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Respuesta terapéutica a mefloquina, estado nutricional y
variantes alélicas del gen CYP3A4 en pacientes con malaria
falciparum no complicada; Antioquia (Colombia)

Valentina Guzman Pérez', Jaime Carmona-Fonseca?, Fanny Cuesta Gonzalez’, Amanda Maestre Buitrago?,
Luis Carlos Burgos Herrera*, Rosa Magdalena Uscatequi Pefuela’

Resumen

Introduccién: hay poca informacion sobre las relaciones entre la falla de la terapia antimalérica y
algunos factores del hospedero (estado nutricional, fenotipo y genotipo del citocromo CYP450 que
metaboliza el medicamento antipaltdico).

Objetivo: explorar si [a falla terapéutica de la mefloquina dada a pacientes con malaria falciparum
no complicada se puede explicar por la influencia del estado nutricional del enfermoy del fenotipo
y genotipo de su citocromo CYP3A4.

Materiales y métodos: estudio de casos y controles no pareado. Pacientes: hombres y mujeres
adultos, de Turbo y El Bagre (Antioquia, Colombia).

Resultados: se evalud la respuesta terapéutica en 46 enfermos; hubo solo tres fallas (6,5%); por la
muy baja ocurrencia de falla terapéutica (n = 3/46), los resultados se presentan en forma descriptiva
para los 46 pacientes. La relacion dextrometorfano/3-metoximorfinano fue 0,39 (mediana); 20%
fueron metabolizadores lentos. Las concentraciones sanguineas medianas de mefloquina a las 24
horas (C24h) yaldia 14 (Cd14) fueron 1.363 + 397 ng/mLy 978 + 106 ng/mL, respectivamente. Los 46
pacientes presentaron el alelo CYP3A4*Q (silvestre).

Conclusion: no se pudo evaluar con profundidad la relacion entre la respuesta a la terapia
antimaldrica, por una partey, por otra, la actividad del CYP450y el estado nutricional, pero hubo
hallazgos que justifican la evaluacion y control de las caracteristicas del hospedero en estudios
posteriores de farmacocinética antimalarica.
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SUMMARY

Malaria: efficacy of mefloquine according to nutritional status and
alellicvariations of the CYP3A4 gen

Introduction: Information on the relationship between
treatment failure in malaria and factors of the host
(nutritional status, phenotype and genotype of
cytochrome CYP450) involved in the metabolism of
antimalarials is scarce.

Objective: To explore whether treatment failure of
mefloquine administered to patients with non-
complicated falciparum malaria can be explained in terms
of the patient’s nutritional status and the CYP3A4
phenotype and genotype.

Materials and methods: Non-matched case-control
study. Patients were adult males and females, inhabitants
of Turbo and El Bagre (Antioquia, Colombia).

Results: The therapeutic response was assessed in 46
patients, and there were only three failures (6.5%); due
to the rare occurrence of therapeutic failure (n = 3/46),
results are presented in a descriptive way for the 46
patients. The dextrometorphan/3-methoxymorphinan
ratio was 0.39 (median); 20% of the patients were slow
metabolizers. The blood concentrations of mefloquine at
24 hours (C24h) and at day 14 (Cd14) were (median) 1.363
+ 397 ng/mL and 978 = 106 ng/mL, respectively. All 46
patients had the wild CYP3A4*2 allele.

Conclusion: We were unable to assess in depth the
relationship between the response to mefloquine, on the
one hand and, on the other, CYP450 activity and
nutritional status. However, there were findings that
justify the assessment and control of the characteristics
of the host in subsequent studies of antimalarial
pharmacoRinetics.

Key words

Alleles, Cytochrome P-450, Ferritine, Malaria, Mefloquine,
Malnutrition, Retinol, Selenium

INTRODUCCION

La falta de concordancia entre las respuestas al
tratamiento antipaltdico in vivo e in vitro sugiere que
existen factores del hospedero que pueden cumplir un
papel determinante. El fenotipo observado in vivoen el

paciente (respuesta exitosa, falla terapéutica) y el
fenotipo in vitro del paréasito sometido al medicamento
(sensible, resistente) son dos maneras complementarias
de evaluar la eficacia de un antimalérico. La dosis del
antimalarico, la forma de suministrarlo en el tiempo, la
via de administracién, su biodisponibilidad, sus
interacciones con otros farmacos administrados
simultdaneamente con él, la farmacocinéticay la respuesta
inmune pueden hacer que la concentracion y el tiempo
de contacto del compuesto antimaldrico con el paréasito
no sean los adecuados para impedir su crecimiento. Los
factores del hospedero que pueden afectar la eficacia
del tratamiento antimaldrico incluyen su estado inmune,
su situacién nutricional, la presencia de enfermedades
concomitantes, una mala absorcién intestinal, un
metabolismo alterado, una hipoproteinemia, o un
acelerado metabolismo del compuesto.!

La mayoria de las biotransformaciones metabdlicas las
lleva a cabo el sistema de oxidasas de funcién mixta,
sistema microsomal o citocromo P-450 (CYP450).2 Se han
identificado alrededor de treinta familias de citocromos
(enzimas) y varios estan involucrados en el metabolismo
hepético de antimaldricos, entre ellos cloroquina,
amodiaquina, pirimetamina, primaquina y mefloquina.'?
En 2004 se inform¢ que habia al menos 57 citocromos
P450 humanos (llamados isoformas), codificados por
genes separados, y que solo 10 de esas enzimas
contribuyen al metabolismo de medicamentos, con la
principal participacion de las isoformas 3A4, 2D6y 2C9.
De las tres subfamilias CYP450 involucradas en el
metabolismo de fase [ de los medicamentos (subfamilias
1, 2y 3), la 2 posee el mayor grado de diversidad
genética.>®

La subfamilia CYP3A (CYP3A4, 5, 7, 43) es una de las que
mads participacion tienen en la biotransformacién de
medicamentos.” A pesar de que estas variantes no se
han relacionado con la respuesta a los antimaléricos, su
presencia estd asociada con una reduccién en la
respuesta terapéutica a varios medicamentos.>®® La
expresion de CYP3A exhibe una sustancial diversidad de
uno a otro individuo, mucha de la cual resulta de variacion
genética.'® Hace poco tiempo se determinaron las
primeras estructuras moleculares del CYP3A4 humano.!!

La subfamilia CYP3A participa en el metabolismo de 45-
60% de las drogas usadas en la actualidad y de una amplia
variedad de otros compuestos.'? Esta situacion hace que
CYP3A4 sea muy susceptible a la inhibicién tanto
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reversible como irreversible (inhibicion basada en
mecanismo).'

La mayoria de los genes CYP450 presentan gran
polimortismo y algunos individuos tienen enzimas con
actividad catalitica alterada o que dan Iugar a una
expresion genética anormal.*! Las personas se clasifican,
de acuerdo con el metabolismo de algunos
medicamentos, en tres grupos de metabolizadores:
lentos, extensos y ultrarrapidos.® Se conocen variantes
alélicas en los genes CYP1A1, 1A9, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6,
3A5,3A4,9C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, entre otros.**

El gen CYP3A4 humano est4 en el cromosoma 7q21.3-
g22.1; es un gen funcional, su longitud es de 27,2 Rb y
tiene 13 exones.'® De CYP3A4 se conocian hacia 2005 al
menos 40 alelos, de los cuales el silvestre es 3A4* 1A'y la
variante mas comun es CYP3A4*1B, con frecuencias de
63, 11 v 9-11% en afroamericanos, caucésicos e
hispanoamericanos, respectivamente.”

Ademas del estudio del gen que codifica una enzima
especifica responsable del metabolismo de fd&rmacos, la
actividad de esta puede medirse por fenotipificacién. EI
fenotipo, en este caso, es la capacidad natural de la
enzima de participar en una reaccién que lleva a la
activacién o inactivacién de un sustrato.'® Hasta hace
poco tiempo, el estudio del fenotipo fue el procedimiento
predominante para evaluar el CYP-450.

La inflamacién causada por infecciones, como la malaria,
reduce la actividad del complejo enzimatico del CYP-
450, que es activado o inducido por las dietas
hiperproteicasy por el consumo de acidos grasos (CYP3A
y CYP2A1), mientras que es inhibido por el Rwashiorkor
y por las dietas deficientes en carbohidratos, &cidos
grasos, o en vitaminas A, E, C, B2, niacina, o en Fe, Zn,
Ca.! La inflamacién hepatica puede ser responsable de
la gran variabilidad farmacocinética descrita en los
pacientes tratados con algunos antimalaricos, como
amodiaquina.®

Lasvariaciones en el consumo de proteinas con relacién
al de carbohidratos y grasas, asi como la reduccion del
consumo de combustibles por debajo de las necesidades,
podrian ser responsables de variaciones en la respuesta
terapéutica.® Algunos estudios han comprobado el papel
de la vitamina A, el selenio y el hierro en modular la
expresion y funcion hepéticas de varios citocromos.?'*
La vitamina A modula la expresion de genes responsables
de transcribir citocromos como el CYP4A. En ratones
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sometidos a dietas deficientes en vitamina A ocurre una
reduccién de 64% en la expresion del CYP4A y de 85% en
la de CYP3A.?! El estado nutricional en cuanto al hierro y
el selenio esta relacionado con la via de sintesis del
CYP450.22%

Las personas que habitan en las regiones maléricas
padecen simultaneamente paludismo, parasitosis
intestinales, desnutricion proteico-caldricay deficiencias
de micronutrientes. Hay muchas pruebas de que la
desnutricién y la infeccion coexisten e interactian en
una misma poblacidén humana; también la malariay las
parasitosis intestinales usualmente conviven en las
mismas comunidades afectadas por la desnutriciéon,®
como en las zonas y poblaciones de Colombia donde se
hizo esta investigacion.® %

La mefloquina (MQ) es un antimaldrico sintético
(arilamino alcohol), activo contra los estadios eritrociticos
de Plasmodium falciparumy Pvivax. En Turboy El Bagre
(Antioquia, Colombia) la eficacia de la monoterapia con
MQ fue 96%y asociada a sulfadoxina-pirimetamina fue
100%.% En el departamento de Antioquia se usd en 2006-
2007 la combinacién mefloquina-artesunato con eficacia
mayor de 95% (datos sin publicar). Como antimalarico, la
MQ se administra por via oral en dosis de 25 mg/Rg y se
sugiere darla fraccionada a partir del dia 2 de tratamiento
(dia 2: 15 mg/Rg y dia 3: 10 mg/Rg), pero también puede
ser desde el dia 1 (dias 1, 2, 3: 8,3 mg/Rg/dia).?*® En
Colombia existe aprobacién oficial para el uso de la
combinacion artesunato-mefloquina. La MQ se absorbe
lenta pero satisfactoriamente en el tubo digestivo,
proceso estimulado por la presencia de alimentos.*' Se
elimina completamente por biotransformacién hepética
mediante el CYP3A4, que origina la formacion de su
metabolito carboximefloquina, inactivo para
DPlasmodium. **** La MQ inhibe el citocromo CYP1A2.%*

Este informe da cuenta de una investigacidon que intentd
explicar la falla terapéutica antimalérica a partir del
posible papel que en ella juegan factores como el fenotipo
y el genotipo de las enzimas CYP450y el estado nutricional
del hospedero. Se preguntd especificamente si el
fenotipo/genotipo del CYP450y el estado nutricional del
hospedero pueden explicar la falla terapéutica
observada en pacientes con malaria falciparum tratados
con mefloquina como monoterapia. Esta pregunta ha
sido muy poco explorada y por eso se torna mas
importante y se hace mds necesario buscar respuestas.
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MATERIALES Y METODOS

Clase de estudio

Nosotros evaludbamos la respuesta terapéutica a MQ
en pacientes con malaria falciparum, cuando se disefié
la investigacion que es objeto de este informe, anidada
en el trabajo de eficacia terapéutica; el resultado final
del trabajo de eficacia entregaria dos grupos de
pacientes: uno con falla terapéutica y otro con éxito
terapéutico. Esta realidad impuso el tipo de disefio
epidemioldgico que usariamos en el proyecto anidado:
un estudio de casosy controles, en el que [os primeros
corresponderian a las fallas y los segundos, a los éxitos.

Objetivo especifico

Con un diseno de casos-controles no pareado, aplicado a
pacientes con malaria falciparum no complicada y
tratados con MQ, residentes en Turbo (zona de Uraba) o
El Bagre (4rea del Bajo Cauca antioqueno), se evalué la
relacién entre la respuesta terapéutica y cada una de
estas variables explicativas: concentraciones sanguineas
de MQ alas 24 horas (C24h) y en el dia 14 (Cd14), fenotipo
y genotipo de CYP3A4, estado nutricional medido con el
indice de masa corporal (IMC) y las concentraciones
plasmaticas de vitamina A, ferritina y selenio.

Disefio y tamaiio de la muestra; poblacion
referencia

El protocolo de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
usado para evaluar la respuesta terapéutica® propone
grupos de 42 personas, que aumentamos a un minimo de
50 para compensar las pérdidas durante el seguimiento
de 28 dias.?3°

La poblacion de referencia para el estudio estuvo
constituida por hombres y mujeres mayores de 1 afio,
residentes en areas urbana o rural de los municipios de
Turbo y El Bagre, atendidos de forma ambulatoria en los
puestos de malaria de dichos municipios, con malaria no
complicada y debida exclusivamente a P falciparum.
Hemos descrito las condiciones generales de la poblacion
dereferencia,”*® que son fundamentales para interpretar
la falla terapéutica antimalarica y diferentes hallazgos
enella.

Criterios de inclusion

Todos los pacientes del trabajo fueron captados segtn el
orden de llegada, si cumplian los criterios de inclusion,

sin que interviniera ninguna otra condicion; tales criterios
fueron:

1. Tener malaria no complicada, debida solo a P
falciparum, tratada con MQ y haber sido seguido
con controles parasitoldgico y clinico durante 28 dias.

2. Noestar en embarazo.

3. No presentar procesos infecciosos diferentes a
malaria.

4. No presentar enfermedad cardiaca congestiva ni
falla renal o hepética.

5. No tener antecedentes de intolerancia a los
medicamentos antimalaricos.

6. Aceptar la participacién en el estudio y firmar el
consentimiento informado.

Tratamiento de los pacientes y evaluacion de la
respuesta terapéutica

La MQ se administrd en dosis iinica de 25 mg/Rg. Todo
medicamento se administrd bajo supervision directa del
médico tratante. La respuesta terapéutica se clasifico
segun el protocolo usado: falla precoz, falla tardia,
respuesta adecuada.” Se hizo medicion de la parasitemia
losdias1,2,3,4,7,14,21y28.

Medicion de la concentracion sanguinea de MQ

Las muestras de sangre venosa para genotipificar el
CYP450 y medir la concentracién de MQ (2 mL) se
depositaron en discos de papel de filtro Wathman n.° 3,
que se almacenaron a -20 °C y se enviaron a Medellin
para su procesamiento. La concentracion de MQ se midio
alas 24 horas de haberla ingerido, en el dia 14 (dias 14 a
16) y en el dia de la falla terapéutica, y se hizo segtin un
protocolo conocido®y adaptado.® Para la cuantificacién
de la MQ usamos un equipo de cromatografia marca
Agilent, serie 1100 (Inyector manual Rheodyne serie 1100,
bomba isocréatica serie 1100, detector ultravioleta
programable serie 1100, programa Agilent ChemStations
para HPLC, computador compatible). Estas fuerog las
condiciones cromatograficas: columna: LiChrospher 100
RDP-18 (5 mm)en LiChI’OCART‘B 125-4 con precolumna RP-
18 marca Merck; flujo: 1,2 mL/minuto; fase movil:
acetonitrilo: tampodn fosfato de potasio monobasico pH
3,0 (40:60); longitud de onda: 222 nm; cantidad de muestra
inyectada: 20 mL. El método para la cuantificacién de las
muestras de sangre tomadas a partir de papel de filtro
usd como patrén de referencia el estandar secundario
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de mefloquina lote 106144-01PO133, suministrado por
Laboratorios Mepha SA.

Genotipificacion y secuenciacion de CYP3A4

Se procesaron las muestras de acuerdo con el protocolo
de Singhy colaboradores, *' con algunas modificaciones
nuestras.” EIADN extraido se almacend a -20 °C hasta su
amplificacion mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) y la evaluacién mediante polimorfismos
de lalongitud de los fragmentos de restriccién (PCR-RFLP)
para amplificar las regiones polimorficas del gen CYP3A4
(3A4*2). La PCR se llevd a cabo de acuerdo con las
condiciones descritas por Garcia-Martin y colaboradores,®
con algunas modificaciones hechas por nosotros. Con
cebadores especificos se amplificé el fragmento de 423
pares de bases (pb), correspondiente al &rea de la
mutacion. Los productos de la digestion se incubaron con
la endonucleasa Bam HI que digirié la secuencia del
CYP3A4 dando origen a dos fragmentos de 143y 280 pb,
respectivamente; esta enzima no digiere las secuencias
correspondientes a los genes CYP3A5y CYP3A7, de esta
forma se evalud la especificidad de los fragmentos
amplificados. Adicionalmente, se incubaron los productos
de la PCR con la endonucleasa XcmlI (New England
Biolabs), que no digiere la secuencia silvestre, mientras
que en la mutada produce fragmentos de 166y 257 pb.

La secuenciacién del ADN se hizo a partir del producto
amplificado en gel de agarosa empleando el estuche
comercial de purificacién, Wizard PCR Preps (Promega).
Los productos purificados se enviaron a la compafiia de
biotecnologia Macrogen para la secuenciacion, que se
realiz6 directamente con fluorescencia, con empleo de
los cuatro dideoxinucleétidos terminadores marcados
con diferentes grupos fluorescentes.* Los productos se
secuenciaron en un Big Dyey en un ABI Prism 377 Perkin
Elmer, ambos de Perkin Elmer Applied Biosystems. Las
secuencias se editaron con el programa BioEdit version
7.0.

Evaluaciones antropométrica y de micronu-
trientes

Alingresar el paciente al estudio se pregunto por su edad
y se le midieron el peso corporal (Rilogramos) con bascula
electronica (sensibilidad de 100 g) y la estatura con
estadiémetro. En el laboratorio se determind el indice de
masa corporal (IMC) (peso kg/estatura m?) y se
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emplearon estos puntos de corte: déficit, menos de 18,5;
normal, entre 18,5y 24,9; exceso de peso, entre 25y 29,9;
obesidad, valores por encima de 29,9. Para los dos nifios
(4y 13 afos, un hombre y una mujer) se obtuvieron la
edad, el peso corporal y la estatura y se construyeron
indicadores de riesgo nutricional peso/edad, peso/
estaturay estatura/edad con ayuda del médulo Epinut
del programa Epilnfo 6.00. Los valores inferiores a -1
desviacién estandar con respecto a la mediana se
consideran como riesgo de desnutricion.

El ultimo dia del seguimiento de la respuesta terapéutica
(dia 28) se tomaron muestras de sangre venosa (5 mL)
anticoagulada con EDTA para la medicion de la vitamina
A (retinol), hierro (ferritina) y selenio en plasma. Se
protegié la muestra del aire, la [uzy el contacto directo
con hielo para evitar la oxidacion del retinol. Se enviaron
las muestras en hielo seco al Laboratorio de Nutricion
del Instituto Nacional de Salud, en Bogotd (retinol y
ferritina), y a la Universidad del Valle, en Cali (selenio).

La determinacién del retinol en plasma se hizo por el
método de cromatografia liquida de alta definicion
(HPLC), con un cromatodgrafo liquido Water 600 E con
detector UV. Cualquiera que fuese la edad, se
consideraron como deficientes los valores inferiores a 20
ug/dL.* La medicion de ferritina se hizo en plasma,
mediante inmunoensayo enzimatico de microparticulas
(MEIA). Los puntos de corte empleados para determinar
la ferropenia fueron: menos de 12,0 ug/L grave; 12,0-17,9
ng/L moderada y 18-23 ug/L leve.* Para no sesgar [os
resultados en cuanto al estado de la vitamina A en
nuestros pacientes, se excluyé de la medicién de retinol
alos que estuvieran tomando suplementos alimentarios
ovitaminicos de cualquier tipo en las dos semanas antes
de la evaluacion, y la muestra se obtuvo 28 dias después
del ingreso, para que ya no hubiera parasitemia y
estuviera superada la fase aguda de la enfermedad, la
cual reduce el retinol.

La cuantificacion del selenio en plasma se hizo en el
laboratorio de andlisis industriales de la Universidad del
Valle, directamente, sin tratamiento previo, por
espectrofotometria de absorcién atbmica con horno de
grafito. El laboratorio considerd como bajos los valores
por debajo de 40 ug/dLy como téxicos los superiores a
100 ug/dL.*
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Fenotipificacion metabdlica de CYP3A4

Previo conocimiento de la fecha de administracion de la
ultima dosis del medicamento antipalidico y de la
respuesta al tratamiento antimaldrico, se esperaron 60
dias para la fenotipificacion del CYP3A4, de manera que
se pudiera asegurar una completa eliminacién del
compuesto. Se excluyd a los pacientes que en el momento
de la evaluacién estuviesen tomando otros
medicamentos, o que en la tltima semana hubiesen
tomado licor, suplementos vitaminicos o hubiesen
fumado. Los dias 28 y 60 un médico realizd, previo
entrenamiento, la evaluacion clinica al paciente, tomé
una gota gruesa para confirmar la ausencia de
parasitemia por Plasmodium y procedio segun el
protocolo establecido.*“® La determinacion del
dextrometorfano (DMF) y su metabolito 3-
metoximorfinano (3MM) (fenotipificacién metabdlica) se
hizo en Medellin, en el Laboratorio de Farmacologia y
Toxicologia de la Universidad de Antioquia, con un
cromatoégrafo liquido marca Agilent serie 1100
(automuestreador de 100 pL de inyeccion, detector de
fluorescencia, programa Agilent ChemStations para
HPLC y computador compatible). El método de
cuantificacién de los datos de la validacion y de las
muestras de orina de los pacientes se hizo con levalorfano
como estandar interno, segun el protocolo.* Se
evaluaron los pardmetros para la validacidon de métodos
analiticos propuestos por la Food and Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos, 2001.%

La concentracién maxima esperada (tedrica) se
determind con la siguiente ecuacion: C méx tedrica = (f)
(dosis)/Vd, donde: f = biodisponibilidad = 1,0; dosis de
MQ administrada = 25 mg/Rg; Vd = volumen de
distribucion del medicamento = 19Lt/Rg.

LaCesperadaal dia 14 se halloasi: t, o= (C24h tedrica) (e
-Celim X promedio de t1/2), donde: C24h tedrica = 1.315
ng/mL; Celim = log n¥ promedio de t1/2; log n* = 0,693;
promedio de t1/2 =19 dias.

Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del
Centro de Investigaciones Médicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia. De cada
paciente o de su acudiente responsable se obtuvo el
consentimiento informado escrito antes de ingresar al

estudio. Se respetaron las normas nacionales e
internacionales sobre la materia.

RESULTADOS

Se captarony trataron con MQ 46 pacientes (mds que la
muestra prevista en el protocoo n = 42), que se siguieron
por los 28 dias previstos, sin que hubiese pérdidas. Todos
pudieron someterse a la evaluacién de fenotipo y
genotipo de CYP-450. En los 46 pacientes tratados con
MQ hubo 43 éxitos terapéuticos y apenas 3 fallas, o que
imposibilitd aplicar el disefio de casos y controles en el
andlisis de los datos y nos llevd a tratar estos bajo un
disefio descriptivo y transversal, centrado en la
presentacién de las caracteristicas de un grupo de
pacientes con malaria falciparum no complicada.

Los pacientes presentaron parasitemia (mediana) de
3.075 pardsitos asexuales/uL. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre la parasitemia de los
pacientes con falla terapéutica (mediana = 4.880, n = 3)
y la de los que tuvieron respuesta exitosa (mediana =
2.940, n = 40) (p[K-W]= 0,412755). La edad de los 46
pacientes varid entre 4 y 50 anos (96% mayores de 18
anos); 63% fueron hombres. La mediana del IMC (Rg/m®)
fue 21,6 (valor que indica estado sano); en 5% el IMC era
bajo, es decir menor de 18. Los valores (mediana) en la
sangre de los micronutrientes fueron: 42,7 ug/dL para
retinol (en 12% fue bajo: menos de 20 ug/dL); 29,2 ug/L
para ferritina (en 45% el valor fue bajo: menos de 23 ug/
L),y 4,4 ug/dL para selenio.

La relacion DMF/3MM fue 0,39 (valor mediana) y 20% de
los pacientes pudieron clasificarse como metabolizadores
lentos (més de 1,5 ng/mL de DMF/3MM). La C24h de MQ
fue baja en 7% de los pacientes (ellos tuvieron menos de
620 ng/mL, que es la concentracion necesaria para la
inhibicién del crecimiento del parasito). La mediana de
la C24h de MQ fue 1.363 =397 ng/mL (n = 41); la
concentracion es inferior a la calculada con base en los
parametros farmacocinéticos (1.315 ng/mL), que es la
C24h tedrica promedio estimada para la dosis de MQ
administrada y los pesos méximoy minimo observados
en los pacientes; sin embargo, estas medianas (tedricay
observada) son superiores a 620 ng/mL, que es la minima
C24hrequerida para la inhibicion del parasito.

La mediana de la Cd14 de MQ fue 978 =106 ng/mL; la
concentraciéon tedrica promedio estimada para este dia
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con base en [os pardmetros farmacocinéticos fue de 789
ng/mL.

No hubo relacién entre el fenotipo de CYP3A4 y la C24h
de MQ, ni entre dicho fenotipo y la concentracion en el
dia 14.

Los andlisis de correlacion lineal simple entre la relacion
metabdlica DMF/3MM y cada una de las variables
concentraciéon de micronutrientes, C24h y Cd14 no
mostraron asociacion estadisticamente significativa y el
coeficiente r siempre fue menor de 0,30 (excepto para el
retinol, cont =-0,476).

Los 46 pacientes presentaron el genotipo silvestre de la
variante CYP3A4*2, es decir, los fragmentos de 423 pb
amplificados no fueron digeridos por la enzima Xcml, lo
que indica ausencia en ellos de la mutacion.

DISCUSION

El dextrometorfano (DMF) se usé aqui como farmaco de
prueba para evaluar el fenotipo del citocromo 3A4; se
determinaron las concentraciones en orina del DMF y de
su metabolito 3MM por medio de la técnica HPLC con
detector de fluorescencia,** pero algunos autores
cuestionan el empleo del DMF como farmaco de prueba
y dicen que este medicamento, después de ser
administrado, sigue dos vias metabdlicas: la O-
demetilacién a dextrorfano, mediada por el CYP2D6, y
la N-demetilacién a 3-metoximorfinano (3MM), debida a
CYP3A4;>' sin embargo, en 2001 se demostro que el DMF
era metabolizado mayoritariamente por CYP2D6 y
CYP3A4y que este ultimo era responsable del 90% de la
N-demetilacidén, es decir, que el DMF es una prueba
adecuada para valorar el fenotipo del CYP3A4 5

Los estudios de fenotipificacién dan informacion valiosa
sobre la actividad de las enzimas metabolizadoras de
farmacos,'® pero en los estudios de poblacién y ain mas
en los sujetos de zonas maldricas es dificil y costosa tal
evaluacion, porque dichas zonas tienen problemas para
el acceso, su poblacion es muy flotante, estd expuesta
permanentemente a la reinfeccion y gran parte de los
pacientes maléricos son nifos (en quienes el metabolismo
del CYP450 podria ser distinto). Por lo tanto, es
aconsejable abordar el problema de la actividad del
CYP450 por medio de anélisis farmacogenético, el cual
es menos invasivo, menos costoso y proporciona
informacién maés rédpida sobre el estado genotipico de la
proteina.
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El comportamiento fenotipico del CYP3A4 en este estudio
mostrd 80% de metabolizadores rapidos, dato que
concuerda con la mayor parte de la informacion. El
fenotipo enzimético de este citrocromo se comporta de
manera unimodal por ser escasamente polimorfico,™ tal
como aqui lo constatamos. Los tres pacientes con falla
presentaron metabolismo rdpido, lo que concuerda con
lo esperado, puesto que solo un metabolismo de este
tipo de la MQ podria predisponer al paciente al fracaso
terapéutico, dado que este medicamento es activo como
tal y su metabolito carboximefloquina no tiene actividad
antiparasitaria. Ningtin paciente presentd mutaciones en
el CYP3A4, por lo tanto los metabolizadores lentos (20%)
observados en este estudio no pueden explicarse por
estas mutaciones o por deficiencia nutricional.

Todos los pacientes tratados con MQ tuvieron el fenotipo
silvestre de la variante CYP3A4, lo que concuerda con
otros estudios, que no reportan la presencia de un alelo
que modifique el marco de lectura de la proteina
codificada por este citocromo.®® EI tinico alelo
encontrado hasta el momento con estos efectos sobre el
marco de lectura es el CYP3A4*6, que tiene muy baja
frecuencia.

No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
la parasitemia de los pacientes con falla terapéutica y la
de los que tuvieron respuesta adecuada. Otra causa de
falla puede ser la resistencia parasitaria al medicamento
y se sabe de clones de P falciparum con resistencia in
vitroa MQ. En cuanto a los mecanismos de tal resistencia
se sabe que hay aumento de la tendencia del eflujo de
MQ en los clones resistentes, comparados con los
sensibles. En un estudio se demostré la presencia, en
clones de Pfalciparum, de enzimas metabolizadoras de
MQ mediadas por CYP-450, ya que se establecio la
capacidad plasmodial para biotransformar MQ a
carboximefloquina y otro metabolito no identificado.*

La deficiencia de retinol de 12% corresponde a adultos
(mayores de 18 afos), grupo al que en Colombia no se le
ha evaluado tal vitamina, pero si existe un estudio en
nifios, en quienes la deficiencia es mas frecuente y las
infecciones que afectan el estado de los micronutrientes
son prevalecientes. ***° Un estudio llevado a cabo por
nosotros en 2000 mostré que el consumo de alimentos
que son fuentes de carotenoides y retinol entre los
agricultores negros de la zona endémica de malaria en
el corregimiento EI Valle (Bahia Solano, Choco), en la
zona Pacifica, fue, durante un afio consecutivo, inferior a
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50%,%°% lo que sugiere que las reservas de este
micronutriente en zonas endémicas de malaria deben
de ser bajas; en El Bagre se han informado deficiencias
en su concentraciéon hasta de 35% en nifios sin malaria'y
hasta de 65% en nifilos con la enfermedad.? La malaria
incrementa la necesidad de micronutrientes, entre ellos
deretinol.””

En nuestro estudio no se pudo evaluar a fondo la relacién
de la concentracién de retinol con la respuesta terapéutica
y la actividad del CYP3A4; sin embargo, no debe
subestimarse la informacién publicada por otros en la
que se muestra claramente el papel del retinol en la
reduccion de los parésitos del género Plasmodiumy en
la expresion de genes responsables de transcribir
citocromos,* puesto que nuestro niumero de pacientes
fue insuficiente para sacar conclusiones al respecto: solo
uno de los casos y unos pocos metabolizadores lentos
tienen informacion del retinol.

Llama la atencién el alto nimero de pacientes con
ferritina baja (45%), puesto que la hemolisis generada
por la malaria aumenta la liberacidon de hierro que se
almacena en forma de ferritina, es decir, que gran parte
de la poblacion se encontraba con una deficiencia cronica
de hierro. Lo anterior concuerda con otros estudios segin
los cuales la ferritina puede encontrarse normal o
elevada en pacientes con malaria a menos que haya
deficiencias graves de hierro.” La concentracion de
ferritina sérica se modifica con el estado inflamatorio
por ser un reactante positivo de fase aguda; por lo tanto,
su concentracion puede aumentar como respuesta a la
inflamacién generada por la malaria y enmascarar
posibles deficiencias de hierro. La evaluaciéon de la
ferritina en nuestros pacientes se hizo cuando ya se
encontraban sin pardsitos de Plasmodiumy después de
haber superado la fase aguda de la enfermedad, a pesar
de lo cual 20% presentaron valores por encima de 70 mg/
L. La malaria es una de las mayores causas de anemia
pero puede no ser la responsable del agotamiento de las
reservas de hierro en el cuerpo;®®' la lisis de los eritrocitos
durante la fase aguda de la enfermedad incrementa la
disponibilidad de hierro, pero la diseritropoyesis y la
reduccidn de la reticulocitosis limitan la utilizacién del
hierro almacenado.®® En otro estudio realizado en
Colombia la prevalencia de deficiencia de las reservas
de hierro fue de 22,5% en mujeres en edad fértil;*
nuestros datos son superiores a estos probablemente por
los antecedentes de malaria. De los tres pacientes con

fracaso terapéutico solo dos tuvieron evaluacién de la
reserva de hierro; ellos mostraron el valor mds alto y el
mas bajo observados en la poblacién total; este tiltimo
presentd la concentracion de ferritina mas baja.

En resumen, en este estudio no pudo evaluarse con
profundidad la relacion entre la respuesta antimaldrica,
por una parte, y la actividad del CYP450 y el estado
nutricional, por la otra; sin embargo, hubo varios
hallazgos que justifican la evaluacién y control de las
caracteristicas del hospedero en estudios posteriores de
farmacocinética antimaldrica y que vale la pena resaltar:
a) el fenotipo hallado, metabolizador lento de la enzima
CYP3A4, confirma la posible contribucién de otros
factores ambientales o genéticos no evaluados por
nosotros en la actividad de la enzima; b) hubo carencia
de nutrientes como retinol, hierro y selenio, los cuales
participan en la via de sintesis del CYP450, por lo que es
necesario explorar su papel en poblaciones de mayor
tamano.
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