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Polimorfismos del gen CYP2D6 y su relacidn con las recurrencias de Plasmodium

vivax después del tratamiento con cloroquina-primaquina en Turbo, Colombia

1 Resumen

Introduccion

La recurrencia de malaria por Plasmodium vivax, ya sea que se presente por una reinfeccion
0 una recaida desencadenada por un estadio latente en el higado denominado hipnozoitos,
representa una de las principales preocupaciones en el control de esta enfermedad. Estudios
en Colombia reportan recurrencias por P. vivax entre un 17,6% y 24,1% durante 6 meses de
seguimiento, despueés del tratamiento completo con cloroquina (CQ) - primaquina (PQ). La
PQ es el farmaco de eleccidn para eliminar las formas hepaéticas, su eficacia puede depender
de la activacion metabdlica mediada por el citocromo P450 2D6 (CYP2D6) y se ha
demostrado que alteraciones genéticas en esta proteina pueden conducir a un pobre

metabolismo de la PQ y consecuentemente, favorecer las recurrencias de P. vivax.

Objetivo

Determinar la frecuencia de polimorfismos del CYP2D6 y su asociacién con la recurrencia
de Plasmodium vivax en pacientes con tratamiento supervisado con primaquina de Turbo,

Colombia.

Métodos

Se incluyeron 81 pacientes, se determinaron fenotipos y genotipos del CYP2D6 a partir de
la amplificacion de nueve polimorfismos (SNPs) mediante qPCR, para los que existe
informacidn sobre su presencia en poblacion latinoamericana y asociados con alteracién de
la funcionalidad de la enzima y se evalud la asociacién del fenotipo (nulo/disminuido vs.
normal/aumentado) con la recurrencia de P. vivax y los niveles plasmaticos de primaquina

pos-tratamiento.
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Resultados

Se identificaron 12 alelos, de estos el 19,5% corresponden a fenotipos con actividad
nula/disminuida. La frecuencia de recurrencias y los niveles plasmaticos de PQ enel dia2 y
13 fueron mayores para los individuos con fenotipo nulo/disminuido vs. normal/ultrarrapido,
aungue no se encontré diferencia estadisticamente significativa (recurrencia: 20,0% vs.
18,1%; PQ dia 2: 354,5 ng/ml vs 276,4 ng/ml; PQ dia 13: 50 ng/ml vs. 47,5 ng/ml).

Conclusion

Los genotipos y fenotipos disfuncionales de CYP2D6 (nula/disminuida) son frecuentes en
individuos con P. vivax de una zona endémica en Colombia. Considerando que el tratamiento
para la cura radical de P. vivax requiere el uso de primaquina o tafenoquina, es necesario

continuar estudiando la implicacion de esta alteracion genética en la respuesta terapéutica.

Palabras claves: malaria, Plasmodium vivax, primaquina, recurrencias, Citocromo P-450,
polimorfismos CYP 2D6.
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Abstract
Introduction

The recurrence of Plasmodium vivax (P. vivax) malaria, whether it occurs due to reinfection
or a relapse triggered by a latent stage in the liver known as hypnozoites, represents a major
concern in the control of this disease. Studies in Colombia report P. vivax recurrences ranging
from 17.6% to 24.1% during 6 months of follow-up after completing treatment with
chloroquine (CQ) - primaquine (PQ). PQ is the drug of choice for eliminating hepatic forms,
and its efficacy may depend on metabolic activation mediated by cytochrome P450 2D6
(CYP2D6). It has been demonstrated that genetic alterations in this protein can lead to poor

PQ metabolism and consequently favor P. vivax relapses.
Objective

To determine the frequency of CYP2D6 polymorphisms and their association with P. vivax

recurrence in patients under supervised treatment with primaquine in Turbo, Colombia.
Methods

A retrospective study was conducted using samples collected from a previous study that
assessed P. vivax recurrence. Eighty-one patients were included, and CYP2D6 phenotypes
and genotypes were determined by amplifying nine polymorphisms (SNPs) using qPCR,
based on previus information regarding their presence in Latin American population and their
association with alterations in CYP2D6 enzyme functionality. The association of the
phenotype (null/decreased vs. normal/increased) with the presence of P. vivax recurrence

cases and primaquine plasma levels of post-treatment was evaluated.
Results

Twelve alleles were identified, out of which 19.5% corresponded to phenotypes with
null/decreased activity. The frequency of recurrences and plasma levels of PQ on days 2 and
13 were higher for individuals with null/decreased phenotypes vs. normal/ultrarapid,
although no statistically significant difference was found (recurrence: 20.0% vs. 18.1%; PQ
day 2: 354.5 ng/ml vs. 276.4 ng/ml; PQ day 13: 50 ng/ml vs. 47.5 ng/ml).
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Conclusion

Dysfunctional CYP2D6 genotypes and phenotypes (null/decreased) are common in
individuals with P. vivax from an endemic area in Colombia. Although this study did not find
a statistically significant association between null/reduced metabolism of PQ by the CYP2D6
enzyme and the risk of P. vivax infection recurrence, it is important to continue studying this
genetic alteration in the therapeutic response to available antimalarials for the radical cure of
P. vivax.

Key words: malaria, Plasmodium vivax, primaquine, recurrences, Cytochrome P450,
CYP2D6 polymorphism.
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2 Introduccion
2.1 Marco tedrico

2.1.1 Generalidades de la malaria

La malaria es una enfermedad infecciosa ocasionada por parasitos del género Plasmodium y
representa una de las principales problematicas de salud a nivel mundial, es responsable de
generar morbilidad y mortalidad en nifios y adultos de los paises endémicos [1]. Se transmite
a través de la picadura de un mosquito hembra del género Anopheles. De las cinco especies
conocidas del género Plasmodium que infectan al hombre, P. vivax y P. falciparum son las

mas relevantes ya que contribuyen en mayor medida a la carga mundial de la malaria [1].

El cuadro clinico clasico de la malaria comprende sintomas como escalofrio, fiebre, cefalea
y sudoracion [2], en nifios, la malaria puede también presentarse con letargia, falta de apetito
y tos [2]. En esta primera etapa de progresion de la enfermedad, sin evidencia de disfuncién
de drgano vital, se espera una recuperacion rapida y completa, siempre que se administre
tratamiento antimalarico de manera oportuna [2], sin embargo en ocasiones puede
evolucionar a un cuadro mas grave cuyas complicaciones mas frecuentes son la anemia, el

dafio hepético, pulmonar, renal y cerebral [2].

2.1.2 Malaria en el mundo y en Colombia

La malaria tiene una amplia distribucién a nivel mundial, se localiza en las regiones tropicales
y subtropicales y se concentra en las poblaciones mas pobres y vulnerables. De acuerdo con
el informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2021 se estimaron 247
millones de casos y 619000 muertes en 84 paises endémicos [1]. La incidencia de casos de
malaria (casos por 1000 habitantes en riesgo) se redujo de 82 en el afio 2000 a 57 en afio
2019, aumentando a 59 durante el periodo de tiempo 2020-2021, este aumento (afio 2020) se
asocio a alteraciones en los servicios de prevencion, diagnostico y tratamiento de malaria
debido a la pandemia de COVID-19 [1].
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Africa sigue siendo la regién mas afectada por esta enfermedad aportando el 95% (234
millones) del total de los casos en el afio 2021, siendo P. falciparum la especie asociada [1].
En la region de las Americas, los casos de malaria se redujeron en un 60% (de 1,5 a 0,6
millones) entre los afios 2000 y 2021 [1], esta considerable reduccion puede atribuirse a las
condiciones especiales de movilidad que se adaptaron durante la pandemia de COVID-19,
afectando el acceso a la atencidn sanitaria y por ende una reduccion en el nimero de casos
reportados por los centros de salud [1]. La Republica Bolivariana de Venezuela, Brasil y
Colombia, son los paises responsables de aportar el 79% de todos los casos de esta region,

siendo P. vivax la especie predominante y representando el 71,5% de los casos [1].

En Colombia los focos de transmisién de la malaria se ubican en la region pacifica
(municipios de los departamentos de Choco, Narifio, Cauca, y el distrito de Buenaventura en
el Valle del Cauca), region de Amazonia-Orinoquia (municipios del departamento de
Amazonas, Vichada, Guainia y Guaviare), Magdalena medio (incluye municipios de
Antioquia, Bolivar y Cdrdoba), y un reciente foco creciente en la frontera con Venezuela

(municipios del departamento de Norte de Santander) como se refleja en la Figura 1 [1].

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud en Colombia para el afio 2022 se notificaron
71573 casos de malaria, de los cuales 98% se clasificaron como malaria no complicada 'y 2%
como malaria complicada [3]. Prevalecio la infeccion por P. vivax con 60,7% (43427)
seguido de P. falciparum con 38,3% (27437) y mixta con 1,0% (709) [3]. Antioquia es uno
de las entidades territoriales que aporta el 10,2% (7180) de la malaria no complicada en el
pais y es P. vivax la especie predominante con 84,4% (6063) de casos [4], de alli Turbo,
considerada una de las principales zonas endémicas para malaria en este territorio, durante
los Gltimos 10 afios ha presentado una disminucion en los casos, pasando de 945 casos en el
afio 2012 a 99 casos en el afio 2020, siendo para este afio (2020) P. vivax responsable del
62% de los casos [5], a pesar de esto la malaria sigue siendo una de la enfermedades de gran
interés en salud publica en el municipio que requiere seguir trabajando en pro de su

eliminacion.
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Figura 1. Regiones de Colombia con casos de malaria por 1.000 habitantes. Tomado de World
Malaria Report 2018 (WHO).

2.1.3 Biologia de la infeccion por P. vivax en el humano

Una de las especies de Plasmodium ampliamente distribuida en el mundo y que presenta
grandes desafios para su control y eliminacién es Plasmodium vivax, la cual posee
particularidades en el desarrollo biolégico en el huésped humano, como son: 1) la invasion
de reticulocitos o eritrocitos jovenes e infecciones con parasitemias relativamente bajas que
dificultan su cultivo y rezaga las investigaciones: 2) la produccion de gametocitos desde el
inicio del ciclo eritrocitico, que confiere la capacidad de transmitir el parasito desde un
individuo infectado hacia al vector antes del diagndstico y tratamiento y 3) el desarrollo de
hipnozoitos, un estadio latente en el higado que desencadena el fenomeno de las recaidas,

con consecuencias desfavorables para el individuo y para el control de esta especie [6,7].

El ciclo de vida de P. vivax es complejo e involucra diferentes estadios en el mosquito vy el

humano como se describe en la_Figura 2. En el mosquito hembra del género Anopheles, se
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realiza la reproduccion sexual del parasito. A partir de la infeccion por los gametocitos en el
vector se da la maduracion del parasito en el intestino del mosquito, donde se formara el
cigoto que evolucionara en forma de ooquineto, este alcanzara la fase de ooquiste, punto en
el que comenzara la produccion de miles de esporozoitos que viajan a las glandulas salivales

y a través de la picadura podran ser inoculados en nuevos seres humanos [8].

El desarrollo parasitario en el humano comienza con la inoculacion de esporozoitos moviles
durante la picadura del mosquito, estas formas infectivas viajan por el torrente sanguineo al
higado, donde inicia el desarrollo asexual hepatico; luego de 10 a 12 dias ocurre la ruptura
de hepatocitos infectados, liberandose miles de merozoitos que salen a circulacion e invaden
los glébulos rojos para dar continuidad al ciclo asexual sanguineo. En el ciclo eritrocitario,
el parésito crece, se replica y libera merozoitos en la sangre periférica para invadir nuevas

células sanguineas cada 48 horas [9,10].

Otra fase del parasito en el higado es el desarrollo de hipnozoitos, que obedece al estado de
latencia que sufren algunos de los esporozoitos en los hepatocitos [3]. Estos hipnozoitos
detienen su desarrollo, pueden activarse semanas 0 meses después de la infeccion primaria 'y
son los responsables de las recaidas [4]. La periodicidad con que se presentan estas recaidas
es muy variable obedeciendo a la regidn geogréfica, al indculo y nimero de esporozoitos, la
inmunidad desarrollada por el hospedero, pobre respuesta al tratamiento y se genera la
hipétesis si el estimulo sistémico que se genera en la respuesta a otros agentes infecciones
también estd asociado a la reactivacion de los hipnozoitos [13], sin embargo, es escasa la
informacion que se tiene del comportamiento de esas formas parasitarias [13]. Ademas
estudios recientes plantean la posibilidad de que estas formas latentes pueden encontrarse

también en medula 6sea [14].
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Figura 2. Desarrollo biolégico de P. vivax.

Ciclo de vida de Plasmodium vivax en el vector y en el humano. Adaptado y modificado del articulo Bourgard
Catarinay cols 2.018.

A) El ciclo de vida de P. vivax inicia una vez los esporozoitos producidos en el mosquito ingresan al hombre
através de una picadura. B) Los esporozoitos depositados en la dermis migran rapidamente al higado e invaden
los hepatocitos donde se multiplican hasta dar origen a los esquizontes, conformados por una serie de
merozoitos. C) Estos parasitos se liberan a sangre periférica e infectan los eritrocitos, una vez alli el merozoito
se multiplica asexualmente para generar un esquizonte de 8 y 64 nuevos merozoitos aproximadamente. Estos
nuevos merozoitos se liberan nuevamente al torrente sanguineo y los parésitos repiten este ciclo de
propagacion intraeritrocitica cada 48 horas en el caso de P. vivax. D) Algunos merozoitos se diferencian a
gametocito para la reproduccién sexual. P. vivax produce gametocitos desde sus primeros ciclos de
replicacion intraeritrocitica. E) El ciclo esporogénico es donde los gametocitos son ingeridos por el vector, en
la luz del intestino medio del mosquito se da la diferenciacion de ooquineto, ooquiste y esporozoito que
finalmente migrara a las glandulas salivales y a través de la picadura del mosquito podran ser inoculados en
nuevos seres humanos
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2.1.4 Recurrencias en la infeccion por P. vivax

Las recurrencias de malaria por P. vivax, entendido como a la reaparicion de la parasitemia
asexual después del tratamiento [15], se pueden presentar debido a las siguientes causas: 1)
recrudescencia de parasitos sanguineos por resistencia al tratamiento con el esquizonticida
sanguineo, dosificacion inadecuada o pobre absorcion del medicamento, 2) reinfeccion por
una nueva picadura del vector que inocula esporozoitos, 3) recaida debido a la reactivacion
de hipnozoitos hepaticos (s6lo en las infecciones por P. vivax y P. ovale), por deficiente o
limitada eliminacion de los parasitos debido a un metabolismo incompleto de la primaquina
[16,17].

El origen de las recurrencias en zona endémica es dificil de discriminar; pueden presentarse
de manera submicroscopica y asintomatica. Aunque no existe una técnica diagndéstica que
permita hacer distincion entre los acontecimientos anteriormente mencionados, algunos
estudios clinicos de cohortes, suelen ser de gran apoyo para evaluar las recurrencias y ayudan
a caracterizar demogréafica, clinica y parasitolégicamente a los individuos que son
diagnosticados con P. vivax, aportan informacion acerca de la periodicidad con que se
presentan las recurrencias, el origen (recaidas o las reinfecciones) de la infeccion y permiten

determinar la eficacia de los medicamentos empleados.

Las infecciones por P. vivax se caracterizan por presentar recaidas que surgen de estadios
hepéticos persistentes del parasito (hipnozoitos), estas formas parasitarias permanecen
latentes en el higado y pueden reactivarse provocando nuevamente una infeccion sanguinea
y un cuadro clinico [16], poniendo en riesgo la vida del individuo y contribuyendo a mantener
la transmisidn de la malaria [16]. Las recaidas pueden ser de diferentes tipos dependiendo de
las cepas de P. vivax, algunas producen recaidas tempranas (3 semanas), como las que

circulan en nuestro pais y otras, presentan recaidas tardias ( 8-10 meses) [13,27].

La causa determinante de que se presente la recaida es una eliminacién incompleta de los
hipnozoitos en el higado, pero debido a la dificultad para su estudio, se cuenta con poca
informacion que permita comprender de la mejor manera dicha problematica, no obstante se

plantea que posiblemente el metabolismo deficiente de la PQ, medicamento encargado de
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eliminar estas formas parasitarias en el higado esté asociada a la presentacion de las recaidas
[18,19].

2.1.5 Tratamiento de la malaria causada por P. vivax

El tratamiento para la malaria por P. vivax, siempre ha sido un desafio debido que
actualmente no se dispone de un cultivo in vitro de P. vivax por lo que el conocimiento y el
desarrollo de nuevos farmacos es muy limitado, sin embargo actualmente en Colombiay en
gran parte del mundo, donde circulan cepas susceptibles, el esquema de tratamiento para la
malaria no complicada por P. vivax, estd basado en la administracion combinada de
cloroquina (CQ) esquizonticida sanguineo y primaquina (PQ) esquizonticida tisular [20].

Algunas caracteristicas farmacoldgicas y farmacocinéticas de estos antimalaricos son:

Cloroquina: Es una 4 aminoquinolina, durante casi 60 afos, ha sido considerada como
el tratamiento de primera linea para P. vivax debido a su amplia disponibilidad, bajo costo
y larga vida media [25,24]. La cloroquina, inhibe la detoxificacién del grupo hemo y por
ende la formacion de hemozoina, ademas interfiere con la biosintesis de &cidos nucleicos
[6].

Luego de su administracién oral, se absorbe rapida y completamente en el tracto
gastrointestinal y tiene una biodisponibilidad del 89% [23]. Aproximadamente el 55% se
une a las proteinas plasmaticas y se distribuye ampliamente en diferentes tejidos
presentando concentraciones mas altas en el higado, bazo, el corazon, los rifiones y el
cerebro [24,25]. La CQ, es metabolizada en el higado por la enzima CYP2C8 y CYP3A4
para producir el metabolito activo monodesetilcloroguina (DSCQ) y presenta una vida
media plasmatica alrededor de 50 h [26,27]. Se considera que la CQ alcanza una
adecuada absorcion, cuando su nivel en sangre total supera los 1500 ng/ml, 2h después
de administrar la udltima dosis del tratamiento completo [25 mg/kg] [28]; la
concentracion plasmatica es 5-8 veces menor que en sangre, siendo ideal un nivel
superior a 150 ng/ml [29,30].

Es segura en mujeres embarazadas y nifios de todas las edades, sin embargo, puede

producir algunos efectos adversos a dosis terapéuticas como: prurito, cefalea, erupciones
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cutaneas y trastornos gastrointestinales (nauseas, vomito y diarrea) y alteraciones
sanguineas (agranulocitosis, anemia, pancitopenia, neutropenia y trombocitopenia). La
cloroquina tiene efecto antiplasmodial en las formas sanguineas de todas las especies de
Plasmodium, ademas de una accidn sinérgica cuando acomparfia a la primaquina [20].
Actualmente el esquema terapéutico empleado en Colombia para malaria no complicada
por P. vivax en adultos consta de una dosis de 25 mg/kg de peso corporal administrado
en 3 dias (10 mg/kg inicial y 7,5 mg/kg a las 24 y 48 horas) como se indica en la_Tabla 1

12].

Primaquina: La primaquina (PQ) es una 8-aminoquinolina, fue desarrollada en el afio
1940 por las fuerzas armadas estadounidenses y la Food and Drug Administration [FDA],
se aprobd en el afio 952 para el tratamiento de la malaria. Durante 60 afios, este farmaco
ha sido el medicamento utilizado de forma quimioprofilactica en humanos contra los las
formas hepaéticas de todas las especies de Plasmodium, los hipnozoitos de P. vivax y P.
ovale y los gametocitos de P. falciparum [20].

Se conoce muy poco sobre mecanismo de accion en el parésito pero se sugiere que el
blanco bioldgico es la mitocondria del parésito y que actua especificamente interfiriendo
con la funcion antioxidante de la ubiquinona en el transporte de electrones de la cadena
respiratoria, lo que genera un ambiente oxidativo que altera el potencial de membrana,
inhibiendo el intercambio i6nico y produciendo la muerte del parasito [31,32]. Otro
mecanismo de accion propuesto para la primaquina es la produccion de perdxidos,
superdxidos y radicales hidroxilo, mediada por sus metabolitos 5-hidroxiprimaquina y 6-
metoxi-8-aminoquinolina dentro de la célula hospedera, que generan un ambiente
oxidativo perjudicial para el parasito [32].

La PQ se absorbe en el tracto gastrointestinal, alcanza las concentraciones maximas
plasmaticas en 1h a 2h después de la ingestion. Para una dosis de 0,5 mg/kg de PQ, la
concentracion plasmatica maxima en sujetos sanos es de aproximadamente 120 ng/ml
[33], se distribuye en diferentes 6rganos como el higado, pulmones, cerebro, corazon y
musculo esquelético, en concentraciones relativamente bajas [34]. La PQ, es
metabolizada en el higado por enzimas del complejo citocromo P450, entre ellas, la

isoenzima 2D6 y presenta una vida media en el organismo de 4-9 h aproximadamente.
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La administracion de la PQ, puede generar efectos adversos en personas con deficiencia
de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), esta enzima en los glébulos rojos
ayuda a mantener su homeostasis y proteger la hemoglobina frente al estrés oxidativo. La
deficiencia de la enzima G6PD contribuye a que los globulos rojos sean mas susceptible
de sufrir una hemolisis cuando se exponen a farmacos como la PQ que tienen la capacidad
de generar radicales libres de oxigeno [35] y es por esta razon que la PQ esta
contraindicada en mujeres en embarazo, durante la lactancia y en personas con
deficiencia de la enzima G6PD [2,36]. El esquema terapéutico empleado en Colombia
para malaria no complicada por P. vivax en adultos se basa en una dosis total de 3,5 mg/kg

de PQ durante 14 dias como se muestra en la Tabla 1 [2].

Tabla 1. Esquema de tratamiento en Colombia para malaria no complicada por P. vivax

NuUmero de tabletas del medicamento por dia

Edad [peso] ler dia 2do dia 3er dia 4-14 dias
CQ PQ CQ PQ CQ PQ PQ
6-11m (5-9 kg)  1/2 * 1/4 * 1/4 * *
1-3 afios (10- 1 1*Tab  1/2 1/2* € 1/2  1/2*Tab € 1/2* Tab €
14 kg) @®5mg Tab 5mg 5mg 5mg
4-8 afos (15- 1 1Tab @ 1 1Tab @ 1 l1Tab @ l1Tab ®
24 kQ) 5mg 5mg 5mg 5mg
9-11 afios (25- 2 1/2 Tab 2 12Tab€ 2 1/2 Tab 1/2 Tab €
34kg) 15mg 15mg 15mg 15mg
12-14 afios 3 1Tab @ 2 1Tab ® 2 1Tab®  1/2Tab €
(35-49kq) 15mg 15mg 15mg 15mg
> 15 afios 4 1Tab @ 3 1Tab @ 3 1Tab @ 1Tab @
(>50kQ) 15mg 15mg 15mg 15mg

e Cloroquina (CQ): comprimidos de 150 mg; primaquina (PQ) infantil: comprimidos de 5 mg; primaquina
(PQ) adulto: comprimidos de 15 mg.

e Los medicamentos deben administrarse de forma concomitante.

e  Administrar medicamentos preferiblemente después de consumir algdn alimento.

*. No administrar primaquina (PQ) en gestantes ni menores de 6 meses

e En pacientes con un peso mayor a 50 kg, ajustar la dosis.
Esquema de tratamiento segin lo recomendado por el Ministerio de Salud. Tomado y modificado de la
guia de practica clinica de diagnostico y tratamiento de malaria en Colombia, 2020.

La PQ es un farmaco ampliamente disponible y utilizado en todo el mundo para eliminar los

hipnozoitos del higado causado en la malaria por P. vivax. Para lograr su efectividad, el
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tratamiento con PQ se administra durante un periodo de 7 o 14 dias. Sin embrago, se ha
propuesto a la tafenoquina (TQ) como una alternativa de tratamiento por su periodo corto
admiracion (dosis unica), buscando mejorar la adherencia al tratamiento que actualmente se

utiliza para la cura radical de la malaria por P. vivax.

La tafenoquina es un farmaco perteneciente a la familia de las 8-aminoquinoleinas, fue
descubierto en 1.978 por el Instituto Walter Reed Army en respuesta a la necesidad de un
medicamento que pudiera actuar sobre las formas aguda y latente de la infeccién por P. vivax.
Desde el afio 2013, organizaciones internacionales como Medicines for Malaria Venture en
colaboraciéon con GlaxoSmithKline vienen llevando a cabo pruebas clinicas de eficacia,
tolerabilidad y seguridad de la tafenoquina cuando se administra con el tratamiento estandar
de CQ. Los resultados de estas pruebas han permitido que la tafenoquina sea aprobada por
Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos en el afio 2018 y por la Therapeutic
Goods Administration (TGA) en Australia en el afio 2019, a pesar de esto, aun sigue
pendiente la aprobacion de la OMS [37,38].

El mecanismo de accion de la TQ no es muy preciso sin embargo, se sugiere que induce
oxidacion espontanea por ciclos redox, provocando la muerte del parasito. La administracion
de este farmaco es via oral, presenta un gran volumen de distribucion y su metabolismo se
da en el higado a través del citocromo P450 2D6 (CYP2D6) [39]. Actualmente existen
ensayos clinicos que estiman el impacto potencial de la primaquina y la tafenoquina, y se ha
observado que ambos presentan el riesgo de episodios potencialmente graves de hemdlisis
cuando se administran a personas con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD), sin embargo el riesgo es mucho mayor en la administracion de la tafenoquina ya

gue presenta una vida media prolongada, alrededor de 15 dias [40,41].

2.1.6 Eficacia terapéutica en malaria por P. vivax

La eficacia terapéutica de los medicamentos utilizados en la malaria por P. vivax, comprende
la capacidad tanto de la CQ como de la PQ para eliminar los paréasitos en un individuo

infectado [42,43]. Los estudios de eficacia terapéutica evaltan los desenlaces clinicos y
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parasitologicos en individuos de una poblacion después de iniciar el tratamiento
estandarizado y se realiza de forma supervisada en un tiempo definido, durante esta
evaluacion se analiza la reaparicion de parésitos y sintomas en el paciente tratado. En los
ensayos de eficacia terapéutica contra P. vivax, generalmente el seguimiento se realiza
durante 28 dias para evaluar la eficacia del esquizonticida sanguineo, es decir, la CQ [20];
una vez se garantiza la respuesta adecuada al esquizonticida sanguineo, esta vigilancia puede
extenderse de 6 a 12 meses, dependiendo la region geogréfica, siendo lo ideal en Colombia
una extension hasta 180 dias para evaluar la eficacia del esquizonticida tisular (PQ) a traves

de la presentacion o no de las recurrencias.

La respuesta terapéutica en 28 dias al esquizonticida sanguineo [CQ] se puede clasificar de

la siguiente manera:

e Fallatemprana al tratamiento: Ocurre cuando el paciente presenta al menos uno de los

siguientes criterios:

o Signos de peligro o malaria grave en los dias 1, 2 0 3 en presencia de parasitemia.

o Parasitemia al dia 2 superior a la presentada en el dia cero, sin importar la temperatura
axilar registrada.

o Parasitemia en el dia 3 con una temperatura axilar superior a 37.5°C.

o Parasitemia en el dia 3, con un porcentaje > 25% que el recuento registrado en el dia

cero.

e Falla clinica tardia: Cuando el paciente presenta:

o Signos de peligro o malaria grave en presencia de parasitemia entre los dias 4 a 28 de
seguimiento.

o Parasitemia entre los dias 4 y 28 con una temperatura superior a 37,5°C.

e Falla parasitologica tardia: Se establece cuando el paciente presenta:

o Parasitemia entre los dias 7 a 28 con temperatura axilar < a 37,5°C.
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e Respuesta clinica y parasitoldgica adecuada al tratamiento: Cuando el paciente no

presenta parasitemia entre los dias 4 y 28, sin importar la temperatura axilar.

El surgimiento de la falla terapéutica a la cloroquina para tratar este tipo de infeccion, se
registro por primera vez en el afio 1989 en Papua, Nueva Guinea, y a partir de este momento
se iniciaron los estudios para evaluar su eficacia a nivel mundial [44]. Se recomienda que en
este tipo de estudios se incluya la cuantificacion de medicamentos ya sea en sangre o plasma
tanto de la CQ como de su metabolito activo la desetilcloroquina (DSCQ) el dia de la falla
para comprender de una mejor manera la eficacia del medicamento. En el momento se estima
que niveles superiores a 100 ng/ml de CQ en sangre total en presencia de parasitos es
considerado falla terapéutica o resistencia al medicamento [21]. Actualmente se ha reportado
un sinergismo cuando se administra la CQ simultaneamente con la PQ y se plantea una mejor
eficacia terapéutica frente a la eliminacion de parasitos de estadio sanguineo en infecciones
por P. vivax [45]. De hecho, en Indonesia, donde prevalece el infeccion de P. vivax, la
combinacion de CQ con PQ mejor6 drasticamente la eficacia terapéutica contra estadios

sanguineos del parasito [46-48].

Referente a la eficacia terapéutica de la PQ, se evalta en funcion a las recurrencias originadas
por las recaidas, el cual es un acontecimiento que es dificil de discriminar en zona de
transmision de la malaria donde simultaneamente se puede presentar con una reinfeccion

[49], algunas caracteristicas y descripcion de estos dos sucesos son los siguientes:

e Recaida: Reaparicion de la parasitemia asexual en la malaria por P. vivax y P. ovale
derivada de la persistencia de los estadios hepaticos, produciendo una infeccién
sanguinea a partir de los hipnozoitos que maduran para formar esquizontes hepaticos y
tras un intervalo de semanas o meses, los merozoitos son liberados en el torrente

sanguineo [2].

¢ Reinfeccién: Nueva inoculacién de paréasitos a través del vector.

El reto principal para evaluar la eficacia terapéutica a la PQ en zonas endémicas, esta en la

diferenciacion entre recaidas y reinfecciones [50] y es por esto que en los estudios de eficacia
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terapéutica a PQ en Colombia, generalmente se desarrollan en periodo de seguimiento de 180
dias y se emplea el termino de las recurrencias sin tener certeza de su origen (recaidas,

reinfecciones) después de descartar las recrudescencias durante los primeros 28 dias.

Ciertamente, la cuantificacion de los antimalaricos y sus metabolitos activos juega un papel
crucial en la evaluacién de su eficacia terapéutica. Esto se debe a que la cantidad adecuada
de medicamento y sus metabolitos en el cuerpo es fundamental para tratar y prevenir la
malaria de manera efectiva, estas mediciones permiten: a) asegurar la dosificacion adecuada,
b) evaluar la adherencia al tratamiento, c) detectar resistencias, d) evitar su toxicidad y e)
evaluar su farmacocinética: que es esa relacion de dosis/concentracion e involucra aspectos
como absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion del farmaco ademas de permitir
evaluar su farmacodinamia: que es lo que asociado a la concentracion/respuesta o al impacto
que genera en los parasitos. La cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
matriz de diodos (HPLC-DAD), se destaca como uno de los métodos mas ampliamente
empleados para la cuantificacion de medicamentos. Mediante esta técnica, diversos estudios
han informado sobre las

concentraciones promedio de los antimalaricos empleados en Colombia como laPQy CQy
de sus metabolitos activos [51].

Un estudio realizado en el afio 2014 en nueve pacientes del banco de sangre del Hospital Universitario
San Vicente de Paul (Medellin, Colombia), donde se valid6 un método bioanalitico para la
cuantificacion simultanea de primaquina (PQ), cloroquina (CQ) vy desetilcloroquina (DSCQ) en
plasma humano después de administrar una dosis total de CQ de 25 mg/kg, (10 mg/kg el dia 0
y 7,5 mg/kg los dias 1 y 2) y una dosis total de PQ de 3,5 mg/kg (0,5 mg/kg durante 7 dias),
corroboré que pacientes bajo el esquema terapéutico que se maneja en Colombia logran
concentraciones por encima de las dosis efectivas antiplasmodiales como muestraen la Tabla
2, que para la CQ es > 150 ng/ml en plasmay para PQ > 120 ng/ml.

Los hallazgos de este estudio sirven de base para aquellos estudios que se desarrollan en
funcién de evaluar la eficacia terapéutica estos medicamentos y analizar la importancia que
tienen determinar las concentraciones terapéuticas en plasma sanguineo lo cual es esencial

para garantizar un tratamiento eficaz para la malaria por P. vivax [51]

26



Tabla 2. Niveles plasmaticos de PQ, CQ y DSCQ en pacientes con malaria por P.

vivax.
PQ CQ DSCQ
X [ng/ml], (S) X [ng/ml], (S) X [ng/ml], (S)
Dia 2 289,86 260,10 (77,17) 56,30 (17,55)
(140,97)
Dia 6 112,65 (32,53) 73,22 (32,09) 30,83 (22,28)
Dia 28 14,12 (6,37) 7,48 (3,16)

x: Media
S: Desviacion estandar

En cuanto a la evaluacion de la eficacia terapéutica del tratamiento administrado en
infecciones por P. vivax requiere garantizar una respuesta adecuada el esquizonticida
sanguineo, en el caso de Colombia a la CQ. Actualmente existen reportes en otros paises,
como Indonesia con falla terapéutica a monoterapia con CQ del 43% en 28 dias de
seguimiento [52] y en Manaos, la principal ciudad portuaria amazénica del noroeste de
Brasil, se ha documentado falla de 10,1% en 28 dias cuando se administra solo CQ [82,83,
21].

En Colombia la eficacia terapéutica del esquema convencional CQ-PQ, es adecuada y uno
de los estudios que dan cuenta de esto, fue realizado en el pacifico colombiano, en Quibdd,
donde evaltan la CQ cuando se administré de manera concomitante con la PQ, reportando
una falla terapéutica para la CQ del 2,9% en 28 dias de seguimiento. Otro estudio similar
realizado en el afio 2018 y 2019 en esta misma region encontré una eficacia del 100% de la
CQ [56,57] y de igual manera en zonas de Uraba antioquefio entre el afio 2006 y 2013, se ha
reportado 100% de respuesta clinica adecuada [58,59]. Gracias a la eficaz respuesta
terapéutica que ha tenido la CQ cuando se administra junto con la PQ, es considerado el
antimalarico de eleccion y hace parte del esquema terapéutico de primera linea para casos de
P. vivax no complicada en Colombia, a pesar de esto se sugiere una vigilancia activa y
estudios adicionales que verifiquen la sensibilidad de los parasitos a los medicamentos

antipaltdicos en las zonas endémicas [56].
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En la evaluacion de la PQ en funcion de la presentacion o no de las recurrencias bajo el
esquema convencional que se maneja en Colombia de PQ-CQ se realiz6 en dos estudios. Uno
en los municipios de Turbo y El Bagre, entre el afio 2003 y 2004, donde los pacientes con
infeccion Unica por P. vivax que recibieron tratamiento completo y supervisado presentaron
una incidencia de las recurrencias del 17,6% con pacientes presentan nuevamente malaria en
menos de 3 meses, sin embargo teniendo en cuenta la dificultad que se presenta para evaluar
la eficacia de este medicamento en zona endémica para malaria done es dificil determinar el
origen de la recurrencias (recaidas o reinfecciones) en este tipo de estudio concluye en

términos de recurrencia [61].

También se realiz6 un estudio longitudinal entre el afio 2012 — 2013, en el municipio de
Turbo, Colombia en participantes con infeccion por P. vivax no complicada que recibieron
tratamiento supervisado y combinado a base de CQ y PQ. Este estudio evalud la incidencia
de recurrencia durante 180 dias y se genotipificaron los episodios del dia cero y el dia de la
recurrencia para clasificar las recurrencias en recaidas o reinfecciones. Un total de 87
participantes completaron el seguimiento, en ellos la incidencia acumulada a la primera
recurrencia fue del 24,1% [21/87] donde 6/10 participantes presentaron semejanza genética.
[58].

2.1.7 Metabolismo de la Primaquina

La primaquina (8-[4-Amino-1-methylbutylamino]-6-methoxyquinoline) es un pro-farmaco y
requiere ser metabolizado para ejercer su efecto. Su estructura se basa en el
nucleo de quinolina con dos sustituyentes en el nucleo, uno con el grupo metoxi en la
posicion 6 y otro con la cadena lateral amino en la posicion 8, como se observa en la Figura
3. Es esta caracteristica estructural de los grupos 6 y 8, se han relacionado con la actividad
anti-hipnozoitica que permiten que las 8-aminoquinolinas se activen metabdlicamente y

tengan efecto contra los hipnozoitos de P. vivax [52, 53].

La PQ interactua con enzimas del CYP, asi como con monoamino oxidasa A (MAO). Se ha

logrado demostrar que la MAO, juega un papel en el primer paso de la catalisis
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(desaminacion al aldehido) en la ruta hacia la carboxiprimaquina, uno de los principales
metabolitos plasméticos de la PQ, pero que carece actividad contra el parasito [63], y através
de laenzima CYP2D6 donde se obtienen predominantemente los metabolitos fendlicos como
la 5-hidroxiprimaquina y 6-metoxi-8-aminoquinolina, que juegan un papel importante en la

toxicidad hemolitica de la primaquina [64,65].

Estudios previos por Pybus y cols 2.012, demostraron a través de experimentos in vitro que
la proteina CYP2D6 en presencia de un inhibidor como lo es la paroxetina (PXT), disminuye
los efectos de la actividad en el metabolismo de PQ y la generacion de metabolitos fenolicos
(los principales productos del metabolismo de PQ por el CYP2D6), como se muestra en la
Figura 3 [64, 66]. EI metabolismo hepatico de la PQ es mediado por las reacciones de
oxidacion-reduccién y la generacion de grupos funcionales carboxilo (-COOH), también

hacen posible que la PQ sea mas polar, hidrosoluble, y facilmente eliminable [67].
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Figura 3. Metabolismo de la primaquina mediado por CYP2D6 y MAO-A. Vias metabdlicas de
la primaquina. Adaptado y modificado de Marcsisin y cols.2.016

Ademas, se ha realizado un analisis de la farmacocinética de la PQ en relacion con los
genotipos y fenotipos del CYP2D6. Un estudio llevado a cabo por Spring y cols en el afio
2019 logré determinar las concentraciones plasmaticas de la PQ y sus metabolitos en
diferentes fenotipos metabolizadores del CYP2D6. En este estudio, se observo una
concentracion mayor de la PQ (mediana de 194 ng/ml (RIQ: 116-410) en aquellos pacientes
con fenotipos disfuncionales que en aquellos con un funcionamiento normal de la enzima

(mediana de 105 ng/ml (RIQ: 63-266) después de 2 horas de administracion del tratamiento.

Este analisis permitio concluir que las concentraciones altas de PQ en aquellos con fenotipo

disfuncional se debe a un pobre metabolismo del medicamento y por ende a una deficiente
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biotransformacion de la PQ a sus metabolitos activos que permita ejercer adecuadamente su
funcién [68].

2.1.8 Complejo Citocromo (CYP) P450

Las enzimas de la superfamilia Citocromo (CYP) P450 son capaces de catalizar la
biotransformacion oxidativa de la mayoria de los farmacos y otros xenobioticos lipofilicos,
y son de gran relevancia para la farmacologia clinica. Esta superfamilia consta de 144
enzimas distribuidas en diversos tejidos y organos, especialmente en las membranas del
reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos.

Estas enzimas participan en la desintoxicacion de xenobioticos, como los medicamentos, y
en el metabolismo de algunos endobioticos, como los esteroides, los eicosanoides y las
vitaminas liposolubles [69].

Cada enzima estd compuesta por cuatro elementos: a) un grupo proteinico hémico del tipo
de la ferroprotoporfirina IX, en el que el &omo de hierro se encuentra en estado férrico
(Fe3+); b) una cadena polipeptidica codificada por un solo gen, cuyas variaciones originan
las diferencias entre una enzimay otra; c) una enzima flavoproteinica dependiente de NADH;
y d) el citocromo b5, relacionado con el transporte del segundo electrén en el proceso

oxidativo catalizado por este sistema enzimatico [70].

La nomenclatura de las enzimas depende de la familia, la subfamilia y los genes que las
codifican. Las familias se denotan con un nimero arabigo (40% o maés de identidad en la
secuencia de aminodacidos), las subfamilias con una letra mayuscula (55% o mas en la
identidad de la secuencia de aminoacidos), mientras que un ultimo nimero indica la isoforma
dentro de la subfamilia [70].

Las enzimas de este complejo funcionan mediante una serie de reacciones en las que se
transfieren dos electrones y se incorpora un atomo de oxigeno. Esto lleva a la oxidacién del
compuesto, la cual aumenta su polaridad, solubilidad en agua y facilidad de excrecion.
Ademas actlan como precursores de algunos medicamentos (profarmacos) para obtener su

conversion a metabolitos activos y que pueden tener su actividad farmacoldgica [71].
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Varias enzimas del complejo del CYP-450 participan en la biotransformacion de los
medicamentos antimalaricos en el organismo humano [72]. Las enzimas CYP1A2, CYP2C8,
CYP3A4 participan en el metabolismo de la CQ, la amodiaquina (AQ), la mefloquina (MQ)
y el proguanil (PG) y las enzima CYP2D6 y CYP3A4 metabolizan a la primaquina y el

artesunato, respectivamente [73-75].

El citocromo 2D6 (CYP2D6) es una de las principales enzimas hepaticas constituye el 2% al
4% del contenido total de CYP hepético [76] y participa en el metabolismo de

aproximadamente el 20% al 25% de los farmacos de uso comun, incluyendo la PQ [75].

2.1.9 Genotipos de CYP 2D6

La capacidad metabolica de muchas enzimas del complejo CYP-450 varia de un individuo a
otro, dependiendo principalmente de su constitucion genética [77]. La variabilidad en la
actividad enzimética del CYP2D6 en humanos se describio desde la década de 1970 mediante
la observacion de reacciones adversas a medicamentos y la variacion interindividual de
la farmacocinética de antihipertensivos y antiarritmicos [75]. La estructura del gen CYP2D6
esta constituida por ~4,3 Kbps en el brazo largo del cromosoma 22 (22g13.2), esta codificado
por nueve exones y ocho intrones y es altamente polimorfico, actualmente se han identificado
mas de 100 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y se le conoce a una agrupacion de
estos polimorfismos como haplotipo o alelo estrella (*), los cuales tienden a heredarse juntos,
descritos por prima vez en el afio1996 por Daly y cols [80,83]. Genotipicamente un
individuo se caracteriza por gen CYP2D6 presentar dos haplotipos o diplotipo que a su vez
se relaciona con las caracteristicas fenotipicas asociadas a la actividad enzimética [80,81].

Actualmente se conocen 171 alelos estrella del gen CYP2D6, que han relacionado con la
alteracion en el funcionamiento de la proteina y una variabilidad en la respuesta terapéutica
[67]. Estos alelos estan designados en el Consorcio de Variacion de Pharmacogene
(PharmVar), repositorio centralizado que tiene como objetivo principal estipular la
nomenclatura farmacogénica unificada (PGx), ademas de clasificar la variacién alélica de

los genes que afectan el metabolismo, la disposicion y la respuesta de los farmacos facilitando
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la traduccion de genotipo a fenotipo [82]. La informacion obtenida de este repositorio se

describe en la Figura4.

El sistema de nomenclatura agrupa haplotipos y subvariantes (subalelos) en funcién de la
presencia de cambios de aminoécidos. Para muchos alelos estrella, existe un nimero
creciente de subalelos, que comparten una 0 mas variantes principales como se refleja en la
Figura 4. Aunque la informacion sobre los subalelos es valiosa, la interpretacion y distincion
en los resultados no es necesaria para la prediccion del genotipo y fenotipo debido a que
todos los alelos bajo un nimero de estrella son funcionalmente equivalentes, asi que

simplemente se indica el nimero del alelo al que pertenece [82].
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Figura 4. Informacion genotipica del CYP2D6 suministrada en PharmaVar. Descripcion de la
informacién de los haplotipos/alelos del CYP2D6 contenida en el sitio web. Imagen tomada y
adaptada de la pagina principal PharmaVar.

La mayoria de las mutaciones de CYP2D6 estan identificadas como variantes de un solo
nucleotido (por sus siglas en inglés: SNV), que abarcan polimorfismos de un solo nucleétido
(por sus siglas en inglés: SNP) (los SNP son definidos como SNV con una frecuencia > 1 %
en la poblacidn), inserciones y exclusiones de genes completos, multiplicaciones, arreglos en
tandem e hibridaciones [83,84]; al igual que otros genes, los polimorfismos del gen CYP2D6
pueden estar en las regiones codificantes y no codificantes. Los alelos son definidos por una
agrupacion  especifica de polimorfismos en un solo nucledtido (SNP) o

inserciones/deleciones de un pequefio numero de nucleétidos, ademas, de variantes
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estructurales, que constituyen variaciones del nimero de copia (CNV- xN ) tales como la

exclusion de todo el gen CYP2D6 o duplicacion de genes [85] , describe en la Figurab.

Fenotipo ™ — -
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Figura 5. Polimorfismos en el gen CYP2D6. Polimorfismos del gen CYP2D6, incluye 9 exones
(mostrados en recuadros con nimeros romanos) y 8 intrones (representados con una linea delgada), localizado
en el cromosoma 22q13.2. las variantes de un solo nucleotido (SNV) determinantes de un alelo y las
duplicaciones de todo el gen. Ademas esta plasmado un ejemplo los diplotipos que caracterizan el fenotipo
metabolizador: nulos (MP), intermedios (MI), normales (MN) y ultrarrapidos (MU). Adaptado y modificado
de Rios silvino, 2019.

Los alelos estrella CYP2D6 se clasifican en grupos funcionales normal, disminuida o sin
ninguna funcion, el valor de actividad enzimatica esta influenciado por la funcion esperada
de cada alelo [86]. La puntuacion de actividad de CYP2D6 fue desarrollada por Gaedigk y
col. 2008 , quienes implementaron un sistema de puntuacién AS (AS-Score), modelo que da
un valor numérico para proporcionar un enfoque uniforme y asignar un fenotipo del CYP2D6
[87]. Durante varias décadas se han utilizado varios farmacos de prueba, altamente selectivos
para determinar el fenotipo del CYP2D6, que incluye la debrisoquina, dextrometorfano,
metoprolol, esparteina y tramadol, donde se ha comprobado que estos son farmacos
dependientes del metabolismo de esta enzima [88]. Se le asigna a cada alelo CYP2D6 un
valor de actividad enzimatica de 0; 0.25; 0.5 0 1, como se detalla en la Tabla 3 y la suma de

ambos alelos proporciona la puntuacion AS de un genotipo [73,87].
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Tabla 3. Descripcion del valor de la actividad enzimatica (AScore) de las variantes
alélicas del CYP2D6

AScore Estado Funcional Variantes alélicas
*3, *3Xx2, *4, *4x2, *5, *6, *6x2, *7, *8, *11,
0 Sin funcion *12, *31, *36, *36x2, *40.
0,25 Disminuida *10
0,5 Disminuida *9, *14, *17, *29, *41, *49, *50. *54, *55, *59
1,0 Normal *1, *2, *35 *45, *27, *33, *34, *9xN, *17x2,
*29%x2, *41x2
15 Normal *41x3
>2,0 Aumentada *1x2, *2x2, *35%2, *45%x2 *1x3
N/A *22, %23, *24, *25, *26, *28, *30, *32, *37,

*43, *43xN, *52, *58, *60, *61, *63, *64, *65,
*70, *71, *73, *74, *75, *81, *82, *83, *84,
*85, *86, *87, *88, *89, *90, *91, *93, *94,
*05, *96, *97, *98, *102, *103, *104, *105

Informacion obtenida en https://www.pharmgkb.org/page/cyp2d6RefMaterials

Desconocida

A nivel mundial existen reportes que dan a conocer el comportamiento y distribucion de los
polimorfismos del gen CYP2D6, de acuerdo con su distribucidén geogréafica y pertenencia

étnica como se describe en la Tabla 4. La distribucion de los polimorfismos CYP2D6, se

atribuye esencialmente a la diversidad interindividual en la respuesta a los medicamentos
observada en diferentes poblaciones [89]. Alrededor del 20% de los caucasicos son
portadores de un alelo con funcion nula y 13% con funcion disminuida, situacion similar
que pasa con la poblacion latinoamericana donde aproximadamente el 15% presentan un
alelo con funcidn nula y el 10% con funcién disminuida siendo los alelos mé&s frecuentes en
ambas poblaciones el *4y *41 [86] que confieren actividad enzimatica nula y disminuida

respectivamente como se muestra en la Tabla 3 [86].
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Tabla 4. Distribucidn geogréfica de las frecuencias [%] alélicas del CYP2D6

n< <ZE Z_E) O+ O 1 8 QD:
3 | 85 |23|E,|aBes e |2 3B \2f <
2 EZ B3 5% Sz9f $F = EF 5% B
<z 3 & Lz "o B g< "= °
n < L
1 [wi] Normal 7,7 20,0 39 40,7 24,5 45,6 36,4 73,0
*2 Normal 19,8 15,5 28,1 21,7 12,0 32,4 22,6 3,9
*3 Nula 0,1 0,3 1,3 01 0 0,03 0,7 01
*4 Nula 3,3 4.8 18,0 7,8 0,5 7,8 12,0 1,8
*5 Nula 51 53 2,8 2,3 4,8 35 2,9 4,0
*6 Nula 0 0,2 0,9 0,6 0,02 0 0,5 0
*7 Nula 0 0 0,1 0 0 - 0 0
*8 Nula 0 0 0,02 0 0 - 0 0
*9 Disminuida 0 0,4 2,1 0 0,1 1,1 1,5 0
*10 Disminuida 5,5 3,8 2,9 3,5 43,5 14,0 2,6 2,5
*14 Disminuida - 0 0 0,2 0,2 0 0 0
*17 Disminuida 19,2 | 16,8 0,4 1,6 0 0,2 2,3 0,1
*29 Disminuida 12,1 8,7 0,1 0,8 0 0,1 15 0
*36 Nula 0 0,5 0 0 1,2 ND 0,2 0
*41 Disminuida 11,4 3,7 7,7 19,9 2,2 12,0 51 0,7
1xN Normal 11 0,8 0,9 3,1 0,3 0,6 1,5 11,8
*2xN Normal 1,7 1,8 1,2 3,9 0,4 1,1 1,1 0
Informacion tomada del Consorcio pharmavar. Disponible en

https://www.pharmgkb.org/page/cyp2d6RefMaterials. Consultada el marzo 2.023

Existen dos estudios en Colombia que dan cuenta de la presencia y distribucion de algunos
polimorfismos del CYP2D6 en un grupo especifico de individuos como se muestra en la

Tabla5. El estudio de Sarmiento y cols. 2015, se desarrollo en 288 individuos de Bogota del

personal académico-estudiantil de la Pontificia Universidad Javeriana y de la Escuela de

Suboficiales de la Fuerza Aérea Colombiana [90] vy el estudio de Isaza y col. 2000, que se
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llevé a cabo en la poblacion general de la ciudad de Pereira [91]. Las variantes alélicas
identificadas en estos estudios reportaron los alelos *1, *2 y *4 como los méas frecuentes
(Tabla5) ademéas muestra un comportamiento y distribucion de estos alelos semejante a lo

que ocurre en otras poblaciones Latinoamericanas y Caucasicas [92].

Tabla 5. Frecuencias (%) de las variantes alélicas del gen CYP2D6 en Colombia.

Variante Actividad Estudio 1. Estudio 2.
alélica enziméatica Isaza y cols. 2.000 Sarmiento y cols. 2.015
Ref. [91] Ref. [90]
n=121 n=288
*1 Normal 38,8 39,93
*2 Normal 37 20,6
*3 Nula 1,2 0,35
*4 Nula 19,4 17,71
*5 Nula 0,8 1,39
*6 Nula 0 0,69
*7 Nula 0 No evaluado
*8 Nula 0 No evaluado
*10 Disminuida No evaluado 0,52
*17 Disminuida 1,6 No evaluado
*35 Normal No evaluado 3,47
*41 Disminuida No evaluado 4,86
*1- x2N Normal 0,8 5,38
*4-x2N Nula 0,4 0,35

No evaluado: no se determiné en los participantes de este estudio.

2.1.10 Traduccion de genotipo a fenotipo metabolizador del CYP2D6

La constitucion genética de un individuo se compone de un diplotipo o dos haplotipos del
gen CYP2D6, ubicados en cada cromosoma. Por ejemplo, un individuo caracterizado con un
diplotipo CYP2D6*2/*4 esta indicando que un cromosoma presenta un SNV que define el
haplotipo *2 y el segundo cromosoma posee un SNV que define el haplotipo *4. Para la
clasificacion funcional, se plantean cuatro grupos de fenotipos metabolizadores, nulo (MP),
intermedio o disminuido (MI), normal (MN) y ultrarrdpido (UM) [93]. Para facilitar el
proceso de traduccion, un alelo se convierte en una puntuacién de la actividad enzimatica
(AS) y la sumatoria del valor de los dos alelos se traduce luego en un fenotipo. El sistema

AS se publicé por primera vez por Gaedigk y cols en el afio 2008 [87,94] y se adopt6
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ampliamente para facilitar el proceso de traduccion de genotipo a fenotipo ademas se han
desarrollado plantillas que facilitan este proceso. A partir del afio 2019, el Consorcio de
Implementacion de Farmacogenética Clinica (CPIC) y el Grupo de Trabajo de
Farmacogenética Holandés (DPWG), han propuesto un nuevo método para estandarizar la
traduccion del genotipo al fenotipo metabolizador de la CYP2D6, y dar una interpretacion
mas consistente del fenotipo [95]. Recomiendan la siguiente AS para los diferentes grupos
de fenotipo metabolizador: nulo (MP) AS = 0; disminuido (MI) AS = 0 a < 1,25; normal
(MN) AS = 1,25 a < 2,25 y ultrarrapido (MU) AS > 2.25 como se refleja en la Figura 6. No
existe un grupo de fenotipos de metabolizadores rapidos debido a la falta de evidencia que
respalde esta categoria de metabolizadores. Dentro de los cambios establecidos, se acordd
disminuir el valor de actividad enzimatica para el alelo CYP2D6*10, pasando del AS de 0,5
a 0,25y se contintia estudiando el AS para otros alelos (CYP2D6*41) con funcion disminuida
[95,96].

Grupos de M
fenotipo Funcion
CYP2D6 disminuida

AScore

-ﬁca para el fenotipo metabolizador

Figura 6. Consolidacion CPIC y DPWG para la traduccion de genotipo a fenotipo. Traduccion
de genotipo a fenotipo CYP2D6. Grupos de fenotipo metabolizador nulo (MP), intermedio (MI),
normal (MN) y ultrarrapido (MU). Adaptado y modificado de Caudle y cols en el afio 2020.

2.1.11 Fenotipo metabolizador CYP2D6 y recurrencia de P. vivax

La asociacion entre el fenotipo metabolizador del CYP2D6 vy las recurrencias por P. vivax,
se ha estudiado en Brasil, Indonesia, Papa Nueva Guinea, Timor Oriental y Estados Unidos,
a pesar de que son pocos los estudios, los resultados obtenidos en la mayoria de estos, han

logrado demostrar que de las variantes alélicas que anulan o disminuyen el funcionamiento
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enzimatico y que alteran el metabolismo de la PQ, se encuentran asociadas a las recurrencias
por P. vivax. El primer estudio que soporta esta hipétesis fue publicado por Bennet y cols.
2013, en Washington, quieres demostraron una relacion entre el estado del metabolizador
nulo y disminuido del CYP2D6 con las recaidas de P. vivax entre el dia 72 y 384, en pacientes
que se sometieron a la infeccion de manera programada y voluntaria, recibieron tratamiento
completo con PQ y no regresaron a zona endémica [77]. Posterior a este primer estudio, se
han publicado otros que soportan esta hipotesis como se muestra en la Tabla 6, la cual resume

los estudios que se han desarrollado hasta el momento y corroboran dicha asociacion.

Ademas, se relaciona el estudio realizado por Nanhua Chen y cols. 2019, llevado a cabo en
Papua Nueva Guinea y Timor Oriental. Este estudio se centrd en la caracterizaron genotipica
y fenotipica gen CYP2D6 en el personal militar de la Fuerza de Defensa Australiana que
habia experimentado infecciones de malaria por P. vivax. En contraste con otros estudio, los
resultados de este andlisis indicaron que los fenotipos nulos y disminuidos relacionados con
la disfuncion de la enzima CYP2D6 no parecian ser el factor principal en la baja eficacia de
la PQ y, por tanto, de la recurrencia de la infeccion por P. vivax. Sin embargo, es importante
destacar que en esta poblacion de estudio, el tratamiento no se administré de manera

supervisada [100].

A la luz de estos hallazgos, los resultados mas coherentes de las investigaciones anteriores
sugieren que los polimorfismos del CYP2D6 *4, *5, *10 y *41, que Se asocian con actividad
enzimatica nula y disminuida, son los mas frecuentes en la poblacion que experimenta
recurrencias de malaria por P. vivax [73,77,97-99]. No obstante, se requieren investigaciones
adicionales que incluyan la medicion de las concentraciones plasmaticas de los
medicamentos, lo cual complementaria y respaldaria la informacion obtenida a través de la

evaluacion de los fenotipos metabolizadores.
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Tabla 6. Estudios sobre la asociacion de las variantes alélicas de CYP2D6 con el riesgo

de recurrencias de malaria por P. vivax

SEGUIM ESQUEMA TAMANO ALELOS
LUGAR IENTO DE DE LA CYP2D6 RIESGO DE RECURRENCIA REF.
TRATAMIE | MUESTRA | ASOCIAD EN FENOTIPOS CON AScore
NTO PARA OS A <1
PQ RECURRE
NCIAS
Cuiaba, 6 meses 0,5 46 [28 con | *4,*17Y | OR:12,4[1C95%: 2,80-88,57; Rios
Brasil mg/kg/dia recaida *10 P=0,003] Silvino
durante 7 Unicay 18 *Recaida; gota gruesa positiva | Y €oIs.
dias con recaida para P. vivax en individuos que 2016
multiple] no volvieron a zona endémica.
*Toma de muestra seguimiento:
dia del evento
Washingt | 20 meses 0,5 33 [2con *4,*5,*6 | *Recaida: PCR positiva para P. | Bennett
on, DC, mg/kg/dia recaida Y *41 vivax en individuos que no y cols.
Estados durante 14 | mdltiple y volvieron a zona endémica. 2013
Unidos dias 31 sin *Toma de muestra seguimiento:
recaida] dia del evento
Sragen, 12 meses 0,5 57 [21 con | *4,*5, *10 OR: 9,4 [IC del 95%, 2,1- Baird J.
Java mg/kg/dia recaida 'y Y *41 57,0; P =0,001] Kevin
Central, por 14 dias 36 sin *Recaida: una gota gruesa y cols.
Indonesia recaida] positiva para P. vivax en 018
individuos que no volvieron a
zona endémica
*Toma de muestra seguimiento:
semanal
Manaus, 6 meses 0,5 190 [44 *4,*5,*9, | RR=1,89, IC 95% 1,01-3,70; p | Larissa
Amazona mg/kg/dia con *10, *17, =0,049] w.
s Brasil durante 7 recurrencia | *29, *41. *Recurrencia: uno 0 mas Brasil.
dias y 146 sin episodios de P. vivax después 2018
recurrencia del episodio inicial.
] *Toma de muestra seguimiento:
mensual
Rio 6 meses 0,5 261 [124 *4, *5, RR: 1,94; 1C95 %, 1,02- 3,75; Rios
Pardo. mg/kg/dia con *10, *17, p= 0.0448] Silvino
Figueired por 14 dias | recurrencia | *29y *41. *Recurrencia: gota gruesa y cols.
0 y 137 sin positiva para P. vivax reportada 2020
Amazona recurrencia en SIVEP-Malaria.
s, Brasil ]
Papua 17 meses 0,5 157 [109 Alelos con No se encontrd diferencias de | Nanhua
Nueva mg/kg/dia | con recaida funcién los fenotipos nulos y Cheny
Guineay por 14 dias y 48 sin nula/dismi disminuidos entre los que cols.20
Timor recaida] nuida: *9, recayeron y no recayeron 19
Oriental *10, *41, p =0,165
*59, *3,
*4,*5, *6,
*7, *20

e OR: Odds ratio

RR: Riesgo relativo

e NA: No aplica
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2.2 Planteamiento del problema

La malaria sigue siendo una de las principales problematicas de salud publica en el mundo,
responsable de la muerte de miles de personas [1]. P. vivax es el parasito predominante en la
region de las Américas, representando el 75% de los casos de malaria y en Colombia su

frecuencia es alrededor del 50% [101].

La especie P. vivax presenta caracteristicas biolégicas propias que explican en gran medida
la dificultad para su control y la implementacion de estrategias para su eliminacion. Una de
estas caracteristicas importantes es su capacidad de permanecer en latencia en el hospedero
humano durante semanas 0 meses, en su forma parasitaria de hipnozoitos, que es responsable
de desencadenar el fenémeno de las recaidas [16]. Por lo tanto, la cura radical de la malaria
por P. vivax, y la eliminacion de los hipnozoitos hepaticos, requiere la administracion de la
8-aminoquinolina primaquina (PQ), el farmaco hipnozoitocida ampliamente disponible
[102].

En Colombia el Ministerio de Salud y Proteccion Social recomienda el esquema de
tratamiento en infecciones por P. vivax basada en la combinacion de cloroquina; dosis total
de 25 mg/kg de peso corporal administrada durante tres dias y PQ; dosis total de 3.5 mg/kg
administrada durante 14 dias [2]. En general la eficacia de la CQ en Colombia es alta con
respuesta clinica adecuada del 100% cuando se administra de manera concomitante con la
PQ, demostrado en casi la totalidad de estudios previos de eficacia terapéutica [56-59], por
ende sigue siendo el esquizonticida sanguineo empleado. Con relacion a la eficacia de la PQ
en Colombia, se ha reportado una frecuencia del 24,1% de al menos una recurrencia en seis
meses, después de administrar el esquema estandar supervisado de CQ-PQ, esta primera
recurrencia en su mayoria ocurre entre los dias 51 y 110 y se estima que alrededor del 65%

de las recurrencias corresponden a recaidas [58].

Es importante destacar que estudios recientes han encontrado que el CYP2D6 juega un papel
importante en el metabolismo de la primaquina. Se conoce que la PQ interactda con el
CYP2D6, asi como con la monoamino oxidasa A, no obstante, el mecanismo de accién mas
probable para PQ es en el que se da la formacidn de especies reactivas de oxigeno a traves
del ciclo redox de metabolitos hidroxilados y la toxicidad posterior para el parasito.
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Recientemente se demostro que estos metabolitos hidroxilados de PQ, los cuales ain no se
han caracterizado completamente, se generan predominantemente a traves del metabolismo
por la enzima CYP2D6 [62].

La enzima CYP2D6 es una enzima importante involucrada en el metabolismo del 25% de
los productos farmacéuticos de uso comun, incluida la PQ y tafenoquina [39,75], a pesar de
esto se conoce que el gen CYP2D6 es altamente polimérfico y exhibe una amplia gama de
actividades. Segun su actividad metabolizadora, el fenotipo CYP2D6 se clasifica en
metabolizadores nulos, disminuidos, normales y ultrarrapidos (MP, MI, MN y MU,
respectivamente] [95]. El fenotipo de CYP2D6 afectan la eficacia y toxicidad de varios
farmacos [62].

Existen diferentes estudios que han evaluado la farmacocinética de la PQ en los diferentes
fenotipos metabolizadores del CYP2D6, entre ellos Bennett y cols. 2013, donde se explord

la dindmica tanto de la PQ como la carboxiprimaquina en individuos con infeccion por P.
vivax y se determin6 que aquellos que recayeron presentaban un fenotipo de metabolizador
deficiente/intermedio y tenian una mayor concentracion de la PQ que de su metabolito, con
vida media més largas de la molécula original [t 1/2], valores de aclaramiento aparente méas
bajos [CL/F] y valores de biodisponibilidad relativa mas altos que los individuos que no
recayeron [103].

De manera complementaria esta el estudio de Potter y cols. 2015, el cual evalto el
metabolismo de PQ relacionado con la funcionalidad del CYP2D (andlogo a CYP2D6) en un
modelo murino con tipo “wild type” y funcionalidad del CYP2D normal presentaron niveles
de metabolitos fendlicos de PQ altos mientras que en los ratones “knock-out” o no
metabolizadores CYP2D, los niveles del metabolitos fendlicos fueron muchisimo mas bajos
[104].
Ademas, existen otros estudios en Brasil, uno de los paises de Latinoamérica que sobresalen
en investigaciones sobre el CYP2D6 donde han logrado explorar la relacion entre fenotipos
de CYP2D6 vy la recurrencia de P. vivax [77,97-99,105]. Alli las recurrencias de malaria
por P. vivax después del tratamiento con CQ/PQ representan aproximadamente el 18 % del
total de los casos y se ha encontrado que las personas con niveles reducidos de actividad de
CYP2D6 (AS < 1) tienen mayor riesgo de recurrencia [riesgo relativo: 1.94; IC del 95 %,
1.02-3.75] que aquellos con fenotipo NM (AS >1) [106].
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En Colombia son pocos los estudios que existen donde caractericen fenotipicamente el
CYP2D6 en la poblacion, sin embargo, se han reportado frecuencias para fenotipo nulo y
disminuido que van desde 6.6% a 34.37% [90,91], ninguno de los estudios realizados en
zonas endémicas para malaria. Por otro lado, la asociacion entre fenotipo metabolizador y
recurrencia de malaria por P. vivax no ha sido explorado en Colombia.

El presente estudio tiene como objetivo describir por primera vez en Colombia, la frecuencia
de los polimorfismos CYP2D6 en una zona endémica para malaria, ademas de explorar la
relacion entre estos polimorfismos con la recurrencia de infeccion por P. vivax y los niveles
plasmaticos del medicamento. Para estos se usard la informacion y muestras recogidas
previamente en un estudio realizado por el Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia en
el 2012-2013 en el municipio de Turbo, Antioquia, Colombia.

2.3 Hipdtesis

Los individuos infectados con Plasmodium vivax con fenotipo metabolizador nulo y
disminuido de la enzima CYP2D6 que fueron tratados con el esquema terapéutico de
Colombia de CQ-PQ, tienen mayor riesgo de recurrencias de malaria por P. vivax dentro de

los siguientes seis meses posteriores al tratamiento.

3  Objetivos
3.1 General

Determinar la frecuencia de polimorfismos del CYP2D6 y su asociacion con la
recurrencia de Plasmodium vivax en pacientes con tratamiento supervisado con

primaquina de Turbo, Colombia

3.2 Especificos

1. Describir la frecuencia de genotipos y fenotipos de la enzima CYP2D6 en pacientes
con P. vivax de Turbo, Colombia.

43



2. Explorar la asociacién entre el fenotipo CYP2D6 y la recurrencia de la infeccion por

P. vivax durante seis meses pos tratamiento.

3. Explorar la asociacion entre el fenotipo CYP2D6 y los niveles plasmaticos de

primaquina en los dias 2 y 13 postratamiento en los pacientes con P. vivax.

4 Metodologia:

4.1 Disefio del estudio:

Este es un estudio observacional que describe la frecuencia de genotipos de CYP2D6 y
explora la asociacién con la recurrencia de la infeccion por P. vivax. Se utilizaron muestras
de sangre e informacion recogida de un estudio previo con 87 participantes con infeccion por
P. vivax del periodo 2012 — 2013, en Turbo, Colombia. En este estudio se determind una
incidencia de 24.1% de recurrencias de P. vivax en un periodo de seguimiento de seis meses,
posterior al inicio del tratamiento y se exploraron los factores de riesgo asociados a estas

recurrencias.

Alli, los pacientes recibieron el esquema empleado actualmente en Colombia de CQ (dosis
total de 25 mg/kg durante 3 dias (10 mg/kg inicial y 7.5 mg/kg a las 24 y 48 horas) y de PQ
(dosis total de 3,5 mg/kg durante 14 dia) de manera completa y supervisada.

Se definié como recurrencia, los casos que presentaron gota gruesa positiva para P. vivax
entre los dias 29 y 180 con o sin sintomas. Las muestras del dia cero y del dia de la recurrencia
se genotipificaron en siete loci de microsatélites (Ms) neutros del parasito y se pudo
establecer que al menos 6 de cada 10 recurrencias son originadas por recaidas, sin embargo,
en este estudio nos referimos al término de recurrencia ya que los participantes,

permanecieron en la zona endémica para malaria [58].

Previamente, en 31 de los participantes se logré6 medir por cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de matriz de diodos (HPLC-DAD), los niveles plasmaticos de PQ,
CQ y DSCQ en los dias 2 y 13 de seguimiento de acuerdo con el protocolo validado y
estandarizado por en el grupo Malaria de la Universidad de Antioquia [51].
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En el estudio actual se llevé a cabo la genotipificacion de ocho SNPs y una delecion
polimorfismos del gen CYP2D6, el ensayo de numero de copias del gen y la prediccion del
fenotipo metabolizador, ademas se exploro su asociacion con las recurrencias de la infeccion
por P. vivax y con los niveles plasmaticos de primaquina en los dias 2 y 13 después del inicio

del tratamiento.

El estudio previo fue aprobado en afio 2012 por el comité de ética de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia, Colombia. Todos los participantes dieron su consentimiento
informado por escrito, donde aprobaban el uso de las muestras e informacion por un periodo
de 10 afios [58].

El actual estudio fue aprobado el 04 de febrero de 2021, por el comité de ética del Instituto
de Investigaciones Médicas de la Universidad de Antioquia, Colombia. Acta de aprobacién
No. 001.

4.2  Lugar del estudio:

Los participantes que se incluyeron en este estudio fueron captados en el municipio de Turbo,
departamento de Antioquia Figura7. Turbo tiene un area de 3055 km?, ubicado a una altura
de dos metros sobre el nivel del mar, comprende aproximadamente 135967 habitantes de los
cuales el 61% vive en zona rural [107]. Su economia radica en el cultivo de platano, banano,
pesca y mineria [107]. Entre las enfermedades de interés en salud publica que se presentan
en Turbo, la malaria es un problema que persiste, a pesar de la dréstica reduccion en los
ultimos 10 afos, con cifras de incidencia de 945 casos en el afio 2012 y 99 en el afio 2022,

donde P. vivax es actualmente la especie que causa alrededor del 80% de los casos [5].
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Figura 7. Municipio de Turbo, Antioquia

4.3 Criterios de elegibilidad

Los criterios de elegibilidad para los pacientes ingresados en el estudio previo fueron: la
presencia de monoinfeccién con la especie de P. vivax, parasitemia asexual >250
parasitos/ul, edad superior a cuatro afios, ausencia de signos de peligro o signos de malaria
grave segun los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, prueba de embarazo
negativa en las mujeres y no estar amamantando; ademas se indagd sobre la ingesta de
antimalaricos en las cuatro semanas previas a su ingreso, que residieran en el area de estudio
y que tuvieran la capacidad y voluntad de cumplir con el protocolo durante el desarrollo del

estudio.
Para el objetivo del presente estudio los criterios de elegibilidad de los participantes fueron:

e Ser participante del estudio previo de recurrencias por P. vivax realizado en Turbo entre
el afio 2012 y 2013.
e Haber recibido tratamiento completo y supervisado con CQ (25 mg/kg durante 3 dias) y

PQ (0,25 mg/kg/dia durante 14 dias), administrados de forma concomitante.
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e Tener seguimiento completo hasta el dia 180, post inicio de tratamiento.

e Tener copia fisica del consentimiento informado firmado y archivado en el Grupo
Malaria.

e Tener disponible y en buen estado las muestras recogidas y almacenadas en papel filtro
Whatman # 3

e Tener disponible en la base de datos informacion de las concentraciones de CQ, PQ,

DSCQ (aplica solo para el objetivo 3).

4.4  Disefio muestral

Este estudio incluyé una muestra no probabilistica por conveniencia, abarcando a todos los
participantes del estudio previo que cumplieron con los criterios de elegibilidad antes

descritos.

Para el objetivo 1y 2, se cont6 con la participacion de un grupo de 87 individuos que habian

sido previamente diagnosticados con infeccion por P. vivax. De estos participantes, 66 no
experimentaron recurrencias de la enfermedad, mientras que 21 si presentaron al menos una
recurrencia durante un periodo de seguimiento de 6 meses. Dentro del grupo de individuos
que experimentaron recurrencias, 18 tuvieron una recurrencia, 7 experimentaron dos
recurrencias, y uno sufrid tres recurrencias. Se definié como recurrencia el hecho de que se
detectara la presencia de Plasmodium vivax en una gota gruesa positiva entre los dias 29 y

180 después del inicio del tratamiento, ya sea con o sin la presencia de sintomas clinicos.

Para el objetivo 3, se contd con 31 participantes (18 sin caso recurrente y 13 con casos

recurrentes) que contaban con la cuantificacion de los niveles plasmaticos de CQ, DSCQ y

PQ en los dias 2 y 13 posterior a la administracion del medicamento.

Lo anterior se reflejaen la Figura 8, donde se muestran los participantes incluidos y excluidos

de este estudio.
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Figura 8. Flujograma de los participantes incluidos y excluidos en el estudio de genotipificacion
4.5 Procedimientos de laboratorio

45.1 Extracciény cuantificaciéon de ADN

Las muestras de sangre en papel filtro Whatman #3 fueron almacenadas en el laboratorio de
investigacion del Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia por 7 afios a -20°C. Cada
muestra estaba identificada con un cédigo, iniciales del nombre completo del paciente, fecha

de la toma de muestra.

La extraccion del ADN se realizd en el laboratorio del Grupo Malaria de la Universidad de
Antioquia a partir de las muestras de sangre total de los 87 participantes, empleando un kit
comercial (QIAmp DNA Mini Kit - QIAGEN) segun las especificaciones del fabricante. De
cada muestra de sangre en papel filtro se utilizaron de 1 a 3 circulos de 10 mm?, dependiendo
de la concentracion de ADN por circulo extraido en cada participante. Una vez realizada la
extraccion de ADN, se cuantifico a través del marcaje con fluordforos intercalados
especificamente entre las moléculas de ADN, empleando el espectrofotometro Qubit 3.0 Life
Tecnologies (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific), posterior a esto las muestras fueron
concentradas en el Concentrator plus/Vacufuge plus a 45°C y reconstituidas para obtener una
concentracion final de ADN mayor a 10 ng/pul, tal como se estandarizo en un estudio previo
[108].

4.5.2 Genotipificacion de los polimorfismos del gen CYP2D6.
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Los ensayos de genotipificacion tienen como proposito identificar diferentes mutaciones
previamente descritas. En el metabolismo de los farmacos, el uso de sondas TagMan® en la
PCR tiempo real, es el método més utilizados por diferentes estudios [73,106,108] para la
genotipificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), inserciones y deleciones
(indels) y polimorfismos multinucleétidos (MNP) en los genes relacionados [109]. En este
estudio, la genotipificacion de los SNPs se realizo siguiendo el protocolo TagMan™ Drug
Metabolism Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific) [109] a traves de la PCR en tiempo
real, en los laboratorios de investigacion del Instituto Fiocruz - René Rachou, Belo Horizonte,
Brasil, siguiendo la metodologia estandarizada por el Grupo de Investigacion de Biologia

Molecular e Inmunologia de la Malaria [108,110].

La estructura, funcionalidad enzimatica y la variacion alélica/haplotipos (*) del CYP2D6 se
encuentra recopilada en la plataforma Pharmacogene Variation (PharmVar) [82]; que se
encarga de organizar y clasificar la variacion alélica de los genes que afectan el metabolismo
y la respuesta de los farmacos, ademés proporciona una nomenclatura internacional donde se
han definido méas de 100 variantes alélicas del gen CYP2D6 que incluyen polimorfismos de
un solo nucleotido (SNPs), asi como pequefias inserciones y deleciones [82]. En el presente
estudio se seleccionaron ocho SNPs y una delecidn que confieren actividad nula y disminuida
a la enzima CYP2D6, y otros de reportes en poblaciones latinoamericanas y su asociacion

con las recurrencias Tabla?.

Tabla 7. Variantes alélicas del gen CYP2D6, genotipificada en participantes con

infeccion por P. vivax.

Polimorfismos  Referencia Alelos Frecuencia de Estado funcional
relacionados alelos en CYP2D6
Latinoamérica
G-1584C rs1080985 *2,*35 19,52% Normal y
disminuida
C100T rs1065852 *4,*10 1,44% Nula y disminuida
C1022T rs28371706 *17 1,42% Disminuida
G1847A rs3892097 *4 12,57% Nula
G2851T rs16947 *2,*4, *17, 2,72% Normal y
*29, *34, *35 disminuida
y *41
G2989A rs28371725 *41 5,13% Disminuida
G3184A rs59421388 *29 0,57% Disminuida
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G4181C rs1135840  *2, *4, *10, - Normal, nula 'y

*17,*29, *35 disminuida.
y *41
2615 2617delA  rs5030656 = *9 (delecidn) - Disminuida

AG

La genotipificacion se realiz6 mediante PCR en tiempo real (qPCR) empleando el kit
“TagMan SNP Genotyping Assay” (Thermo Fisher Scientific), disefiado con dos primers
para identificar el polimorfismo de interés y dos sondas TagMan MGB para la deteccion de
alelos, ademas se us6 TaqPath™ ProAmp Master Mix, sugerido en los protocolos de nimero
de copias y genotipificacion de alto rendimiento que requieren confiabilidad y precision en
sus resultados [109]. Las reacciones se corrieron en el equipo de PCR en tiempo real ViiA7

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific), en platos de 384 pozos.

La PCR para la genotipificacion del CYP2D6, se llevo a cabo en un volumen total de 5 L y
en presencia de 2,5 uL de TagPath ®Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher
Scientific), 0,25 pL de TagMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific), 1,5 pL
agua libre de nucleasas y 1,0 uL. DNA [=10 ng/uL]. En todos los ensayos se incluy6 un
control negativo [todos los reactivos excepto la muestra de ADN] y como control positivo,
muestras del personal del laboratorio de investigacién Fiocruz - René Rachou con resultado
conocido ya sea con muestras heterocigotos y homocigotos para los SNPs. Las condiciones
de la PCR en tiempo real fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min, 50 ciclos
de 15 segundos a 92 °C y 90 segundos a 60 °C. Los resultados se analizaron en el software
QuantStudio Real Time PCR (Thermo Fisher Scientific).

4.5.3 Ensayo numero de copias

La determinacion del numero de copias se realizé siguiendo el protocolo TagMan™ Copy
Number Assays (Thermo Fisher Scientific) [111-113], usando PCR en tiempo real (JPCR) y
empleando el kit TagMan Hs00010001_cn (Thermo Fisher Scientific) para detectar tanto la
delecion como la duplicacion del gen CYP2D6. Los andlisis se llevaron a cabo en los

laboratorios de investigacion del Instituto Fiocruz - René Rachou, Belo Horizonte, Brasil. El
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ensayo de numero de copias consta de una sonda TagMan MGB y dos primers, y es el método

estandar de oro para evaluar el namero de copias de ADN gendmico [108].

Para establecer el numero de copias del gen CYP2D6 se realizd una comparacion de la
amplificacion del gen de referencia (RNAse P) con la amplificacion del gen CYP2D6 de cada
participante. EI gen RNAse P, es uno de los controles endégenos mas utilizados en la

literatura, con un gen de copia Unica, utilizado como normalizador.

Las reacciones de amplificacion del gen CYP2D6 para determinar la
exclusion/amplificacion, se realizaron por triplicado en platos de 384 pozos con un volumen
total por pozo de 10 pL. Cada ensayo contenia 5 uL. de TagPath® Universal PCR Master
Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 0,5 uL del reactivo Hs00010001_cn (Thermo Fisher
Scientific) compuesto de una sonda TagMan MGB y dos primers, 0,5 uL del reactivo con el
gen de referencia RNasa P humana (Thermo Fisher Scientific) que comprende una sonda y
dos primers, 3,0 uL de agua libre de nucleasas y 1 uL del ADN (=10 ng/uL). Se utilizaron

controles positivos para dos y tres copias del gen CYP2D6 en todos los experimentos.

Los pardmetros para cada ciclo del PCR tiempo real fueron: 95°C durante 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos. Las

reacciones se corrieron en el equipo ViiA7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).

El ensayo de nimero de copias se corre simultdneamente con el ensayo de referencia (RNasa

P humana) mediante una PCR duplex en tiempo real [113].

La prediccion del nimero de copias se realiz6 a traves del software CopyCaller® v.2,0, el
cual permite realizar una cuantificacion relativa (RQ), mediante la comparacion entre el Ct
(ACT) entre las secuencias diana y el gen de referencia, ademas permite calcular intervalos
de confianza y la métrica de Z-score absolutos (Una estimacion de cuanto se desvia el valor
ACtde una muestra con respecto el valor medio de AC asignado para la categoria de nimero
de copias). Solo fueron consideradas como positivas las muestras con resultados del nimero

de copias con valores de confianza superiores al 95% y z-score absolutos < 1.75.

4.6 Prediccion de los alelos/haplotipos y clasificacion de los fenotipos de CYP2D6
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Una vez realizado la genotipificacion de los polimorfismos seleccionados del gen CYP2D6,
esta informacion se usé para establecer los alelos/haplotipos mediante el programa de libre
acceso PHASE (version 2,1,1), un software disefiado por Laboratorio Matthew Stephens, del
departamento de genética humana y de estadistica de la Universidad de Chicago [114], que

emplea un método estadistico bayesiano para reconstruir haplotipos [114].

El paso de genotipo a fenotipo, se realiza mediante el Activity Score System (AS), o el sistema
de puntuacion de actividad, por medio del cual se le asigna un valor a cada alelo, segun lo
establecido por estudio previos [87,115] y lo recomendado por Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) para la determinacién de los diplotipos. En la Tabla 8,
se muestra el sistema de puntuacion que aplica para los alelos este estudio.

Tabla 8. Valores de AS (Activity Score System) atribuidos a los alelos del CYP2D6
evaluados en este estudio

Sistema de puntuacion de la actividad enzimética (Activity Score System)

Valor de la actividad Variantes alélicas Estado Funcional
enzimatica
0 *4 *4xN Nula
0,25 *10 Disminuida
0,5 *9, *17, *29, *41. Disminuida
1 *1,*2, *34, *35 Normal
2 *1xN, *2xN, *35xN Aumentada

A partir del valor de la actividad enzimatica en cada alelo, se determind el fenotipo
metabolizador de la enzima CYP2D6 de cada participante, siguiendo lo descrito por de
Gaedigk y cols 2008, para esto se calcul6 la sumatoria del valor de los dos alelos identificados
en cada participante, permitiendo la clasificacion fenotipica en cuatro grupos de
metabolizadores como se indica en la_Figura9: 1) metabolizador nulo (gMP) para los
individuos con dos alelos no funcionales (valor 0), 2) metabolizador disminuido (gMI e
gMN-S) en aquellos que presentaron un alelo con funcion disminuida y el otro alelo con
funcién nula (valor 0,25- 1,0), 3) metabolizador normal (JMN-F) que se puede presentar en
los que poseen los dos alelos con funcion normal o en portadores de dos alelos con funcion

disminuida o que presenten un alelo con funcién normal y un alelo sin funcién o en
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individuos con un alelo con funcion normal y un alelo con funcién disminuida (valores entre
1,25y 2,25) y 4) metabolizador aumentado (gMU), en quienes porten la duplicacion de los
alelos funcionales (valor >2). Para los analisis de asociacién con las recurrencias, los
fenotipos metabolizadores se organizaron en dos grupos segun reportes previos [97,103,106]
disfuncionales (nulo/disminuido) con AS 0 < 1 y otro con fenotipos metabolizadores

normales (normal y aumentado) > 1,25.

Grupos de \
fenotipo gll\:_l‘ffcli‘ill\l/l-s
Gx12D6 disminuida

AScore ,5 0,75

la actividad enzimitica para el fenotipo

Figura 9. Fenotipos metabolizadores del CYP2D6 y su actividad enzimatica [AS] El valor de la
actividad enzimatica (AScore) es la sumatoria de cada alelo (alelo 1 y alelo 2) para dar las puntuaciones de
actividad del fenotipo. Los fenotipos con AS<1,25 (rojo y amarillo) se consideran metabolizadores nulo (0) y
disminuido (0,25-1,0) y los fenotipos con AS>1,25 (verde y azul) se consideran metabolizadores normal (1,25-
>2,0). En marrdn y verde estan los dos grupos funciones que se utilizan para los analisis de asociacién. Adaptado
y modificado de Caudle y cols 2020.

4.7 Cuantificacion plasmatica de los antimalaricos: PQ, CQ y DSCQ.

Para este analisis se incluyeron 31 participantes con concentraciones plasmaticas de PQ, CQ
y DSCQ, medidas en los dias 2, 13 y 28 de seguimiento. Las muestras fueron tomadas
aproximadamente una hora despues de administrado el tratamiento de CQ, (dosis total de 25
mg/kg de peso corporal administrada durante tres dias) mas PQ (dosis total de 3,5 mg/kg
administrado durante 14 dias). Estas concentraciones plasmaticas fueron obtenidas en del
estudio previo (ya citado antes) mediante el método de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) con detector de matriz de diodos (DAD). El método fue estandarizado

en el Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia [58], para este ensayo se emplea un
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equipo Agilent Technologies Serie 1200 compuesto por un desgasificador G1322A, una
bomba cuaternaria G1311A, un inyector automatico G1329A y un detector de matriz de
diodos (DAD) G1315D. La separacion de los analitos se logré6 con una columna
cromatografica BDS Hypersil C18 de 5 um, 250 mm x 4.6 mm (Supelco, Bellefonte, EE.
UU.) y una Eclipse XDB-C18 de 5 um, 12,5 mm. Se empled una fase mdvil compuesta por
metanol y un tampdn de acido ortofosforico (0,57%), hidroxido de sodio (0,087 M) y
trietilamina (0,13 mM). La extraccion de los analitos se realizo a través de la extraccion
liquido-liquido, siguiendo un proceso modificado descrito por Dua y cols. [116]. En el
presente estudio, se revisaron y organizaron los resultados obtenidos con el fin de describir

los niveles plasmaticos de la PQ en los diferentes fenotipos metabolizadores del CYP2D6.

4.8 Lectura microscopica de la gota gruesa en los dias 0, 1,2y 3

En este estudio se realizd una relectura microscopica de las gotas gruesas de los 87
participantes, tomadas los dias 0, 1, 2, 3 después del inicio del tratamiento, con el fin de
describir la eliminacion de la parasitemia en funcién de los niveles de los antimalaricos en

sangre, el fenotipo metabolizador de CYP2D6 y la recurrencia de P. vivax.

Para determinar la densidad parasitaria se realiz6 un conteo de parasitos asexuales y sexuales
en funcién de 500 leucocitos en la gota gruesa coloreada con el método Romanowsky

modificado [117], y se calculd el nimero de paréasitos/-uL de sangre de la siguiente manera:

Parasitemia = # de parasitos x leucocitos/pL (8.000)
X 100

500 leucocitos

Si el resultado de la parasitemia estuvo por debajo de 500/uL se realizo el conteo de

parasitos asexuales y sexuales en 1.500 leucocitos y se uso la siguiente formula:

Parasitemia = # de parésitos x leucocitos/pL (8.000)
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X 100

1,500 leucocitos

4.9 Anadlisis estadisticos

Se realiz6 un analisis descriptivo de la poblacion de estudio, utilizando frecuencias y
porcentajes en las variables cualitativas (sexo, antecedentes de malaria, etnia) y mediana y
rango intercuartilico (R1Q) en las variables cuantitativas (edad, tiempo de residencia en zona
endémica, indice de masa corporal, dosis de PQ y CQ).

Para el objetivo especifico 1 y 2 se hizo un analisis descriptivo de las frecuencias absolutas
y relativas de los polimorfismos (SNPs) evaluados, los alelos/haplotipos identificados y de
los fenotipos del CYP2D6 obtenidos (nulo, disminuido, normal y ultrarrépido). Para explorar
la relacion entre la recurrencia y el fenotipo metabolizador, se agruparon las categorias
fenotipicas en dos grupos [con un AS < 1,25 (gMP, gMI y gMN-S) 6 AS > 1,25 (QMN-F y
gMU). Mediante un modelo de regresion de Cox se estimo el Hazard Ratio (HR) crudo y
ajustado de una primera recurrencia y su intervalo de confianza del 95%, en los participantes
con metabolismo nulo-lento y aquellos con metabolismo normal-rapido. Para la estimacion
de los HR ajustados se empled la variable tiempo de residencia, que previamente se asocio

con la recurrencia, no se contemplaron otras variables dado el escaso nimero de eventos.

Para el objetivo 3 se establecié un andlisis descriptivo, presentando las medianas y rangos
intercuartilicos (RIQ) de los niveles plasmaticos de primaquina, cloroquina y
desetilcloroquina en los dias 2 y 13 después del inicio del tratamiento, en funcién del fenotipo
metabolizador; se compararon las medianas de los dos grupos a través de la prueba no
paramétrica Wilcoxon- Mann- Whitney y se establecié una medida del tamafio del efecto (r),
gue expresa de una manera estandarizada la magnitud de la [r = 0.05 — 0.1: muy pequefia, >
0.1 < 0.2: pequefia, > 0,2 < 0,3: medio, > 0,3 < 0,4: grande y > 0,4: muy grande [118].
También, se determind el porcentaje de positividad parasitaria en los dias 1, 2 y 3 de

seguimiento, en funcion del fenotipo metabolizador.
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5 Resultados

5.1 Caracteristicas demograficas de los participantes con infeccidn por P. vivax.

Los 87 participantes con infeccion por P. vivax incluidos en este estudio, provienen de un
estudio previo de eficacia terapéutica de CQ-PQ realizado en Turbo, Antioquia durante el

afio 2012 y 2013 Tabla9. De ellos, 21 participantes (24,1%) presentaron recurrencias en el

curso de 6 meses de seguimiento.

Tabla 5 En el grupo que presentd recurrencias se observo una mayor frecuencia de
antecedentes de malaria en los Gltimos seis meses (33,3 % vs. 19,6%) comparado con quienes
no presentaron recurrencias, una mayor proporcion de hombres (66,7% vs. 56,1%), mayor
frecuencia de etnia negra, blanca e indigena (19% vs. 7,5%), y mayor nimero de afios de
residencia en la zona (Mediana de 12 afios vs. 4 afios). Las otras caracteristicas como edad,
indice de masa corporal y dosis de antimalaricos segun peso fueron similares entre los

participantes con y sin recurrencia.

Tabla 9. Caracteristicas demograficas de los participantes

Parametro Conrecurrencias Sin recurrencias Total
n=21 n=66 n=87
Edad en afos; Me (RIQ) 25 (17-35) 29 (15-45) 29 (16-39)
Sexo Masculino; n (%) 14 (66,7) 37 (56,1) 51(58,6)
Ultimo episodio de malaria (auto
reporte); n (%)
1-2 meses 5 (23,8) 3(4,5) 8(9,2)
3 a 6 meses 2 (9,5) 10 (15,1) 12 (13,8)
7-12 meses 1(4,7) 1(1,5) 2(2,3)
> 12 meses 5 (23,8) 25 (37,9) 30 (34,5)
Sin antecedentes de malaria 7 (33,3) 24 (36,4) 31 (35,6)
Sin dato 1(4,7) 3(4,5) 4(4,6)
Afios de residencia en una region 12 (2,5-20) 4 (1-12) 5 (1-15)
endémica; Me (RIQ)
Indice de masa corporal 23,0 (20,2-26,2) 22,7 (20,0-24,8) 23,0 (19,98-
(Kg/m?); Me (RIQ) 24,97)

Dosis de Cloroquina en mg/Kg;
Me (RIQ)

24,2 (22,3-26,1)
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Dosis de Primaquina en mg/Kg; 3,6 (3,4-4,1) 3,7 (3,5-4,1) 4 (3,47-4,10)

Me (RIQ)
Parasitemia dia cero; Me 4223 (1149-10381) 4117 (1137-10077) 4223 (1149-
(parasites/ul) (IQR) 10381)
Etnia; n (%)
Mestiza 17 (81) 61 (92,5) 78 (89,6)
Otros 4 (19) 5(7,5) 9 (10,3)
Me: mediana

5.2 Frecuencia de polimorfismos (SNPs) evaluados en el gen CYP2D6 en los

participantes con infeccion por P. vivax.

Las frecuencias de los nueve polimorfismos de CYP2D6 evaluados en los 87 participantes

del estudio se presentan en la TablalO. Las frecuencias del genotipo mutado tanto
homocigoto como heterocigoto para cada SNP oscil6 entre 3% y 70%. Los SNPs G4180C
(70%), SNPs C2850T (57%) y C-1584G (39%) presentaron mayor frecuencia de
homocigotos y heterocigotos para la mutacion, seguido de los SNPs C100T (21%) y G1846A
(17%). Los SNPs con menor frecuencia de mutacion fueron G3183A y la delecion
2615 2617delAAG con una frecuencia del 3% cada uno.
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Tabla 10. Frecuencia de polimorfismos (SNPs) evaluados en el gen CYP2D6 en

participantes con malaria por P. vivax residentes en Turbo.

Frecuencia del genotipo CYP2D6. n (%)

SNPs

2615 2617 del AAG

G4180C

C2850T

C -1584G

C100T

G1846A

G2988A

C1023T

G3183A

*Genotipo Silvestre

Genotipo

AAG*

Del AAG/AAG
Del AAG/del

AAG

GG*
GC
CcC

cC*
CT
TT

cc*
CG
GG
cC*
CT
TT

GG*
AA
GA

GG*
GA
AA

cc*
CT
TT

GG*
GA

n (%)

84 (97)
2 (2)
1(1)

26 (30)
34 (39)
27 (31)
37 (43)
29 (33)
21 (24)
53 (61)
26 (30)
8 (9)
68 (78)
16 (18)
3(3)
72 (83)
2 (2)
13 (15)
82 (94)
5 (6)
0
83 (96)
3(3)
1(1)
84 (97)
3(3)
0

%
Variante/mutacion
3%

70%

57%

39%

21%

17%

6%

4%

3%

5.3 Frecuencia de los alelos de CYP2D6 observados en los participantes del

estudio.

Se identificaron 12 alelos/haplotipos (*4, *4J, *9, *10, *17, *29, *41, *1, *2A/*35, *2D,

*39, *34), con frecuencias entre 0,6% y 43,6%. La frecuencia de los alelos identificados se
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describe en la Tablall. No fue posible la determinacion de los haplotipos/alelos en 6
individuos (3,4%) debido a que la combinacién de nucleo6tidos no permitid definir los alelos
de CYP2D6 en la base de datos PharmVar. Los alelos 1*, *2A/*35, *2D y *39 que se asocian
con actividad enzimatica normal del CYP2D6 presentaron mayores frecuencias en la
poblacién estudiada (75,7%), seguidos por las variantes polimdrficas relacionadas con una
funcioén enzimética disminuida o nula, con una frecuencia de 19,5%. Dentro de estas
variantes los alelos mas frecuentes fueron *4 (9,2%) que se asocian con actividad nula y el
alelo *41 (2,9%) con actividad enzimatica disminuida. Por otro lado, se identificé la variante
polimorfica *34 en el 1,1% (n=2) de los participantes del estudio, para la cual se desconoce

su relacién con la funcion enzimética de CYP2D6.

Tabla 11. Frecuencia de los alelos de CYP2D6 identificados en los participantes del

estudio.
Alelos AS Score SNPs Actividad n (%)
CYP2D6 asociados enziméatica
*4 0 G1847A Nula 16 (9,2)
*4) 0 G1847A, C100T, Nula 1 (0,6)
4181G>C
*9 0,5 2615 2617delAAG Disminuida 34,7
*10 0,25 G4181C, C100T Disminuida 2(1,1)
*17 0,5 C1023T, G2851T, Disminuida 34,7
G4181C
*29 0,5 G2851T, G4181C, Disminuida 4(2,3)
3183G>A
*41 0,5 G2851T, Disminuida 5(2,9)
G2988A, G4181C
*1 1 G-1584C Normal 76 (43,6)
*2A/*35 1 G-1584C, G2851T, Normal 42 (24,1)
G4180C
*2D 1 G2851T, G4180C Normal 12 (6,9)
*39 1 G4181C Normal 2(1,1)
*34 2 G2851T Indeterminada 2(1,1)
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No 6 (3,44)
identificados
Total 174 (100)

5.4 Determinacion de diplotipos del gen CYP2D6, numero de copias del gen y
asociacion con fenotipo metabolizador los participantes con infeccion por

Plasmodium vivax.

Se determind la frecuencia de los diplotipos de CYP2D6 en 81 de 87 participantes, en los
cuales fue posible evaluar los ocho SNPs y una delecion seleccionados para este estudio. Se
identificaron en total 20 diplotipos, de los cuales el 8,6% (n=7) presentd ademas dos copias
del gen. Las frecuencias de estos diplotipos variaron entre 1,2% y 23,5%. La frecuencia de
estos diplotipos, a su vez asociados a un fenotipo metabolizador se presentan en la Tablal2.
El 81,5% de los diplotipos estuvo asociado a las categorias de metabolismo normal (gNM-
F) y metabolismo ultrarrdpido (gUM), con un AS > 1,25. Asi mismo el 18,5% de los
diplotipos se asocio a fenotipos de metabolismo nulo (gMP), y disminuido (gMI y gMN-S)
con un AS < 1,25. Entre los individuos con fenotipo disfuncional (gMP- gMI/gMN-S) el
diplotipo mas frecuente fue el *2/*4 (6,2%) en los participantes de este estudio.

Tabla 12. Frecuencia de fenotipos metabolizadores de CYP2D6 en los participantes

del estudio.
Diplotipos  Determinaciéon  AS Score Fenotipo de Total, n (%)
genética CYP2D6

*4[*4 Homocigoto 0 gMP 3(3,7)
*4/*9 Heterocigoto 0,5 gMlI 1(1,2)
*2/*4 Heterocigoto 1 gMN-S 5 (6,2)
*1/*4 Heterocigoto 1 gMN-S 3(3,7)

*IXN/*4xN Heterocigoto 1 gMN-S 2 (2,5)
*9/*9 Homocigoto 1 gMN-S 1(1,2)
*1/*10 Heterocigoto 1,25 gMN-F 2 (2,5)
*2/*41 Heterocigoto 1,5 gMN-F 3(3,7)
*1/*41 Heterocigoto 1,5 gMN-F 2 (2,5)
*2/*17 Heterocigoto 1,5 gMN-F 2 (2,5)
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*2/*29 Heterocigoto 1,5 gNM-F 1(1,2)

*1/*29 Heterocigoto 1,5 gNM-F 1(1,2)
*2XN/*29xN  Heterocigoto 1,5 gNM-F 1(1,2)
*1/*1 Homocigoto 2 gNM-F 19 (23,5)
*1/*2 Heterocigoto 2 gNM-F 17 (21)
*2/*2 Homocigoto 2 gNM-F 11 (13,6)
*1/*39 Heterocigoto 2 gNM-F 1(1,2)
*1/*34 Heterocigoto 2 gNM-F 1(1,2)
*2/*34 Heterocigoto 2 gNM-F 1(1,2)
*1XN/*1xN Homocigoto 3 guUM 2 (2,5)
*1XN/*39xN  Heterocigoto 3 guUM 1(1,2)
*1XN/*2xN Heterocigoto 3 guUM 1(1,2)
81 (100)

Los fenotipos del gen CYP2D6 estan representados como metabolismo nulo (gMP), metabolismo disminuido
(gMI/gMN-S), metabolismo normal (gMN-F), metabolismo aumentado o ultrarrapido (gMU).

5.5 Exploracion de la asociacion entre los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 y
las recurrencias de infeccion por P. vivax.

En la Tablal3,Tabla 10. Tabla 5se presenta el analisis descriptivo de las frecuencias
fenotipicas de CYP2D6 en funcion de la recurrencia de infeccion por P. vivax durante seis
meses de seguimiento (al menos una recurrencia). Entre los 81 individuos analizados el
18,5% (n=15) hicieron parte del grupo con fenotipo metabolizador nulo o disminuido de la
enzima CYP2D6. La frecuencia de estos fenotipos, asociados a una disfunciéon enzimatica
fue similar entre quienes presentaron recurrencias y quienes no presentaron recurrencia (20%
vs 18,1%). En los 4 pacientes que presentaron recurrencia con un fenotipo del CYP2D6

nulo/disminuido los diplotipos encontrados fueron *1/*4 y *2/*4,

Tabla 13. Frecuencia de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 en los participantes

con infeccion por P. vivax que recurren y no recurren en seis meses.

Fenotipos Actividad AS Score Recurren  No recurren Total
de enzimatica n (%) n (%) n (%)
CYP2D6
gMP Nula 0 0 (0%) 3 (4,9%) 3 (3,7%)
gMI Disminuida 0,5 0 (0%) 1(1,7%) 1(1,2%)
gMN-S Disminuida 1 4 (20%) 7 (11,5%) 11 (13,6%)
gMN-F Normal 1,25-2,25 15 (75%) 47 (7T7%) 62 (76,5%)
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gMU Aumentada > 2,25 1 (5%) 3 (4,9%) 4 (5%)
Total 20 (100%) 61 (100%0) 81 (100%)

Los fenotipos del gen CYP2D6 estan representados como metabolismo nulo (gMP), metabolismo disminuido
(gMI/gMN-S9, metabolismo normal (gMN-F), metabolismo aumentado o ultrarrapido (gMU).

La Figurall, representa la curva de supervivencia para una primera recurrencia en seis meses,
en funcion del fenotipo metabolizador. Se observa que no hay diferencia en el riesgo de
presentar una recurrencia entre los dos grupos; en el anlisis de regresion de Cox se encontrd
que el riesgo instantaneo (Hazard ratio o HR) de presentar recurrencia no difiere entre los
individuos que tienen fenotipo metabolizador nulo o disminuido de la enzima CYP2D6 y
aquellos con fenotipo metabolizador normal o aumentado (HR ajustado por tiempo de
residencia en la zona 1,03 [IC 95% 0,34- 3,08]).
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Figura 10. Riesgo de recurrencias en individuos con fenotipo disminuido y normal de la
actividad metabolica del CYP2D6

5.6 Cuantificacion plasmatica de los antimalaricos PQ, CQ y DSCQ.
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La cuantificacion plasmatica de cloroquina (CQ), desetilcloroquina (DSCQ) y primaquina
(PQ) se determind previamente en 31 individuos De estos, solo en 28 individuos (12 con caso
recurrente y 16 sin caso recurrente en los 6 meses de seguimiento) se identifico el fenotipo
metabolizador debido a que en tres de ellos no fue posible establecer el haplotipo/alelo. La
Tablal4, presenta los niveles plasmaticos de los medicamentos en funcién del grupo
metabolizador nulo/disminuido y normal/aumentado. Se hizo una comparacion entre las
medianas (Me) de las concentraciones plasmaticas de CQ, DSCQ y PQ de los dias 2, 13y 28

de ambos grupos.

La PQ fue detectable en el dia2 y 13 (Tabla 13 y Figura 10), aunque se observa una tendencia
mayor en la mediana de los niveles plasméaticos de PQ en los metabolizadores
nulo/disminuido, esta diferencia no es estadisticamente significativa de los niveles
encontrados en el grupo de normal/aumentado en ninguno de los dias (prueba Wilcoxon-
Mann-Whitney para el dia 2, valor p = 0,18 y tamafio de efecto r -0,43 [1C95% -0,8 - 0,17];
para el dia 13 valor p = 0,4 y tamafio de efecto r: -0,26 [1C95% -0,70 - 0,33]).

En el caso de la CQ que fue posible evaluarla en los dias 2 , 13 y 28 (Tablal4, Figural?) no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la mediana de los niveles
plasmaticos del grupo de metabolizadores nulo/disminuido y normal/aumentado en ninguno
de los dias (prueba Wilcoxon-Mann-Whitney para el dia 2, valor p = 0,73 y tamafio de efecto
r -0,09 ([1C95% -0,55 - 0,41]; para el dia 13 valor p = 0,27 y tamafio de efecto r , -0,30
[IC95% -0,69 — 0,22] y dia 28 valor p = 0,041 y tamafio de efecto r , -0,63 [IC95% -0,87 —
0,13]), igualmente ocurrié con la DSCQ donde no se encontraron diferencias significativas
(prueba Wilcoxon-Mann-Whitney para el dia 2, valor p = 0,86 y tamafio de efecto r 0,05
[IC95% -0,45 - 0,52]; para el dia 13 valor p = 1 y tamafio de efecto r 0 [1C95% -0,49 — 0,49]
y dia 28 valor p = 0,1 y tamafio de efecto r: -0,49 [IC95% - 0,81 — 0,06]).

Tabla 14. Niveles plasmaticos de los antimalaricos PQ, CQ y DSCQ en los dias 2, 13y

28 posterior al inicio del tratamiento en los fenotipos metabolizadores.

Fenotipo metabolizador CYP2D6

Medicamento/Dia de Nulo (gPM) y Normal (QNM-F) y
seguimiento Disminuido (gIM/gNM- Aumentado (gUM)
S) n=6 n=22
PQ. Me (IQR [ng/ml])
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Dia 2 354,5 (215,5-529,6) 276,4 (120,4-406,8)
Dia 13 50,0 (49,0-68,0) 47,5 (28,2-58,0)
CQ. Me (IQR [ng/ml])
Dia 2 398,7 (356,5-467,4) 393,7 (315,6-494,2)
Dia 13 61,3 (57,7-71,7) 55,7 (38,1-71,0)
Dia 28 30,2 (23,1-32,5) 20,7 (18,5-25,7)
DSCQ. Me (IQR [ng/ml])

Dia 2 25,6 (18,1-35.8) 25,7 (20,1-39,2)
Dia 13 11,7 (9,6-13,5) 12,5 (5,8-19,2)
Dia 28 8,2 (5,7-9,8) 5,1(2,8-7,9)

Me: mediana. Los medicamentos antimalaricos estan representados como primaquina (PQ) y cloroquina (CQ),
ademas del metabolito activo de la cloroquina, la desetilcloroquina (DSCQ).
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Figura 11. Concentracion plasmaética de laPQ, CQ y DSCQ de los dias 2, 13y 28 en los fenotipos
metabolizadores nulo-disminuido y normal- aumentado
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5.7 Eliminacion de la parasitemia en la infeccion por P. vivax en los diferentes

fenotipos metabolizadores.

La Figural4, representa la eliminacion de la parasitemia en los dias de seguimiento 1, 2y 3
posterior al inicio del tratamiento en el grupo de participantes con fenotipo metabolizador
nulo-disminuido y en el grupo normal-aumentado. En esta grafica se describen las
parasitemia para aquellos que no recurren en el dia 0 (Me: 4404 [RIQ: 1346-11148]), dial (Me:
456 [RIQ: 43-1069]), dia 2 (Me: 0 [RIQ: 0-31]) y 3 (Me: 0 [RIQ: 0]) y para los que recurren en
el dia 0 (Me: 3465 [RIQ: 573-8745]), dial (Me: 165 [RIQ: 6-583]), dia 2 (Me: 0 [RIQ: 0]) y 3
(Me: 0 [RIQ: 0]) ademas la positividad de infeccion por P. vivax (formas asexuadas y
sexuadas) en la lectura microscopica durante los dias de seguimiento, y de acuerdo con
fenotipo metabolizador, fue similar entre ambos grupos. En el dia 1 de 80% (12/15) vs 75,7%
(50/66), en el dia 2 de 26,6% (4/15) vs 30,3% (20/66) y en el dia 3 de 13,3% (2/15) vs 4,5%
(3/66), para los metabolizadores nulo/disminuido y normal y aumentado respectivamente.
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Figura 12. Eliminacién de la parasitemia en la infeccion por P. vivax, en los dias 0, 1,2y 3enel
grupo de metabolizadores nulo/disminuido y normal/aumentado

6 Discusion

Este es un estudio pionero en Colombia que explora la asociacion entre los polimorfismos
del gen CYP2D6 y las recurrencias de la infeccion por P. vivax. Las frecuencias de los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) analizados en este trabajo, fueron muy variables
(entre 3% y 70%), similar a los reportes en Brasil [73,99,106] y otros lugares del mundo
[119]. La variacion en las frecuencias reportadas podria ser, debido a que las poblaciones
iberoamericanas son muy heterogéneas, ya que son producto de una combinacion entre

individuos de origen amerindio local con grupos poblacionales de diversas nacionalidades y
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grupos étnicos, principalmente de origen europeo Yy africano, y es por esta razon que no es
posible definir una poblacion iberoamericana mestiza, como homogénea. La mayoria de los
participantes de este estudio entran en el grupo de la categoria étnica mestiza sin embargo en
menor proporcion se encontraba la etnia negra, blanca e indigena por ende este grupo de
participantes debe ser interpretado como una poblacién variable y con caracteristicas

genéticas diversas.

La frecuencia de los SNPs del gen CYP2D6 reportada en este estudio, confirma la capacidad
polimorfica de este gen, ademas contribuye a obtener un panorama mas amplio de la
informacion y distribucion alélica en una poblacion colombiana. La metodologia
implementada en este estudio permitio la identificacion concisa y puntual de algunos alelos
previamente reportados, que disminuyen la funcionalidad de la enzima CYP2D6, y a un
menor costo, comparada con otras técnicas como la secuenciacion que permite identificar
nuevas variantes (SNPs) a un mayor costo. A pesar de que existan méas de 100 variantes del
gen CYP2D6, los 9 polimorfismos evaluados, permitieron obtener una caracterizacion parcial
pero suficientemente informativa, para identificar algunos de los alelos asociados a la funcion
deficiente de la enzima CYP2D6 en la mayoria de los participantes y es concordante con el

namero de polimorfismos utilizados en otros estudios [73,98,99,103,106]

Los alelos identificados presentaron una frecuencia entre 0,6% y 43,6%. De los 12 alelos que
se encontraron, el 19,5% se asociaron a funcion nula/disminuida de la enzima, siendo los mas
frecuentes el alelo *4 (9,8%) que se asocia con actividad nula y los alelos *41 (2,9%), *29
(2,3%), *17 (1,7%) y *9 (1,7%), asociados con actividad disminuida de la enzima.

Las frecuencias de estos SNPs fueron similares a lo que se ha encontrado en paises latinos
como Brasil, Argentina y estudios previos en Colombia [90,91,119], sin embargo, debido
algunas limitaciones en el niumero de SNPs evaluados, no fue posible explorar la presencia
de los alelos *3, *5 y *6 (asociados con actividad nula y disminuida) que ya han sido

identificados en estos paises cercanos [90,91,106].

Se identificaron por primera vez en Colombia los alelos *9 (1,7%), *29 (2,3%), *39 (1,1%)
y *34 (1,1%) a traves de este estudio, no obstante existen dos estudios previos en Colombia,
que dan cuenta de la presencia y distribucion de algunos polimorfismos del CYP2D6 en
poblaciones especificas [90,91]. Un primer estudio realizado por Isaza y cols, 2000, en
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Pereira, una region andina de Colombia, donde se secuencio y genotipifico el gen CYP2D6
en 121 individuos, logrando caracterizar los alelos *1 (38,8%), *2 (37%), *3 (1,2%), *4
(19,4%), *5 (0,8%), *17 (1,7%). *1xN o *2xN (0,8%) y *4xN (0,4%) en el grupo de estudio
[91]. El segundo estudio fue realizado por Sarmiento y cols, 2015, y determin0 la frecuencia
de variantes alélica *2 (20,6%) , *3 (0,3%), *4 (17,7%), *6 (0,6%), *10 (0,5%), *35 (3,4%),
*41 (4,8%) y *69 (0,17%), mediante sondas TagMan en 288 individuos que hacian parte del
personal académico y estudiantil de la Pontificia Universidad Javeriana en Bogota y de la
fuerza aérea colombiana ubicada en Madrid, Cundinamarca [90]. Los alelos disfuncionales
identificados en estos dos estudios fueron muy pocos sin embargo las frecuencias halladas

para el alelo *4 y *17 coinciden con las encontradas en el actual estudio.

En este estudio se identificaron 22 diplotipos y el 18,5% se asociaron a los fenotipos de
metabolismo nulo (gPM) y disminuido (gIM e gNM-S), con un AS < 1,25. Dentro de estas
categorias los diplotipos mas frecuentes fueron *2/*4 (6,2%), *1/*4 (3,7%) y *4/*4 (3,7%).
En contraste con uno de los estudios realizados previamente en Colombia donde se encontrd
una frecuencia de fenotipo nulo/disminuido de 34,3% y con frecuencias de 3,1%, 11,4% y
4,1% en los diplotipos *2/*4, *1/*4 'y *4/*4, respectivamente [90]; si bien existe similitud
en los resultados, el nimero de diplotipos en estos estudios previos fue mayor a lo aqui
identificado y esto se atribuye a las limitaciones de este estudio en el nimero de SNPs
analizados y a que las poblaciones analizadas fueron diferentes [90,91]. Un estudio realizado
por G. Naranjo y cols, 2018., mostré una frecuencia del fenotipo nulo alrededor de 10,2%

para paises como México, Brasil, Argentina, Costa Rica, Pert y Colombia [119].

Cabe mencionar que a pesar de que la clasificacion fenotipica de los individuos de este
estudio se llevd a cabo con los criterios mas recientemente establecidos por CPIC y DPWG
en el afio 2019, los cuales implican que los valores de la actividad enzimatica [AS] para los
fenotipos nulo/disminuido fue < 1,25 y para el normal/aumentado > 1,25 [91]. La mayor
parte de estudios previamente reportados sobre frecuencias fenotipicas de CYP2D6,
incluyendo los dos estudios en Colombia, emplearon una clasificacion anterior recomendada
por CPIC y establecida de acuerdo al valor del AS por Gaedigk y cols 2008., donde un score
<1,0 es considerado como metabolizador nulos/disminuido [87], es decir que la probabilidad

de identificar estos fenotipos nulo/disminuido es mayor [95]. Para este estudio, cuando se
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considera la anterior clasificacion, la frecuencia de los fenotipos Nulo/Disminuido es
ligeramente mayor (21%) comparada con la frecuencia (18,5%) obtenida a partir del nuevo

consenso.

Se conoce que alteraciones en el funcionamiento enzimético del CYP2D6, se asocia con
niveles mas altos de PQ en sangre, dado que este medicamento se queda sin metabolizar.
Aunque en este estudio solo fue posible obtener datos de 28 pacientes para la comparacion
de la cuantificacion de la PQ con los fenotipos metabolizadores en los dias 2 y 13 pos

tratamiento..

En este estudio, los niveles plasmaticos de PQ en el dia 2 y 13 fueron mayores para el grupo
de individuos con fenotipo nulo/disminuido comparado con el grupo con fenotipo
normal/aumentado, (PQ dia 2: 354,5 ng/ml vs 276,4 ng/ml, y PQ dia 13: 50 ng/ml vs 47,5
ng/ml), respectivamente; sin diferencias estadisticamente significativa entre ambos grupos.
Sin embargo, teniendo en cuenta la clasificacion anterior (score <1,0) el grupo de
metabolizadores nulo/disminuido aumento, viendose reflejado en los valores plasmaticos de
PQen el dia2y 13 vs el grupo de normal/aumentado (PQ dia 2: 406,8 ng/ml vs 244,9 ng/ml,
y PQ dia 13: 51 ng/ml vs 42,9 ng/ml), respectivamente.

Los hallazgos del presente estudio refuerzan la hipotesis planteada en estudios previos, en el
sentido de que individuos con metabolizadores deficientes de la enzima CYP2D6 presentaron
mayores concentraciones de PQ en sangre. Si bien las diferencias en las concentraciones
plasmaticas de PQ no fueron estadisticamente significativas entre el grupo nulo/disminuido
y normal/aumentado, no es posible asegurar que tal relacion no exista; esto puede ser
explicado por el fendmeno compensatorio en el metabolismo de la PQ, la cual puede ser
metabolizada por vias alternas a través de la via enzimatica MAO-A permitiendo encontrar

niveles del medicamento en aquellos individuos con fenotipos Nulo/disminuido.

Es importante aclarar que los niveles de PQ en sangre detectados en el dia 2 fueron mayores
a los detectados en el dia 13, teniendo en cuenta que la dosis de PQ suministrada en ambos
dias fue igual, la diferencia se basé el tiempo entre la toma del medicamento y la toma de la
muestra, debido a que en el dia 2, fue aproximadamente de una horay en el dia 13 el tiempo

fue mucho menor (alrededor de 30 min), es importante considerar que las concentraciones
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maximas de este medicamento se logran de 1 a 2 horas después de la ingestion, lo que podria

explicar esta disminucién en las concentraciones de PQ para el dia 13.

Por otro lado, no hubo diferencias entre los grupos con fenotipo metabolizador
nulo/disminuido y normal/aumentado en las concentraciones plasmaéticas de CQ y DSCQ
para los dias 2, 13 y 28, como era lo esperado; debido a que estos antimalaricos son
metabolizados por las enzimas CYP2C8 y CYP3A4, diferentes a las vias metabodlicas de la
PQ. Cabe resaltar que el efecto terapéutico de este esquizonticida sanguineo, se ve potenciado
por el metabolismo de la PQ, al generarse un efecto sinérgico entre ellos, y esto contribuir a
una mejor eliminacién de los parasitos sanguineos para el dia 3, posterior a la administracion
del tratamiento [45]. En el presente estudio se evalud la positividad de a gota gruesa para el
dia 3, donde los individuos quienes tuvieron una eliminacién mas lenta de la carga parasitaria,
la mayoria [3/5] presentaron concentraciones altas de PQ, lo que nos permite pensar que
problemas con el metabolismo PQ pueden disminuir el efecto sinérgico. Sin embargo, es
importante mencionar que un metabolismo nulo o disminuido de la enzima CYP2D6 no

afecta la respuesta al esquizonticida sanguineo.

Se puede pensar que una reduccion en la eficacia de la PQ, no necesariamente esté
relacionada con un metabolismo pobre por la enzima CYP2D6, también cabe la posibilidad

de una sensibilidad reducida o tolerancia en el parasito a este medicamento.

Cabe resaltar que la TQ como alternativa del tratamiento de la PQ, también requiere un buen
funcionamiento enzimatico de la CYP2D6, metabolismos nulos y reducidos de esta enzima

se deben considerar en el momento de lograr implementar exitosamente su uso.

A pesar de que no se encontré un mayor riesgo de recurrencia en el grupo de pacientes con
fenotipos del CYP2D6 nulo/disminuido, la frecuencia de estos fenotipos fue ligeramente
mayor (20%) en el grupo de pacientes que presentaron recurrencias con respecto a los
pacientes que no presentaron recurrencias (18.5%) (HR ajustado por tiempo de residencia en
la zona 1,03 [IC 95% 0,34- 3,08]). A pesar de esto, cuando se considerod la clasificacion
anterior o el punto de corte para metabolizadores nulo/disminuido con score <1,0, los analisis
tuvieron un comportamiento diferente y aumenté el riesgo de recurrencia de P. vivax para
este grupo de metabolizadores disfuncionales vs. normal/aumentado [HR ajustado por
tiempo de residencia en la zona 1,53 [IC 95% 0,59- 3,99]. Estudios similares encontraron un
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mayor riesgo de recurrencia de P. vivax cuando se tiene un fenotipo disfuncional. Rios Silvino
y cols. 2.016 establecié que quienes tienes un fenotipo nulo/disminuido tienen mayor riesgo
de presentar varios episodios de recurrencias que solo una recurrencias con un OR de 12,4
[IC95%: 2,80-88,57;] [73]. Bennett y cols. 2.013. quien asegurd que la recurrencia se debid
a una recaida, encontr6 que aquellos que presentaron de nuevo la infeccidn se caracterizaron
con fenotipo nulo y disminuido [103]. Otro estudio, realizado por Baird J. Kevin y cols.
2.018, mostraron un mayor riesgo de recurrencia en aquellos con metabolismo alterado
[nulo/disminuido] OR: 9,4 [IC del 95%, 2,1-57,0; P =0,001] comparados con los individuos
con fenotipo normal/aumentado [120]. Estudios similares realizados en Brasil obtuvieron un
RR cercanos al 1,9 con intervalos de confianza 95% entre 1,01-3,75 en individuos tratados
con CQ mas PQ y con fenotipo nulo/disminuido [100, 12]. Estos resultados son consistentes
con la necesidad de biotransformacion de la primaquina a través del CYP2D6 y la obtencidn
de metabolitos redox activos para el efecto hipnozoiticida. La magnitud de la asociacion
reportada para estudios similares a este, como la encontrada en los dos estudios realizados en
Brasil, es pequefia, lo que permite pensar en que se requiera una muestra mayor para
confirmar dicha asociacion. Ademas, se aprecid las diferencias en cuanto a la asociacion
entre el fenotipo nulo/disminuido y el riesgo de recurrencias cuando los anélisis se acogen a
la clasificacion antigua frente a la nueva lo que puede jugar en contra al tratar de establecer

tal asociacion frente a lo reportado previamente.

Cabe mencionar que el origen de la recurrencia no solo se explique por la presencia de los
polimorfismos del CYP2D6 y que aquellos que presenten fenotipos metabolizadores
normal/aumentado también pueden presentar recurrencias por causa de la tolerancia que los
parasitos pueden presentar frente a la primaquina, como se contempla en el estudio Nanhua
Cheny cols. 2019.

Un metabolismo deficiente de la enzima CYP2D6 no permite la biotransformacion de la
primaquina a las formas activas, aumentando la concentracion plasmatica del farmaco
parental y disminuyendo su efecto terapéutico sobre hipnozoitos de P. vivax, aumentando la
posibilidad del fendmeno de recaidas. El presente estudio permitié explorar las caracteristicas
genéticas del CYP2D6 en una poblacion especifica con infecciones por P. vivax y su

asociacion con las recurrencias; sin embargo, se requiere ampliar el analisis con un nimero
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mayor de personas representativas de la poblacion colombiana, un aumento en la cantidad de
SNPs y multiples momentos de cuantificacion del medicamento. Esta caracterizacion
enzimatica es relevante para el objetivo de controlar y disminuir la transmision de la

infeccion por P. vivax, aportando informacion valiosa en la eliminacién de la enfermedad.
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7 Conclusiones

Los principales resultados de esta investigacion reafirman aspectos sobre la frecuencia y
variabilidad de los genotipos disfuncionales de la enzima CYP2D6 reportados en la

poblacién latinoamericana y concuerdan con lo reportado en Colombia por estudios previos.

A pesar de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
del estudio, los individuos con P. vivax con fenotipos disfuncionales de la enzima CYP2D6
(sin funcidn y con actividad enzimatica disminuida), tendieron a presentar mayores niveles
de PQ y una mayor frecuencia de recurrencia que los individuos con fenotipo metabolizador

normal/aumentado.

A pesar de no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre el metabolismo
nulo/reducido de la PQ por la enzima CYP2D6 con el riesgo de recurrencia de la infeccion
por P. vivax, las limitaciones del estudio no permiten descartar dicha asociacion y se

requieren futuras investigaciones que incluyan mayor nimero de muestras.

Ampliar el panorama sobre la caracterizacion de los polimorfismos del gen CYP2D6 en la
poblacion colombiana y la biotransformacion de los farmacos por parte de esta enzima ayuda
a mejorar la comprension de la eficacia terapéutica de las alternativas actualmente

disponibles para la malaria por P. vivax

La alteracién en la funcidon de la enzima CYP2D6, responsable del metabolismo del 25% de
los farmacos, no solo puede afectar la respuesta al tratamiento con primaquina y tafenoquina,
sino también con algunos analgésicos (codeina y tramadol), antidepresivos (Imipramina y
amitriptilina), medicamentos psiquiatricos (fluoxetina y paroxetina) y betabloqueadores que
usualmente se usan para afecciones cardiacas e hipertension arterial (metoprolol y
carvedilol). Es importante conocer el perfil genético del CYP2D6 en cada individuo, para
reducir el riesgo de pobre eficacia de medicamentos para la malaria asi como para otros

problemas de salud.
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Conocer la distribucién de los fenotipos disfuncionales de la enzima CYP2D6 en zonas
endémicas para malaria puede ayudar a mejorar las estrategias de implementacién de las
alternativas de tratamiento para la malaria por P. vivax como la tafenoquina, considerando

que también es metabolizada por esta enzima.

Para resumir, los genotipos y fenotipos disfuncionales de CYP2D6 (nula/disminuida) son
frecuentes en individuos con P. vivax de una zona endémica en Colombia. A pesar que en
este estudio no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre el
metabolismo nulo/reducido de la PQ por la enzima CYP2D6 con el riesgo de recurrencia de
la infeccion por P. vivax, es importante continuar estudiando esta alteracion genética en la

respuesta terapéutica a los antimaléricos disponibles para la cura radical de P. vivax

8 Limitaciones

Los polimorfismos del CYP2D6 solo pudieron ser explorados en una poblacion especifica y
en un numero reducido de participantes, por tal razén estos hallazgos no podrian ser
extrapolados a poblacion de otras zonas endémicas de Colombia o el mundo, debido a que

las condiciones son diferentes en cuanto a la constitucion étnica de cada poblacion.

La cuantificacion de los medicamentos da cuenta solo de un momento especifico como una
aproximacion a la concentracion esperada en sangre, lo idea es tener repetidas mediciones
del medicamento en un lapso corto (cada 5 horas aproximadamente) después de su
administracion realizando un seguimiento por 24 horas que permita obtener informacién de

la absorcion, distribucion y eliminacion del medicamento.

9 Perspectivas

Se espera que en estudios posteriores la genotipificacion del CYP2D6 se pueda realizar en

un namero mayor de individuo que sea representativo de la poblacion colombiana.

Hasta el momento no se conocen estrategias que evallen de una manera facil y rapida el
funcionamiento enzimatico asociado al metabolismo de los farmacos. El conocimiento de la

variacion genética y del funcionamiento enziméatico de las proteinas implicadas en el
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metabolismo de los antimalaricos, da pie a buscar alternativas terapéuticas y evitar el riesgo
de la recurrencia en infecciones por P.vivax. Ademas, estos resultados resaltan la
importancia de la farmacogenética para monitorear la eficacia de la terapia de los

antimalaricos y disefiar estrategias para el control y eliminacion de la malaria.

Este tipo de estudios tiene tienen relevancia porque pueden contribuir a que se puedan disefiar
esquema terapeutico mas individualizado basado en el perfil genético de cada paciente,

dandole transcendencia a la medicina personalizada.
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