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Malaria: eficaciadeamodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina,
estado nutricional y variantes alélicas del gen CYP2C8*

JaiME CARMONA-FoNnseca, MDY, VALENTINA GuzMAN-PEREZ, NUTRZ,
AMANDA MAESTRE-BuUITRAGO, PHD?3

RESUMEN

Problema: Larespuesta terapéutica antimalarica depende de multiples determinantes asociados con el plasmodio (especie,
mutaciones, cantidad, etc.) y al hospedero (nutricidon, genes, metabolismo, etc.), pero los ultimos son poco conocidos.

Objetivos: Evaluar en pacientes con malaria falciparum no complicada, tratados con amodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina
(AQ-SP), algunas relaciones entre la respuesta terapéutica (RTA), el estado nutricional y las variaciones alélicas del gen
CYP2Cs.

Metodologia: Estudio clinico controlado, con asignacion aleatoria, balanceado, no ciego. La RTA se evalud segun la
Organizacion Mundial de la Salud. Se hizo analisis antropométrico, se midieron las concentraciones plasmaticas de retinol,
ferritina y selenio; se analizaron las variantes 2C8*1 (silvestre), 2C8*2 (1129F) y 2C8*3 (R139K y K399R)) del gen CYP2C8.

Resultados: Se evaluaron 33 pacientes, todos con respuesta terapéutica adecuada con AQ-SP; 10% present6 deficiencia
de retinol, 25% de selenio y 40% de ferritina. S6lo un paciente presento la variante CYP2C8*2 en forma heterozigotica y el
resto fueron homocigoticos para el alelo silvestre de este gen. Ninguno presenté la mutacion R139K en CYP2C8*3. Del alelo
K339R de CYP2C8*3 no se pudieron obtener fragmentos aptos de digerir, aun haciendo adaptaciones del método y no fue
posible conocer la razon de este hecho. Estos datos concuerdan con los resultados de otro analisis similar en 23 pacientes,
tratados solo con amodiaquina: 22% presentaron alguna variante (5 con CYP2C8*2y 2 con CYP2C8*3). Enel gen CYP2C8*3
se identifico s6lo la mutacion R139K, presente en 2 individuos.

Conclusién: Sélo uno de los 33 pacientes (3%) present la variante CYP2C8*2, en forma heterozigotica; el resto fueron
homocigoticos para el alelo silvestre de esta variante. Ninguno present6 la mutacion R139K de la variante CYP2C8*3. Es el
primer informe para Latinoamérica.
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Malaria: efficacy of amodiaquine-sulfadoxine-pyrimethamine, nutritional status and alellic variaton of
CYP2C8gen

SUMMARY

Problem: Therapeutic response to antimalarials depends on multiple determinants associated with the parasite (species,
mutations, parasitaemia, etc.) and the host (nutrition, genes, metabolism, etc.), but little is known about the host factors.

Objectives: To evaluate in non-complicated falciparum malaria patients undergoing treatment with amodiaquine-
sulfadoxine-pyrimethamine (AQ-SP), some relationships between treatment response, nutritional status and characteristics
of the gen CYP2CS8.

Methodology: A randomly assigned, balanced, non blind, controlled clinical design. Treatment response was assessed
according to WHO 1998 criteria. Analysis included anthropometry, plasma levels of retinol, ferritin and selenium, and
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assessment of 2C8*1 (wild),2C8*2 (1129F) and 2C8*3 variants
of CYP2C8(R139K y K399R).

Results: 33 patients were studied, all of them evidenced
adequate treatment response, 10% had retinol deficiency,
25% selenium deficiency and 40% low ferritine levels. One
patient exhibited the variant I1129F of CYP2C8*2 in a
heterozygous fashion, the remaining individuals were
homozygous for the wild form of this gene. The mutant R139K
of CYP2C8*3 was absent in all individuals. Amplification
fragments obtained of K339R (CYP2C8*3 gen) were not
suitable for digestion, regardless of the modifications
performed. These results confirm previous findings made in
22% of 23 patients in whom some variation was observed (5
in CYP2C8*2 and 2 in CYP2C8*3). For CYP2C8*3 the
mutant R139K, was observed in 2 individuals.

Conclusion: only one of the 33 patients (3%) had
CYP2C8*2 in a heterozygous fashion, the remaining were
homozygous for the wild allele of this variant. None of the
patients had the mutation R139K of the CYP2C8*3 variant.
This is a novel report for Latin America.

Keywords: Cytochrome P-450; Amodiaquine; Malaria;
Malnutrition; Selenium; Ferritin; Retinol.

(Cuanta de la falla terapéutica antimalarica se debe
a factores del hospedero como su constitucion genética
del CYP450 y el funcionamiento de las enzimas que ¢l
controla? (Interviene en la respuesta al tratamiento
antimalarico el estado nutricional del paciente?

La medicion de la eficacia terapéutica antipaludica
cuenta con protocolos estandarizados'. La resistencia
genética parasitaria es el rasgo mas conocido de causa
de falladel tratamiento. En cuanto al hospedero, ademas
de sus estados nutricional e inmune, una pobre absor-
cion, un metabolismo alterado, hipoproteinemia, acele-
rado metabolismo del compuesto, pueden afectar la
respuesta terapéutica’.

El metabolismo de la gran mayoria de los medica-
mentos antipalidicos depende basicamente del sistema
de oxidasas de funcion mixta, sistema microsomal o
citocromo P-450 (CYP450), compuesto por 30 familias
de enzimas (citocromos)?*. El CYP450 humano tiene
gran variacion genética>® que involucra mas de 57
genes del sistema’-®. Esa gran variacion genética permi-
te clasificar a las personas en metabolizadoras lentas,
extensas y ultrarrapidas® segun la expresion fenotipica,
es decir, de la actividad funcional de sus enzimas. La
identificacion de las enzimas CYP450 aporta una base
para saber cOmo se espera que se comporten farmacoci-
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néticamente esos medicamentos administrados indivi-
dualmente o en combinacion y para ayudar a predecir
interacciones medicamento-medicamento in vivo’.

El Cuadro 1 resume informacion basica sobre rela-
ciones entre enzimas del citocromo P-450 y medica-
mentos antimalaricos®!®. La AQ se elimina activamen-
te en el higado (>70%), mientras que la quinina y el
artesunato (metabolizado éste por esterasas y enzimas
hepaticas, pero no CYP4502°) son de eliminacion inter-
media (30%-70%), y lacloroquina (CQ), lapirimetamina
y ladapsona se eliminan todavia mas lentamente por esa
via hepatica (<30%)°. La transformacién de AQ a N-
desetilamodiaquina (DEAQ) es la principal ruta de
disposicion en los humanos y la enzima CYP2CS8 es la
isoforma hepatica que contribuye 100% a la conversion
de AQenDEAQ’. Las enzimas extrahepaticas CYP1A1
y 1B1 también eliminan AQ y catalizan la formacion de
un metabolito que no ha sido identificado’.

Lasubfamilia CYP2C representa aproximadamente
20% del total del contenido hepatico de CYP450 vy,
dentro de ella, el mas abundante es 2C9, seguido de 2C8
y 2C19%!. La enzima CYP2CS tiene una estructura
molecular conocida®? y es el miembro mas fuertemente
inducible de la subfamilia CYP2C?.

El gen CYP2C8 codifica la enzima que metaboliza
parcialmente la CQ y totalmente la AQ); este gen tiene al
menos diez variantes alélicas?*, como 2C8*2 y 2C8*3
(ésta tiene dos mutaciones); esas variantes estan asocia-
das con el metabolismo incompleto de medicamentos, asi
cuantificado al comparar su actividad con la de la variante
2C8*1, que es el tipo silvestre («normal»)? (Cuadro 2).
En Espafia, la variante mas frecuente de CYP2C8 es
2C8*3¢ (30%)); existe asociacion en la aparicion de los
alelos CYP2C8*3 y CYP2C9*2%. En personas cauca-
sicas, afroamericanas y asiaticas hay relativamente poca
diferencia étnica en el polimorfismo de once genes perte-
necientes a tres subfamilias (CYPL, 2 y 3) que inter-
vienen en el metabolismo de medicamentos, entre ellos
CYP2CS8, pero hay gran diferencia entre los genes y entre
las tres subfamilias genéticas; ademas, de las tres sub-
familias, la 2 presenta los mayores niveles de diversidad
genética?’.

La farmacogenética es el estudio de las respuestas
con base genética que se presentan frente a los
xenobioticos, incluidas las drogas®®?°, Lamayoria de los
medicamentos son efectivos apenas entre 25%-60% de
los pacientes, por causa multifactorial®’. La evaluacion
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Cuadro 1
Enzimas del citocromo P-450 y medicamentos antimalaricos

A. Enzima metabolizadoray antipaltdico

Medicamento Enzima
Amodiaquina 2C8®*
Cloroquina 2C8,2D6y 3A41°y 3A5M
Primaquina 1A2y 2D6
Mefloquina 3A41116
Artesunato 2A6°
Beta arteéter 3A4 y 2B6 y 3A5'?
acido artelinico 3A4y 3A5%
Halofantrina 3A4°
Proguanil 2C19y 2A41
Pirimetamina 1B1y 2C19°(en poca medida)

B.Efectodealgunos antimalaricosy otros medicamentos en las enzimas CYP45(0°1013.17.18

Inhibiciéon del citocromo

Induccién del citocromo

Cloroquinay CYP2D6 Primaquinay 1A1y 1A2 durante
halofantrina quinina latranscripcién
Mefloquina 1A2 acido artelinico 2D6
Primaquina 3A4 (potente inhibicion) artesunato, artemeter, arteéter 2B6y 3A4
Quinidina 2D6 albendazol 1A1ly 1A2
Ketoconazol 1A2, 2C8, 2D6, 3A4, muchos medicamentos 2C8
3A5 (inhibe fuerte)

fenotipica (medicion de la actividad de la enzima sobre
un sustrato conocido) ha avanzado bastante. En el afo
2004 se informo sobre el desarrollo y validacion de doce
pruebas semiautomaticas para medir la actividad de
sustratos marcadores de CYP450 humano, donde se
incluy¢ la amodiaquina como sustrato?!.

La relacion entre la eficacia terapéutica y, por otra
parte, la actividad y la estructura genética del CYP450
ha sido poco estudiada. Una reciente revision sistema-
tica sobre el tema?, apenas hall6 un articulo, el estudio
de Kaneko et al.??, hecho en Vanuatu, Melanesia, con
95 pacientes con malaria querecibieron tratamiento con
proguanil, un profarmaco que se convierte a cicloguanil,
el metabolito activo contra Plasmodium. Un metabolis-
mo lento de la AQ podriarepresentar unriesgo potencial

de efectos adversos porque el medicamento permanece
mas tiempo en los tejidos®.

Las infecciones o el estimulo inflamatorio generan
cambios en laactividad y expresion de varias formas del
CYP450 hepaticas y extrahepaticas (cerebro, rifion)>.
La dieta y el estado nutricional pueden modificar la
farmacocinética o metabolismo de medicamentos me-
diados por el CYP450; la primera representa probable-
mente la viamas significativa para la exposicion a com-
puestos quimicos; por su parte, el estado nutricional, el
estado de salud, las restricciones dietéticas o la correc-
cion de la desnutricion con suplementos nutricionales
deben ser considerados en el momento de analizar el
comportamiento de un medicamento y la evaluacion de
su ruta terapéutica’.

105



Colombia Médica

Vol. 40 N° 1, 2009 (Enero-Marzo)

Cuadro 2
Gen CYP2C8y lanomenclatura de sus alelos*

Alelos de Proteina Cambios en Efecto Actividad enziméatica
CYP2C8 CYP2C8 nucleétidos cDNA in vivo in vitro

*]a 1 Ninguno Normal Normal

*1B A -271C>A

*1C A -370T>G

*2 2 IVS1-37C>T;IVS2-36G>A; 1269F Aumento de
IVS2-13insT; 805A>T (1); km para la
IVS7+49T>A; IVS8-92A>G; 6a-OH del
IVS9+24C>T paclitaxel

*3 3 IVS1-37C>T;1VS2-36G>A; R139K; Disminucion
416G>A; IVST+49T>A; K399R delrecambio
1196A>G; IVS9+24C>T de paclitaxel

*4 A4 792C>G 1264M

*5 475delA «Frameshift» Ninguna

*6 .6 511G>A G171s

*7 556C>T R186X Ninguna

*8 .8 556C>G R186G Merma

*Q 9 740A>G K247R

*10 10 1149G>T K383N
730A>G 1244V

Las variaciones de nucle6tido en negrilla son las mayores alteraciones de SNP responsables del fenotipo de los alelos correspondientes.
SNP: del inglés «Single-nucleotide polymorphisms», o sea polimorfismos de nucleétido Unico.

*Modificado de Karolinska Institutet (Kl), Institutet for miljomedicin (IMM). Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee.
CYP2C8 allele nomenclatura (sitio en Internet). (fecha de acceso: 12 diciembre 2005). Disponible en: http://www.imm.ki.se/CYPalleles/

cyp2c8.htm

Lainflamacion causada por las infecciones, como la
malaria, reduce laactividad del complejo enzimatico del
CYP-4507, que es activado o inducido por las dietas
hiperproteicas y el consumo de acidos grasos (CYP3A
y CYP2AT1), mientras que es inhibido por el kwashiorkor,
dietas deficientes en carbohidratos, o en acidos grasos,
o envitaminas A, E, C, B2, niacina, o en Fe, Zn, Ca’. El
paludismo, la desnutricion y los parasitos intestinales
afectan intensamente a los nifios (3 a 11 afios) de Turbo
(Uraba) y El Bagre y Zaragoza (Bajo Cauca)**°.
Parece logico pensar que todas estas condiciones influ-
yan en el metabolismo de los antimalaricos y otros
medicamentos?.

Los autores del presente articulo han estudiado la
eficacia terapéutica de varios antipaludicos en el depar-
tamento de Antioquia (Colombia)*’°. En Colombia,
entre1961 y2003, la falla terapéutica de la AQ fue de
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22% en promedio; por otra parte, la falla terapéutica de
lacombinacion AQ con sulfadoxina-pirimetamina (AQ-
SP) fue 11% en Tado (Chocd) y 2% en Turbo y El Bagre
(Antioquia)*®4!,

En el caso del paludismo, es poco lo que se conoce
sobre las relaciones entre la respuesta al tratamiento
antipaludico (en particular con AQ), el estado nutricional
del paciente y el genotipo del CYP2C8. Este informe
presenta los resultados de una investigacion efectuada
en pacientes con malaria por Plasmodium falciparum
no complicada, tratados con AQ-SP, en quienes se
evaluaron larespuesta terapéutica, el estado nutricional
y las variaciones alélicas del gen CYP2C8.

METODOLOGIA

Clase de estudio y tamafio de la muestra. Los
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pacientes de este estudio hacen parte de una investiga-
ciébn mas amplia, encaminada a evaluar la respuesta
terapéutica ante varios tratamientos, en los municipios
de Turbo y El Bagre y Zaragoza, en el departamento de
Antioquia, Colombia***!, Esa investigacion sigui6 un
disefo clinico controlado, balanceado, no ciego, donde
los grupos se evaluaron en forma secuencial y el orden
fue definido en forma aleatoria; los pacientes se capta-
ron a medida que llegaban al puesto de malaria. La
respuesta terapéutica se evalud segin el protocolo
OMS-1998!. En esa investigacion se trabajé en general,
con muestras de tamafio 50 en cada municipio (100
pacientes por tratamiento), con seguimiento por 21 (AQ,
SP) 6 28 dias (AQ-SP).

Los 33 pacientes de este informe hacen parte del
grupo de 90 personas evaluadas con el esquema AQ-
SP*!'en Turbo y El Bagre, en 2003; de esos 33 enfermos
se tiene informacion de las variables respuesta terapéu-
tica, indice de masa corporal, concentracion en sangre
de ferritina, selenio y retinol y genotipo CYP2C8. Esos
33 pacientes fueron tomados al azar entre los 90 del
estudio completo. El procedimiento de muestreo se hizo
con una lista de nimeros aleatorios generada por com-
putador (programa Epidat 3.1). El tamafio de la
submuestra (n=33) se determin6 por conveniencia, con-
siderando dos aspectos: el costo de estudiar cada pa-
ciente (examenes de ferritina, selenio y retinol, y genotipo
CYP2C8) y la idea de que se trataba de una aproxima-
cion inicial al asunto de la relacion CYP450-respuesta
terapéutica. Este informe corresponde a un analisis
descriptivo y prospectivo.

Poblacion de referencia. Las regiones de Uraba y
Bajo Cauca aportan 90% de los casos de paludismo del
departamento de Antioquia y fueron recientemente
descritas por los autores®*3¢. Turbo (Uraba) esta situa-
do enun lugar cuyas coordenadas son 8°05"42"" N, 76°
447 123""; El Bagre (Bajo Cauca) estaen 7°35"25"" N,
74°48° 27"

La poblacion de referencia para este estudio son
hombres y mujeres mayores de un 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 malariano complica-
da y debida exclusivamente a P. falciparum.

Criterios de inclusion. Todos los pacientes de este
trabajo fueron captados segin el orden de llegada,
siempre y cuando cumplieran los criterios de inclusion,
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sin que ninguna otra condicion interviniera; tales crite-

rios los fija el protocolo OMS-1998 y son:

Tener malaria no complicada, debida solo a P.

falciparum, tratada con AQ-SP y haber sido segui-

do con controles parasitologico y clinico durante 28

dias.

No estar en embarazo.

No presentar procesos infecciosos diferentes a

malaria.

No presentar enfermedad cardiaca congestiva ni

falla renal o hepatica.

No tener antecedentes de intolerancia a los medica-

mentos antimalaricos.

No haber ingerido suplementos de vitaminas y mine-

rales en las ultimas dos semanas.

Tratamiento de los pacientes y evaluacion de la
respuesta terapéutica. La AQ se administr6 en dosis
de 25 mg/kg distribuida en tres fracciones de 10, 7.5y
7.5 mg/kg/dia durante tres dias consecutivos. La sulfa-
doxina se administré en dosis de 25 mg/kg y la
pirimetamina 1.25 mg/kg, ambas en dosis unica. Todo
medicamento se administrd bajo supervision directa del
médico tratante.

La respuesta terapéutica se clasifico asi:

a) Falla temprana: indica presencia de signos de mala-
ria grave en el dia 1 6 2 del seguimiento o cuando
existe una mayor parasitemia el dia 2 6 3 con res-
pecto al recuento del dia de ingreso del paciente.

b) Falla tardia indica presencia de signos de malaria
grave con parasitemia (de la misma especie que el
dia 0) después del tercer dia deiniciado el seguimien-
to o cuando el paciente consulta los dias 1, 2, 3,4, 7,
14, 21 6 28 del seguimiento debido a un deterioro
clinico en presencia de parasitemia (de la misma
especie que el dia 0).

c) Respuesta clinica adecuada es definida como Ia
ausencia de signos de malaria grave y eliminacion de
laparasitemia después de administrado el tratamien-
to antimalarico.

Evaluaciones practicadas al paciente:

- Antropometria: En el momento del ingreso del
paciente al estudio se evaluaron el peso en kilogramos
(kg) y la estatura en metros cuadrados (m?), con bascula
electronica (sensibilidad de 100 g) y estadiometro. Enel
laboratorio se determiné el indice de masa corporal
(IMC) (peso kg/estatura m?) y se emplearon estos
puntos de corte: déficit, menos de 18.5; normal, entre
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Cuadro 3
Condiciones de amplificacién y restriccion empleadas para genotipificar el CYP2C8

Gen Peso Cebadores de amplificacion Condiciones PCR? Enzimade Productos(pb) Ref
Pb restriccion  Silvestre Mutado
CYP2C8*2 312 S5-AAGATACATATATCTTATGACATG-3  1.94°C5min Bcl I (1U) 21498 312 26
R5 -ATCCTTAG TAAATTACAGAAGG-3’
CYP2C8*3 347  ¢S15-AGGCAATTCCCCAATATCTC-3 2.94°C 20seg BseRI(1U) 31037 347
Arg**®Lis R2 5-ACTCCTCCACAAGGCAGTGA-3 3.55°C10seg 26
4.72°C10seg
CYP2C8*3 117 S3 5-CTTCCGTGCTACATGATGACg-3' 5.Repetir38ciclos Xmnl(1U) 21498 117
Lis®*Arg R4 5-CTGCTGAGAAAGGCATGAAG-3'  6.72°C7min

aEl tiempo y la temperatura de los protocolos para cada una de las variantes se modificaron en el presente estudio y aparecen en este

cuadro

18.5y 24.9; exceso de peso, entre 25 y 29.9; obesidad,
valores superiores a 29.942,

- Micronutrientes en plasma o suero: El ultimo dia
del seguimiento paramedir larespuesta terapéutica (dia
28), losinvestigadores del Grupo Malaria tomaron mues-
tras de sangre venosa anticoagulada con EDTA para la
medicion de retinol, ferritinay selenio en plasma, el cual
fue protegido del aire, la luz y el contacto directo con
hielo paraevitar la oxidacion del retinol. Estas fueron las
mediciones:

- Vitamina A (plasma). La medicion del retinol
plasmatico se hizo en el Instituto Nacional de Salud
(INS), Bogota (es el laboratorio nacional de referencia)
por el método HPLC (cromatoégrafo liquido Water 600
E con detector UV). El plasma se diluyé con una
solucion de acetato de retinol en etanol, se extrajo con
hexano y se evapord con nitrogeno; el residuo se
resuspendié en metanol y luego fue inyectado al
cromatografo. La concentracion de retinol se leyo en el
detector a 325 nm relacionando el area del pico del
retinol con la del acetato. Se tomaron como deficientes
aquellos valores inferiores a 20 pg/d1*.

- Ferritina (plasma). La cuantificacion de ferritina
se hizo en el INS con inmunoensayo enzimatico de
microparticulas (MEIA), un montaje prueba-electrodo
que mezcla la muestra, el diluyente de la muestra, el
conjugado fosfatasa alcalina-antiferritina y las micro-
particulas cubiertas con un anticuerpo contra ferritina,
con posterior incubacion en la celda de reaccion®. Los
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puntos de corte empleados para la determinacion de
deficiencia fueron: 18-23 pg/dlleve; 12-17.9 pg/dl mo-
derada y <12 pg/dl grave®.

- Selenio (suero). La medicion de selenio se realizo
en el laboratorio de analisis industriales de la Universi-
dad del Valle (Cali). Elselenio fue determinado directa-
mente, sin tratamiento previo, por espectrofotometria de
absorcion atdmica con horno de grafito. En este método
el suero se inyecta en una cubeta de grafito, la cual se
calienta gradualmente, secando, calcinando la materia
organica presente y finalmente atomizando el selenio
que se encuentra en la matriz, el cual, mediante absor-
cion deradicacion se determina cuantitativamente en la
muestra. Se consideraron como deficientes aquellos
valores por debajo de 4 ug/l y como valores toxicos los
superiores a 10 pg/dl.

Genotipificacion de CYP2C8. Las muestras de
sangre total se depositaron en papel filtro Wathman N°
3 y se almacenaron a -20°C. La extraccion del ADN se
realizo con la técnica estandar de Chelex. Mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el
polimorfismo de lalongitud de los fragmentos de restric-
cion (PCR-RFLP), se analizo el gen CYP2C8. Las
condiciones de las PCR y de las restricciones realiza-
das, asi como todas las modificaciones realizadas se
detallan en el Cuadro 3.

Las variantes CYP2C8%*2 (1129F) y 2C8*3 (R139K
y K399R) se determinaron con los cebadores y enzimas
descritas por otros autores?¢, con modificaciones (Cua-
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Cuadro 4
Caracteristicas generales de los pacientes tratados con AQ-SP

Variable n %
Sexo masculino 21/33 64
Residencia en El Bagre 22/33 67
Edad (afios)
<18 9/33 27
18-35 19/33 58
>35 5/33 15
Estado nutricional
IMC (kg/m?)
Sobrepeso (>24.9) 8/23 35
Normal 18.5-24.9 15/23 65
Riesgo de desnutricion global en nifios* 6/9 66
Retinol deficiente (< 20 ug/dl) 2/20 10
Ferritina deficiente (<23 pg/dl) 8/20 40
Selenio deficiente (<4 pg/dl) 5/20 25

* Puntaje Z para el indicador peso/edad inferior a (-1) desviacion estandar con respecto a la mediana del puntaje. La mediana del puntaje

Z fue (-1.12).

dro 3). Los productos de amplificacion (5 pl) para la
variante 2C8*2 (312 pb) se incubaron con 1U de la
endonucleasa Bcll (Fermentas®) y se analizaron en
geles de agarosa al 4%. La digestion en fragmentos de
214y 98 pb se observo en la forma silvestre del gen. La
variante CYP2C*3 se evalué mediante protocolo ya
descrito®®: El primer par de cebadores identificd la
mutacion R139K en el exon 2 del gen; el producto de
esta PCR (347 pb) fue incubado con la endonucleasa
BseRI, lacual digirio el producto silvestre (CYP2C8*1)
en fragmentos de 310 y 37 pb.

Las confirmacion de patrones heterozigoticos se
realizo mediante secuenciacion de los productos purifi-
cados (Macrogen®)*. Las secuencias resultantes fue-
ron editadas con el programa Bio edit 7.0.

Anélisis estadistico de los datos. La informacion
obtenida se proceso con los programas Epilnfo version
6.04 y SPSS version 10.0. En todos los analisis se
consider? estadisticamente significativa una probabili-
dad menor de 0.05 (5%). El analisis de los datos siguid
esta estrategia:

Analisis de normalidad: cada variable se analizo

con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, con el pro-

grama Epilnfo.

Comparacion de variables nominales: se us6 una
prueba chi cuadrado ()?) para examinar la distribu-
cion de frecuencias de las variables.

Comparacion de variables métricas: se calcula-

ron medidas estadisticas de resumen (promedio,

mediana, desviacion estandar), cuyos valores se
informan como promedio + desviacion estandar. Se
compararon medianas mediante la prueba de Kruskal-

Wallis. Se midieron correlaciones lineales simples

entre las variables nutricionales (ferritina, selenio,

retinol, IMC).

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 se obtuvo su consentimien-
to informado escrito antes de ingresar al estudio.

RESULTADOS

Se evaluaron 33 pacientes con paludismo por P.
falciparum, 64% de ellos de sexo masculino; su edad
oscilo entre 7 y 60 afios (27% menores de 18 afios)
(Cuadro 4). La parasitemia asexual present6 un prome-
diode 8,096 parasitos/|l (media geométrica4,501) y una
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desviacion estandar de 8,810 parasitos/ul. Del total de
pacientes 25% present6 hasta 2,140 parasitos/pl, 50%
hasta 4,640 y 75% hasta 11,760. La parasitemia fue
mucho mayor en los grupos de edad menores a 18 afios,
con respecto a los mayores de edad, pero la diferencia
no fue significativa.

Las tres «variables» que se evaluaron en funcion del
objetivo de este trabajo presentaron estos resultados: la
respuesta terapéutica fue adecuada (exitosa) en todos
los 33 pacientes, lo que concuerda con el resultado en la
totalidad de 90 pacientes, en quienes hubo éxito terapéu-
tico en 98%%04!,

El estado nutricional en los nifios correspondi6 a
«riesgo de desnutricion global» (segin el indicador peso
para la edad) en 66% de ellos. En los adultos, se hallo
35% con sobrepeso. Las medianas de las concentracio-
nes de los micronutrientes fueron: retinol 40 pg/dl,
ferritina32.3 pg/dly selenio 4.28 pug/dl (Cuadros 4y 5).
Delos 33 pacientes, 10% presentd deficiencia de retinol
(<20 pg/dl) y 25% de selenio (<4 pg/dl); en la ferritina,
15% mostré menos de 12 pg/dl (deficiencia grave),20%
tienen menos de 18 (moderada) y 40% tienen menos de
23 (leve). Ningln paciente presentd concentraciones
sanguineas superiores al rango establecido como nor-
mal para estos micronutrientes. La correlacion lineal
simple de la concentracion de micronutriente contra la
edad o laparasitemia fue muy bajay no significativa. La
correlacion (coeficiente r) entre los valores de micro-
nutrientes también fue muy baja (retinol-ferritina r=
0.194; retinol-selenio r= 0.244; ferritina-selenio r= -
0.043) y no significativa (siempre p>0.10).

La genotipificacion de las variantes 2C8*2y 2C8*3
se hizo en 69 muestras de los 33 pacientes tratados con
AQ-SP, con estos resultados:

Variante 2C8*2: se amplifico un fragmento de 312
pb; en 65 muestras se encontrd digestion de los dos
alelos del gen (esto indica genotipo silvestre
homocigético). Unicamente un paciente presento la
variante CYP2C8*2 y lo fue en forma heterozigotica;
el resto fueron homocigoticos para el alelo silvestre
de esta variante.

Variante CYP2C8%*3: ninguno de los pacientes pre-

sentd lamutacion R139K deellay delaotra (K399R)

no se pudieron obtener fragmentos aptos para dige-
rir, aun haciendo adaptaciones del método, sin que
pudiéramos establecer la causa de esto.

En forma resumida puede afirmarse que:
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a) todos los pacientes tratados con AQ-SP presentaron
respuesta terapéutica exitosa;

b) elestado nutricional fue deficiente s6lo en los nifios;

c) la deficiencia de micronutrientes varidé de 10% a

40%:;

d) un paciente, entre 33, presenté la variante

CYP2C8*2.

Como no hubo pacientes con falla terapéutica, no se
pudo avanzar en la exploracion de las relaciones entre
respuesta terapéutica-estado nutricional-variacion
genética de CYP2C8.

DISCUSION

Elhallazgo masnotorio en los individuos tratados con
AQ-SP fue la presencia de polimorfismos genéticos en
CYP2C8, en forma heterocigdtica, en 3% (1/32) de los
pacientes; esta frecuencia es superior a la encontrada
en Papua Nueva Guinea, donde no se hubo variacion del
gen CYP2CS8 (todos los nifios examinados fueron
homocigotos)*y es menor que lainformada en: Zanzibar
(Africa oriental) en 2005 (13.9%)%; en el norte de
Ghana (Africa), entre 200 escolares tomados al azar
(2C8*2: 16,75%; ausencia total de 2C8*3 y 2C8*4)%;
en Burkina Faso (Africa occidental) (en 275 pacientes
con paludismo: 15% CYP2C8%*2,0.03% CYP2C8*3)*.
Enlos pacientes con malaria de Burkina Fasono se hallo
evidencia de la influencia de esos dos polimorfismos
sobre la eficacia o la toxicidad de la AQ, pero el tamafio
de lamuestra (n=275) limito esas conclusiones*, porlo
que persiste la pregunta sobre la influencia del
polimorfismo de CYP2C8 en el metabolismo de la
amodiaquina?’. La escasa frecuencia de polimorfismo
del gen CYP2CS8 en la poblacion del presente estudio
facilita el uso de AQ para tratar la malaria falciparum,
porque, desde el punto de vista genético, la poblacion
respondera adecuadamente al medicamento.

La evaluacion de los polimorfismos genéticos del
CYP2C8 se hizo con la técnica RFLP modificando el
protocolo descrito por Dai et al.?> que mostro excelen-
tes resultados para la identificacion de la variante
2C8*2 (1129F), pero no para la variante 2C8*3, la cual
comprende dos mutaciones (R139K y K399R), pues
solo se pudo evaluar la primera. Algunas posibles
razones para este tropiezo son:

a) escasa cantidad de ADN en la muestra de sangre
almacenada en el papel filtro;
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b) calidad deficiente del ADN, quizas por deficiencia
en las condiciones de almacenamiento.

Las dos explicaciones previas no concuerdan con el
hecho de que fue posible amplificar la otra variante;
quizas los cebadores usados no eran apropiados para
detectar la segunda variante.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos enun
grupo de Tumaco (Narifio, Colombia), tratados con
monoterapia con AQ. Sus muestras de sangre habian
sido recolectadas meses antes por investigadores del
CIDEIM (Cali, Colombia), entidad que nos facilito
muestras en papel de filtro. Se trat6 de 23 pacientes (13
hombres y 10 mujeres), en 12 de los cuales hubo falla
terapéutica. El analisis genético lo hicimos exactamente
como se procedio con los del presente informe. Todas
las 23 muestras amplificaron y se incluyeron en el
analisis. Se identific6 la variante R139K de CYP2C8*3
y no el alelo K399R. Tres de los 23 pacientes presenta-
ron la variante CYP2C8*2 en forma heterozigética y
dos de los tres mostraron falla del tratamiento. Dos de
los 23 pacientes presentaron la variante R139K de
CYP2C8*3 y ambos presentaron falla terapéutica con
la AQ. No se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre larespuesta terapéuticay el genotipo
de 2C8 (p>0,05) (datos sin publicar).

Enelafios 2005 se informo sobre la validacion de una
técnica de genotipificacion para las variantes del
CYP2C8 que permite, por medio de multiples PCR, la
identificacion de tres polimorfismos incluyendo los eva-
luados en el presente estudio®®, lo que permite reducir el
tiempo y el costo del procesamiento de las muestras en
los estudios poblacionales.

Pocos estudios han evaluado la presencia de estas
variantes alélicas en pacientes con malaria. Se ha
demostrado que el CYP2C8 es bastante polimorfico,
factor que puede ser responsable de la variacion de los
parametros farmacocinéticos informada en otros traba-
jos'S. Este informe es el primero en dar cuenta en
pacientes malaricos de Latinoamérica sobre la variabi-
lidad genética de este gen, lo cual se deberia relacionar
en futuros estudios con los parametros farmacocinéticos
de la AQ y con el fenotipo de la enzima.

Se sabe que la presencia de estas variantes alélicas
reduce el metabolismo del plaquitaxel, medicamento
anticanceroso y, por tanto, no se debe descartar que
estas variantes sean responsables en este caso del
metabolismo inadecuado del antimalarico o de los efec-
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tos citotoxicos relacionados con la quinoneimina, com-
puesto formado en el metabolismo de la AQ capaz de
unirse irreversiblemente a proteinas celulares®.

La ausencia de falla terapéutica en este grupo de
pacientes tratados con AQ-SP no permitio el analisis de
relacion entre RTA, estado nutricional y polimorfismos
del gen CYP2C8. Es notorio el elevado porcentaje de
pacientes con deficiencia de selenio o de ferritina (20%
cadauno). No hay estudios en Colombia que evaluen el
estado del selenio en suero o plasma. El selenio es critico
para la actividad del CYP450 tanto intestinal como
hepatico; el intestinal debe ser abastecido por la alimen-
tacion, puesto que su ausencia tiene graves repercusio-
nes en el contenido total y la actividad de las enzimas en
la vellosidad intestinal; el hepatico, por su parte, puede
obtenerse a partir de las reservas corporales del
micronutriente>%!,
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