10] 

COLOMBIA A C N C N I [10] 

COLOMBIA A C N C N I [65] 

COLOMBIA A C N C N I [65] 

COLOMBIA A C N C N I [65] 

COLOMBIA A C N C N I [65] 

PERÚ A C N C N I [144] 

PERÚ A C N C N I [144] 

BRASIL A C N C N I [161] 
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        RNCN/TI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

BRASIL A R N C N/T I  [136] 

        CICNI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

VENEZUELA A C I C N I [159] 

VENEZUELA A C I C N I [159] 

VENEZUELA A C I C N I [159] 

VENEZUELA A C I C N I [157] 

VENEZUELA A C I C N I [85] 

BRASIL A C I C N I  [136] 

VENEZUELA A C I C N I [10] 

COLOMBIA A C I C N I [10] 

COLOMBIA A C I C N I [65] 

COLOMBIA A C I C N I [65] 

COLOMBIA A C I C N I [65] 

COLOMBIA A C I C N I [65] 

BRASIL A C I C N I [10] 

BRASIL A C I C N I [161] 

BRASIL A C I C N I [161] 

        CNRNI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

BRASIL A C N R N I [161] 

        CIRNI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

BRASIL A C I R N I [161] 

        RICNI 16 50 51 59 108 164 Referencia 

VENEZUELA A R I C N I [159] 

VENEZUELA A R I C N I [159] 

VENEZUELA A R I C N I [159] 

VENEZUELA A R I C N I [85] 

SURINAM A R I C N I [158] 

SURINAM A R I C N I [158] 

VENEZUELA A R I C N I [157] 

BRASIL A R I C N I  [136] 

BRASIL A R I C N I  [136] 



80 GENOTIPOS DE Plasmodium falciparum ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A 
SULFADOXINA/PIRIMETAMINA EN COLOMBIA 

 

BRASIL A R I C N I  [136] 

BOLIVIA A R I C N I [10] 

BOLIVIA A R I C N I [10] 

BRASIL A R I C N I [10] 

BRASIL A R I C N I [10] 

VENEZUELA A R I C N I [10] 

VENEZUELA A R I C N I [10] 

VENEZUELA A R I C N I [10] 

PERÚ A R I C N I [144] 

COLOMBIA A R I C N I [65] 

COLOMBIA A R I C N I [65] 

BRASIL A R I C N I [161] 

BRASIL A R I C N I [161] 

        CICNL 16 50 51 59 108 164 Referencia 

PERÚ A C I C N L  [163] 

PERÚ A C I C N L [162] 

PERÚ A C I C N L [10] 

PERÚ A C I C N L [10] 

PERÚ A C I C N L [10] 

BOLIVIA A C I C N L [10] 

BOLIVIA A C I C N L [10] 

PERÚ A C I C N L [144] 

PERÚ A C I C N L [144] 

BRASIL A C I C N L [161] 

BRASIL A C I C N L [161] 

COLOMBIA A C I C N L [161] 

        CNCNL 16 50 51 59 108 164 Referencia 

PERÚ A C N C N L  [163] 

PERÚ A C N C N L [162] 

        RICNL 16 50 51 59 108 164 Referencia 

BRASIL A R I C N L  [136] 

BOLIVIA A R I C N L [39] 

BRASIL A R I C N L [161] 
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        RNCNL 16 50 51 59 108 164 Referencia 

PERÚ A R N C N L [144] 

 

 

AKA 436 437 540 581 613 Referencia 

WILD TYPE   A K A A   

HONDURAS S A K A A [10] 

HATI S A K A A [10] 

SURINAM S A K A A [158] 

VENEZUELA S A K A A [10] 

COLOMBIA S A K A A [10] 

COLOMBIA S A K A A [10] 

BRASIL S A K A A [10] 

PERÚ S A K A A [160] 

PERÚ S A K A A [160] 

PERÚ S A K A A [144] 

PERÚ S A K A A [144] 

ECUADOR S A K A A [10] 

COLOMBIA S A K A A [65] 

COLOMBIA S A K A A [65] 

COLOMBIA S A K A A [65] 

COLOMBIA S A K A A [65] 

       
       GKA 436 437 540 581 613 Referencia 

SURINAM S G K A A [158] 

VENEZUELA S G K A A [159] 

VENEZUELA S G K A A [159] 

VENEZUELA S G K A A [10] 

VENEZUELA S G K A A [10] 

COLOMBIA S G K A A [10] 

COLOMBIA S G K A A [10] 

BRASIL S G K A A [10] 

BRASIL S G K A A [161] 
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PERÚ S G K A A [10] 

PERÚ S G K A A [10] 

COLOMBIA S G K A A [65] 

COLOMBIA S G K A A [65] 

COLOMBIA S G K A A [65] 

       GKG 436 437 540 581 613 Referencia 

VENEZUELA S G K G A [159] 

VENEZUELA S G K G A [159] 

VENEZUELA S G K G A [85] 

VENEZUELA S G K G A [157] 

VENEZUELA S G K G A [10] 

BRASIL S G K G A [10] 

BRASIL S G K/E G/A A [161] 

PERÚ S G K G A [144] 

PERÚ S G K G A [144] 

COLOMBIA S G K G A [65] 

COLOMBIA S G K G A [65] 

       GEG 436 437 540 581 613 Referencia 

SURINAM S G E G A [158] 

VENEZUELA S G E G A [159] 

VENEZUELA S G E G A [159] 

VENEZUELA S G E G A [85] 

VENEZUELA S G E G A [10] 

VENEZUELA S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A  [136] 

BRASIL S G E G A  [136] 

BRASIL S G E G A  [136] 

BRASIL S G E G A  [136] 

BRASIL S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A [10] 
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BRASIL S G E G A [10] 

BRASIL S G E G A [161] 

BRASIL S G E G A [161] 

BOLIVIA S G E G A [10] 

BOLIVIA S G E G A [10] 

BOLIVIA S G E G A [10] 

PERÚ S G E G A [10] 

PERÚ S G E G A [10] 

PERÚ S G E G A [10] 

PERÚ S G E G A [144] 

PERÚ S G E G A [144] 

PERÚ S G E G A [162] 

COLOMBIA S G E G A [65] 

COLOMBIA S G E G A [65] 

       GEA 436 437 540 581 613 Referencia 

BRASIL S G E A A [161] 

BRASIL S G E A A [161] 
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