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Introduccioén. La determinacién de la eficacia de la cloroquina contra Plasmodium vivax permite
mejorar la capacidad de vigilancia de la resistencia a los antipaltdicos.

Objetivo. Evaluar la eficacia terapéutica de la cloroquina como tratamiento de malaria no complicada
por P. vivax en Riberalta, Guayaramerin y Yacuiba, Bolivia.

Materiales y métodos. Se llevo a cabo un estudio de la eficacia in vivo en pacientes mayores de cinco
afos; se suministro cloroquina (25 mg/kg en tres dias) y se hizo seguimiento por 28 dias, midiendo los
niveles de cloroquina en sangre y desetilcloroquina, el dia dos y el dia de registro de reaparicion de
parasitemia. Para la evaluacion de la incidencia acumulada de falla del tratamiento, se usé el analisis
de supervivencia de Kaplan-Meier.

Resultados. Se estudiaron 223 pacientes (Riberalta, 84; Guayaramerin, 80; Yacuiba, 59). Las medias
de densidad parasitaria (formas asexuadas) del dia 0 en Riberalta fueron de 6.147, en Guayaramerin,
4.251,yen Yacuiba, 5.214 parasitos/pl de sangre. En el mismo orden, los promedios de concentraciones
sanguineas de cloroquina-desetilcloroquina del dia 2 fueron de 783, 817 y 815 ng/ml. Mientras en
Yacuiba no se presentaron fracasos terapéuticos, en Riberalta ocurrieron con frecuencia de 6,2 % y
en Guayaramerin de 10 %. Los valores de cloroquina y desetilcloroquina en sangre de pacientes con
fracaso terapéutico fueron menores de 70 ng/ml en el dia de reaparicion de parasitemia.
Conclusidn. No se evidencié resistencia de P. vivax a la cloroquina en las tres regiones de evaluacion
en Bolivia. Se requieren mayores estudios de la concentracion de la cloroquina en sangre.
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Therapeutic response of Plasmodium vivax to chloroquine in Bolivia

Introduction. Knowledge of the therapeutic efficacy of chloroquine for Plasmodium vivax infections
improves the capacity for surveillance of anti-malarial drug resistance.

Objective. The therapeutic efficacy of chloroquine as treatment was evaluated for uncomplicated
Plasmodium vivax malaria in Bolivia.

Materials and methods. An in vivo efficacy study of chloroquine was undertaken in three regions of
Bolivia--Riberalta, Guayaramerin and Yacuiba. Two hundred and twenty-three patients (84, 80, and
59 in the three regions, respectively) aged over 5 years old were administered with chloroquine (25
mg/kg/three days) and followed for 28 days. Blood levels of chloroquine and desethylchloroquine
were measured on day 2 and on the day of reappearance of parasitemia. The cumulative incidence of
treatment failure was calculated using the Kaplan and Meier survival analysis.

Results. The mean parasitemias (asexual) on day 0 were 6,147 parasites/pl of blood in the Riberalta
population, 4,251 in Guayaramerin and 5,214 in Yacuiba. The average blood concentrations of
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chloroquine-desethylchloroquine during day 2 were 783, 817, and 815 ng/ml, respectively. No treatment
failures were observed in Yacuiba, whereas in Riberalta and Guayaramerin, the frequencies of treatment
failures were 6.2% and 10%. Blood levels of chloroquine and desethylchloroquine in patients with
treatment failure showed values below 70 ng/ml on the day of reappearance of parasitemia.

Conclusion. Resistance of Plasmodium vivax to chloroquine was not demonstrated in three regions

of Bolivia.
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En el mundo, la malaria aun representa un serio
riesgo para la salud publica (1). En la regién de
las Américas, a pesar de que segun los datos de
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
en el 2008 disminuyo el registro de casos en 30,7
% en relaciéon con el 2000, la malaria o paludismo
contina siendo una entidad que esta presente
en una amplia regién del continente y cuyo riesgo
de transmision se halla ligado al comportamiento
de las poblaciones, el cual esta influenciado en
forma importante por factores sociales, culturales,
econémicos y politicos (2,3). La OPS también
indica que la infeccion por Plasmodium vivax es
la predominante y que representa el 75 % de los
casos de malaria reportados (3).

La quimioterapia antipaltdica se constituye en una
de las principales herramientas para la lucha contra
esta enfermedad y, a pesar de los esfuerzos para
frenar la aparicién, diseminacién e incremento de
la resistencia a los antipaltdicos, la resistencia
a la cloroquina representa una preocupaciéon
particular (4).

Los primeros casos de P. vivax resistentes a la
cloroquina fueron reportados en dos soldados
australianos en Papua, Nueva Guinea, en 1989
(5). También, se reportaron casos en Indonesia
y en el este de Asia, donde se registraron fallas
terapéuticas en 15 % a 44 % de los casos de P.
vivax tratados con cloroquina (6-8) y, de igual
forma, en el noreste de Africa se encuentran casos
de resistencia de P. vivax a la cloroquina (9,10).

En Sudamérica, los primeros casos de resistencia o
falla terapéutica de este medicamento en infecciones
por P. vivax se registraron en Guyana, donde en
tres pacientes con niveles séricos adecuados de
cloroquina persistio la parasitemia (11). Desde
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entonces y hasta la fecha, se registraron casos de
falla terapéutica en Brasil y Colombia (12,13) y, de
resistencia confirmada, mediante la evaluaciéon de
los niveles séricos de cloroquina en sangre, en el
Pera (2 %) (14,15) y en el Brasil (10,1 %) (16). En
Bolivia, en el 2003 se hizo un estudio in vivo de la
eficacia de la cloroquina, en la localidad de Palmar
Chico en Yacuiba, y se demostré 100 % de eficacia
del antipalidico para infecciones por P. vivax,
hallazgo igual al obtenido en la Costa Pacifica de
Colombia (17,18).

Actualmente, el esquema de ftratamiento de
primera linea recomendado para infecciones no
complicadas por P. vivax por el Programa Nacional
de Control de la Malaria de Bolivia, es de 25 mg/
kg de cloroquina por via oral, suministrado en tres
dias, mas 0,5 mg/kg de primaquina por via oral,
durante siete dias (19).

Teniendo en cuenta laimportancia del paludismo en
el perfil epidemiologico de Bolivia, ademas de las
caracteristicas del proceso salud-enfermedad que
dan lugar a la presencia de la enfermedad, para
el Programa Nacional de Control de la Malaria es
importante manteneractivalavigilanciadelaeficacia
de los farmacos antipaltdicos, recomendada por la
OMS (20); es con este propdsito que se hace esta
evaluacion in vivo, para conocer el grado actual de
la eficacia de la cloroquina para el tratamiento de
la malaria por P. vivax en Bolivia.

Materiales y métodos
Lugar del estudio

El estudio fue desarrollado, de manera independiente,
enlos centros de referencia paramalarialocalizados
en Riberalta y Guayaramerin, municipios pertene-
cientes al departamento del Beni, en el noreste
amazonico del pais, y en el Centro de Salud de
El Palmar, localidad perteneciente al municipio de
Yacuiba del departamento de Tarija, ubicado al sur
de Bolivia, limitrofe con la Republica de Argentina
(21) (figura 1). Con relacién a la presencia dle
paludismo en dichas localidades, se puede decir
que en la region amazénica, donde la transmision
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Figura 1. Mapa de Bolivia y municipios del estudio

ocurre durante todo el afo y donde se localizan
Riberalta y Guayaramerin, se registran infecciones
por P. falciparum y vivax; mientras que en el sur
de Bolivia, donde esta Yacuiba, solamente se
presentan casos de P. vivax, estando la transmisién
estacional supeditada al periodo lluvioso del afio,
que se da de octubre a abril (22).

Diseno

Se siguié la metodologia estandarizada de la
OPS/OMS, la guia practica para estudios in vivo
de eficacia de los medicamentos antipaludicos
en las Américas y otras recomendaciones para la

evaluacion in vivo de la resistencia a los farmacos
antipaludicos (23-25).

El tamafio muestral se establecié segun las
directrices de OMS/OPS, determinado por la

300 690 9QO
Kilémetros |
N Municipios de Estudio
Il Guayaramerin
I Riberalta
Yacuiba

proporcion de fracasos terapéuticos de Sudamérica,
correspondiente a no mas de 5 %, con un nivel de
confianza del 95 % y una precision del 5 %, por lo
cual se decidi6 incluir en el estudio a 73 pacientes
en las tres localidades de estudio.

Se incluyeron en el estudio pacientes mayores de
cinco anos con diagnéstico de monoparasitemia
por P. vivax, con una densidad parasitaria de
formas asexuadas entre 250 y 100.000 parasitos/pl
de sangre y con temperatura mayor de 37,5 °C o,
en su defecto, con antecedentes de alza térmica
en las dltimas 48 horas.

El diagnéstico microscopico se hizo segun las
técnicas del Programa Nacional de Control de la
Malaria (26) (gota gruesa, extendido sanguineo
con tincion de Giemsa) y la densidad parasitaria se
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calculd por microlitro de sangre, mediante la division
del nimero de parésitos contados, multiplicado por
6.000 y dividido entre 200 leucocitos contados.

Cada muestra fue leida por dos microscopistas
entrenados y, en caso de una discrepancia mayor
de 50 % del resultado de la densidad parasitaria, la
muestra fue leida por un tercer microscopista y el
resultado final se obtuvo del promedio de los dos
microscopistas concordantes, para posteriormente
registrar las densidades parasitarias de formas
asexuadas jovenes del parasito.

Se excluyeron del estudio las mujeres con
embarazo confirmado mediante pruebas rapidas de
embarazo (deteccién de gonadotropina coriénica
humana en orina), los pacientes con signos y
sintomas de malaria grave, con historia de alergia
a medicamentos antipalidicos o con presencia
concomitante de enfermedades graves o crénicas,
y los pacientes que residieran a mas de 30 minutos
de distancia del centro de reclutamiento. Los que
aceptaron participar en el estudio, después de
la firma del consentimiento informado, fueron
seguidos durante 28 dias por parte de los equipos
de investigacion. El dia denle que se hizo el
diagnostico, se denominé dia 0 (cero).

Para el tratamiento se utiliz6 fosfato de cloroquina
(Lote 1365, CIPA S.A. Lima, Peru) a dosis de 25
mg/kg administrada por via oral en tres dias, asi:
los dias 0 y 1 del estudio, se administraron 10 mg/
kg, y el dia 2 del estudio, 5 mg/kg, procedimiento
que fue estrictamente supervisado por el personal
del estudio. A los que presentaron vémito después
de media hora de suministrado el medicamento, se
les administrd un nuevo ciclo de tratamiento con la
misma dosis, y aquellos con mas de dos episodios
de vémito se excluyeron del estudio.

A todos los pacientes se les pidi6 retornar los dias
1,2, 8,7, 14, 21 y 28 de seguimiento, para dar el
tratamiento supervisado enlosdiascorrespondientes
y hacer valoracién clinica, control de temperatura
y medicién de la densidad parasitaria, segun lo
establecido en el protocolo de investigacion.

Después de los 28 dias de seguimiento, todos
fueron tratados con 0,5 mg/kg de primaquina al dia
por via oral, durante siete dias, de acuerdo con el
esquema de tratamiento del programa de malaria
del pais.

Cromatografia liquida de alta resolucion

La segunda fase del estudio consiste en la medicién
de la concentracion de la cloroquina en sangre total,
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mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(High-Performance Liquid Chromatography, HPLC).
Para tal efecto, el dia 2 del seguimiento, antes de
la administracion de la ultima dosis de tratamiento,
se recolectaron 2 ml de sangre mediante veno-
puncion. Se hizo el mismo procedimiento en el
dia de control en el que se encontrd reaparicion
de parasitemia, considerandose tal dia como el
dia de falla terapéutica. Las muestras obtenidas
se refrigeraron a 4 °C hasta el dia de la medicion
de los niveles sanguineos de cloroquina y de su
metabolito principal, la desetilcloroquina, medidos
por HPLC (27). Una concentracion entre 70 y 90
ng/ml de cloroquina, mas su metabolito principal,
desetilcloroquina, es capaz de eliminar el total de
formas asexuadas y sexuadas de P. vivax de la
sangre (28,29). Una concentracion de cloroquina y
desetil-cloroquina mayor de 100 pg/ml, en presencia
de parasitemia después de la conclusion del
tratamiento con 1,5 g de cloroquina, confirma la
resistencia del parasito a dicho farmaco (30-32).

Las condiciones de la cromatografia con que se
trabajé fueron: columna cromatografica, Agilent
Zorbax SIL, empaque silano (correspondiente a
L3 segun USP); detector de fluorescencia, emision
380 nm, excitaciéon 320 nm; fase mévil A, metanol
y dietilamina (100:0,3); fase mévil B, n-hexano,
metilterbutileter y dietilamina (1:1:0,003); gradiente
de flujo, 1,0 m por minuto; volumen de inyeccion, 7
ul, y temperatura de columna, 30 °C.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron mediante una
herramienta disefiada en Microsoft Excel®(33), para
el andlisis de la supervivencia de Kaplan-Meier.
Para el andlisis de frecuencia y de comparacion de
medias, se utilizd el programa estadistico SPSS®,
version 14 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Elaboraciéon de mapas

Para la elaboracion del mapa de referencia, se uso
el software libre Terraview 3.6.0.

Aspectos éticos

Para la elaboracion del presente estudio, se siguieron
las recomendaciones del Comité Nacional de Bioética
de Bolivia para estudios de investigacion biomédica; la
participacion de los pacientes fue voluntaria, avalada
por la firma del consentimiento informado. En caso
de los menores de edad, se obtuvo su asentimiento
informado, ademas del consentimiento informado de
los padres. El protocolo de estudio fue aprobado por
el comité anteriormente citado.
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Resultados
Yacuiba

El estudio en el municipio de Yacuiba se desarrollo
entre septiembre de 2006 y junio de 2007. Se
incluyeron 59 pacientes en el estudio. La media
de edad encontrada fue de 19 afios,y la media
geométrica de la densidad parasitaria del dia 0 fue
de 5.158 parasitos/pl y de 719 parasitos sexuados/
pl (cuadro 1).

En el dia 3 de seguimiento, 24 horas después de
la administracion de la ultima dosis de cloroquina,
se observé la eliminacion del 100 % de las formas
asexuadas. En los controles de los dias 7, 14,
21 y 28 de seguimiento, no se observd ninguna
forma asexuada del parasito. Dos pacientes
abandonaron el estudio, uno en el dia 21 y otro en
el dia 28, mientras que los 57 pacientes restantes
completaron el seguimiento de 28 dias.

La concentracion media de cloroquina y desetil-
cloroquina en el dia 2, antes de la dltima dosis de
cloroquina, fue de 815 ng/ml, registrando un valor
minimo de 144,49 ng/ml y uno maximo de 1.924
ng/ml.

Basado en el andlisis de supervivencia de Kaplan-
Meier, la incidencia acumulada de falla terapéutica
fue de 0, durante todo el seguimiento.

No fue necesaria la toma de una segunda muestra
de sangre para la medicion de cloroquina y
desetilcloroquina porque, después del dia 3 de
seguimiento, ninguno de los 57 pacientes presento
parasitemia nuevamente.

Riberalta

En el municipio de Riberalta, entre junio de 2006 y
abrilde 2007, se incluyeron 84 pacientes en el estudio.

Respuesta terapéutica de Plasmodium vivax a la cloroquina, Bolivia

La media de edad encontrada fue de 27 afos y las
medias geométricas de las densidades parasitarias
del dia 0 fueron de 6.147 parasitos asexuado/pl y 520
parasitos sexuados /pl (cuadro 1).

Luego de finalizar la administracién de cloroquina,
en el dia 3 del seguimiento se observo la eliminaciéon
del 100 % de las formas asexuadas. En el dia
21 de seguimiento, un paciente presenté formas
asexuadas del parasito; lo mismo acontecié con
otros cuatro pacientes en el dia 28 de seguimiento.
Dos pacientes abandonaron el estudio en el dia 3y
otro fue excluido el dia 14 por presentar paludismo
mixto.

La concentracién media en sangre de cloroquina y
desetilcloroquina, el dia 2 antes de la ultima dosis
de cloroquina, fue de 783 ng/ml (valor minimo de
224,73 y maximo de 1.991,19).

Conbase en el andlisis de supervivencia de Kaplan-
Meier, la incidencia acumulada de falla terapéutica
fue de 0,062 (6,2 %) (IC,..,: 0,026-0,142).

95%"
La concentracién de cloroquina y desetilcloroquina
en sangre de los cinco pacientes de Riberalta que
presentaron falla terapéutica durante los dias del
seguimiento, mostrd valores menores de 70 ng/ml.

Guayaramerin

En el municipio de Guayaramerin, de todos los
pacientes atendidos entre agosto de 2006 y febrero
de 2007, se incluyeron 80 en el estudio. La media
de edad encontrada fue de 24 afios y la media
geométrica de la densidad parasitaria del dia 0 fue
de 4.251 parasitos/pl (cuadro 1).

Después de finalizar la administracion de cloro-
quina, en el dia 3 del seguimiento se observo la
eliminacién del 100 % de las formas asexuadas.

Cuadro 1. Datos de inclusion de pacientes al estudio y concentracion de cloroquina y desetilcloroquina, segundo dia de seguimiento

Lugar de Sexo Numero de Edad promedio Temperatura Parasitemia Concentracién
estudio pacientes en afos (rango) promedio promedio media de
(°C) DO* promedio DO CQ-DCQ** (ng/ml)
(parasitos/ul) D2***

Guayaramerin F 34 22 (8-37) 37 4.500 890

M 46 27 (8-60) 38 3.755 760
Riberalta F 25 30 (8-59) 37 4.918 916

M 59 26 (6-60) 37 6.668 731
Yacuiba F 35 16 (5-52) 37 6.156 838

M 24 23 (7-48) 37 3.841 781

* DO0: dia 0 del seguimiento de los pacientes
** CQ-DCAQ: clororoquina y desetilcloroquina
*** D2: dia 2 del seguimiento de los pacientes
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En el dia 21 de seguimiento, un paciente presento
formas asexuales del parasito y siete lo hicieron en
el dia 28. Se presenté un abandono el dia 28 del
seguimiento.

La concentracion media en sangre de cloroquina
y desetilcloroquina en el dia 2 antes de la dltima
dosis de cloroquina, fue de 817 ng/ml (rango:
346,68 - 2.631,15).

Conbase en el andlisis de supervivencia de Kaplan-
Meier, la incidencia acumulada de falla terapéutica
fue de 0,1 (10 %) (IC,.,,: 0,051-0,19).

95%"
La concentracién de cloroquina y desetil-cloroquina
en sangre de los ocho pacientes de Guayaramerin
en los que se evidenci6 falla terapéutica, mostrd
valores inferiores a 70 ng/ml (cuadro 2).
Discusion
Laresistenciade P. vivaxala cloroquina representa
un serio problema de salud publica (34); es asi
que la OMS recomienda cambiar el esquema de
tratamiento con cloroquina cuando existe una tasa
de fallaterapéutica mayor de 10 % evidenciadaenel
dia 28 de seguimiento (35). Sin duda, para muchos
programas de malaria, la cloroquina representa uno
de los medicamentos de primera linea contra la
malaria por P. vivax, por lo cual, tanto la vigilancia
de la eficacia terapéutica del medicamento como
la de la resistencia del parasito al farmaco, son
estrategias importantes en el ambito del control de
la enfermedad en muchos paises.

La importancia de la determinacion de la resistencia
a la cloroquina en Bolivia radica en que el 90 %
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de los casos de malaria son atribuidos a P. vivax,
teniendo en cuenta, ademas, que la enfermedad
tiene dos zonas de transmision bien diferenciadas,
una al norte del pais, en la region amazonica,
donde circulan P. falciparumy P. vivax, y otra en
el Sur de Bolivia, donde la malaria se atribuye
exclusivamente a P. vivax.

El promedio de las concentraciones de cloroquina
y desetilcloroquina en sangre, obtenidas en el dia
2 de tratamiento antes la Ultima dosis, fue de 815
ng/ml en Yacuiba, de 783 ng/ml en Riberalta y de
817 ng/ml en Guayaramerin, datos similares a los
encontrados en otros estudios, cuyas medias fueron
superiores a 700 ng/ml en el dia 2 de seguimiento
(10,36,37). Tales resultados muestran una buena
absorcion gastrointestinal del medicamento en
todos los pacientes del estudio, lo que demuestra
que no existid interferencia en la absorcion del
medicamento.

En las localidades de Riberalta y Guayaramerin, se
registraron casos de falla terapéutica con frecuencias
de 6,2 % y 10 %, respectivamente. Los valores
registrados de cloroquina y desetilcloroquina en
sangre, en el dia de la falla terapéutica en todos los
pacientes de las dos localidades, fueron inferiores
a 70 ng/ml. Sabiendo que la concentracion efectiva
minima del medicamento esta presente todavia a
los 35 dias después de su administracion (29) y
comprobada la buena absorcién gastrointestinal
del medicamento, tanto en Riberalta como en
Guayaramerin, estos resultados muestran que las
recaidas no se debieron a resistencia al medica-
mento, sino a que la concentracion del farmaco

Cuadro 2. Medicion de cloroquina y de desetilcloroquina en sangre total, en pacientes con falla terapéutica. Guayaramerin y

Riberalta
Localidad Cddigo Edad Peso (kg) Dia falla cQ-DCQ cQ-DCQ
terapéutica (ng/ml) D2* (ng/ml) FT**
Guayaramerin G-049 13 50 28 980,99 44,21
Guayaramerin G-052 21 56 28 644,67 65,51
Guayaramerin G-058 22 47 28 1.569,39 49,76
Guayaramerin G-062 25 71 28 1.175,82 47,83
Guayaramerin G-067 18 48 28 1.403,45 43,35
Guayaramerin G-070 36 59 28 1.274,24 69,37
Guayaramerin G-071 32 91 21 2.631,16 44,03
Guayaramerin G-072 25 48 28 574,37 65,2
Riberalta Rib-68 9 28,7 21 1.991,19 62,34
Riberalta Rib-77 33 68 28 1.421,06 24,02
Riberalta Rib-78 18 64,8 28 1.429,87 44,29
Riberalta Rib-82 29 49,4 28 1.233,69 49,07
Riberalta Rib-84 21 66 28 1.261,12 54,87

* Cloroquina y desetilcloroquina en el dia 2 del seguimiento
** Cloroquina y desetilcloroquina en el dia de la falla terapéutica
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estuvo por debajo de la concentracion efectiva
minima.

Los valores por debajo de la concentracion efectiva
minima antes del dia 35 pueden explicarse por
diversos factores que interactéian con el citocromo
P-450 (CYP-450) (38), como las interacciones
medicamentosas, los habitos dietéticos y las
variaciones genéticas del huésped (39-41), las
que pueden potencializar el complejo enzimatico
del citocromo P-450, acelerando el metabolismo
de la cloroquina, con su consecuente eliminacion
prematura.

Sin embargo, para afirmar esto es necesario desa-
rrollar nuevos estudios donde se mida la concentracién
de la cloroquina y desetilcloroquina en sangre al final
de la Ultima dosis del medicamento y al final del
seguimiento, en todos los pacientes de un estudio.

En la localidad de Yacuiba, no se reportaron casos
de fracaso terapéutico, demostrandose que el
farmaco tiene una eficacia in vivo de 100 % para
el tratamiento de la malaria por P. vivax, dato que
confirma el obtenido en la evaluacion de Martinez,
etal., en 2003, en la misma region (18).

En el contexto suramericano, desde Phillips, et al.
(11) en Guyana, donde dos de los tres pacientes
presentaron falla terapéutica, se han realizado
varios estudios, reportandose desde completa
eficacia del medicamento, en los estudios de
Castillo, et al., Villalobos-Salcedo, et al., Blair, et
al. y Martinez, et al., que evaluaron 44, 73, 33 y 60
pacientes, respectivamente, en diferentes puntos
de Suramérica (17,18,42,43), ninguno de los cuales
presentd parasitema recurrente en un plazo de 28
dias, hasta resistencia comprobada, pero con un
riesgo menor de 5 % encontrado en el Peru (15).
En un Gltimo estudio en Manaus, Brasil, se registro
una resistencia del 10 % en 11 de las 109 personas
evaluadas, aparentemente con una concentracion
sérica de 100 ng/ml de cloroquina, en el dia de la
falla terapéutica mayor (16).

A pesar de estos hallazgos, no se ha encontrado
prueba suficiente como para cambiar el esquema
de tratamiento de paludismo por P. vivax en
la region de las Américas, en donde, como en
Bolivia, con estos resultados, la cloroquina junto
con la primaquina contintan siendo el esquema de
primera linea para tratamiento de P. vivax.
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