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Resumen La azatioprina es una tiopurina que presenta rango terapéutico estrecho y marcada toxicidad
hematoldgica y hepatica. La tiopurina S-metiltransferasa es una enzima que metaboliza ese grupo
de drogas. Mutaciones en el gen que codifica dicha enzima aumentan el riesgo de presentar eventos adversos,
por lo que su estudio farmacogenético permite contar con informacion para el disefio de la estrategia terapéuti-
ca. Sin embargo, su utilidad en el medio local no estd completamente establecida. Fueron incluidos 45 sujetos
(13 hombres) con indicacion de azatioprina. Se determind la presencia de las mutaciones *2, *3A, *3B y *3C de
TMPT por PCR-RFLP y se analizé la relacion entre el genotipo y la incidencia de eventos adversos relaciona-
dos al farmaco. Nueve portaban al menos un alelo no funcional, uno de ellos con genotipo *3A/*3A. Se detectd
toxicidad en 3 de los 18 que iniciaron tratamiento con azatioprina: 2 pacientes con genotipo normal presentaron
eventos adversos leves, y el Unico evento adverso de gravedad (aplasia medular) ocurrié en el sujeto con ge-
notipo homocigota mutado. El Unico que presenté genotipo homocigota mutado desarrollé el mas grave de los
eventos adversos registrados, a pesar de estar en tratamiento con dosis bajas de azatioprina. Por este motivo,
la determinacion del genotipo de la tiopurina metiltransferasa pareciera ser de utilidad, pero no reemplaza la
necesidad de seguimiento clinico y bioquimico en pacientes en tratamiento con tiopurinas.

Palabras clave: mutacion tiopurina metiliransferasa, eventos adversos por mutacion TPMT, variantes
farmacogenéticas, azatioprina, metabolismo alterado de tiopurinas

Abstract Genetic polymorphisms of thiopurine methyltransferase and incidence of adverse events in
patients with medical indication of azathioprine. Azathioprine is a thiopurine which has a narrow
therapeutic index and marked hematological and hepatic toxicity. Thiopurine s-methyltransferase is an enzyme
involved in the metabolism of thiopurines. Mutations in the gene that encodes the enzyme may augment the
risk of adverse events. For that reason, pharmacogenetic determinations prior to the initiation of therapy can
provide useful information for the future therapeutic strategy. Nevertheless, its utility in the local environment is
not completely established. Forty-five subjects (13 men) who had been prescribed azathioprine were included.
The presence of *2, *3A, *3B and *3C mutations were determined by PCR-RFLP, and the relationship between
genotype and incidence of adverse events related to the drug was analyzed. Nine carried at least one non-
functional allele, one of them with *3A/*3A genotype. Among the eighteen patients who initiated treatment with
azathioprine, toxicity was detected in 3 cases: 2 mild events were observed in patients with normal genotype, and
the only serious event (bone marrow suppression) occurred in the individual with homozygous mutant genotype.
The only homozygous mutant patient developed the most severe of the registered events, in spite of being under
treatment with low doses of azathioprine. This is the reason why enzymatic determination could be of utility, even
though it does not replace clinical and biochemical follow-up in patients under thiopurine treatment.

Key words: thiopurine methyltransferase deficiency, TPMT deficiency, pharmacogenomic variant, azathioprine,
poor metabolism of thiopurines

La enzima tiopurina S-metiliransferasa genera com-
puestos con menor actividad metabdlica de un conjunto
de drogas denominadas tiopurinas, como tioguanina,
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mercaptopurina y su prodroga, la azatioprina (AZA). Las
tiopurinas son utilizadas en el tratamiento de enferme-
dades reumatoldgicas, dermatoldgicas, inmunoldgicas,
hematoldgicas y neoplasicas'*. TPMT, el gen que la codi-
fica, puede presentar mutaciones asociadas a déficit de la
actividad enzimatica, acumulacién de nucleétidos activos
circulantes y mayor riesgo de toxicidad medular grave u
otros eventos adversos (EA) potencialmente letales, aun
con dosis convencionales de tiopurinas’>.
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Distintos autores recomiendan determinar la actividad
de la enzima mediante la fenotipificacién (medicién de la
actividad enzimatica) o genotipificacion (estudio de las
variantes alélicas de TPMT) en los individuos que recibiran
tiopurinas, lo que permitiria ajustar la dosis inicial o elegir
un farmaco alternativo' 2.

Segun nuestro conocimiento, es escasa la informacion
local sobre la frecuencia de dichas mutaciones y de EA
relacionados en sujetos tratados con tiopurinas. El objetivo
del presente trabajo es describir las variantes genéticas
de TPMT en los pacientes con indicacion de tratamiento
con AZAy explorar la relacion entre el genotipo de TPMT
y la incidencia de EA relacionados con el farmaco.

Materiales y métodos

Se obtuvieron muestras de sangre entera entre el mes de
agosto de 2012 y mayo del 2016 para la determinacion geno-
tipica de TPMT en mayores de 18 afios con indicacion de tra-
tamiento con AZA, los que dieron su consentimiento informado
por escrito. Se revisaron las historias clinicas de los mismos
entre junio y septiembre de 2016 para estudiar a aquellos que
habian recibido el tratamiento. Se excluyeron menores de 18
afos y aquellos con neutropenia critica (< 500 neutréfilos/mm3)
previo al inicio de tratamiento con AZA. En todos los sujetos
se registrd sexo, edad, etnia segun criterio del grupo Gladel’,
genotipo de TPMT y si recibid tratamiento con AZA.

El genotipo de TPMT se estudié por reacciéon en cadena de
polimerasa seguido de andlisis de fragmentos post-restriccion
enzimatica secuencia especifica de los amplificados (PCR-
RFLP). Las reacciones que determinan los alelos *3A, *3B
y *3C se realizaron segun Ishioka y col... Para detectar el
alelo *2, se disefiaron cebadores mediante el software Pri-
mer3 (http://primer3.ut.ee/), que introducen un sitio de corte
para la enzima de restriccion Pstl para la secuencia wild
type. La especificidad de todos los cebadores fue analizada
con los programas in silico-PCR de UCSC Genome Brow-
ser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=6031598
77_7aoblLxcODxlYjfnawgSQO6GLVz88) y Primer-Blast de
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.
cgi?LINK_LOC=BlastHome). La visualizacién de los patro-
nes de bandas se realiz6 en geles de agarosa tefidos con
bromuro de etidio y los diferentes genotipos se interpretaron
segun los resultados de las tres reacciones combinadas. Se
clasificaron como homocigota mutado (ambos alelos distintos
de *1), heterocigota (*1/*2, *1/*3A, *1/*3B y *1/*3C) y homo-
cigota normal (*1/*1).

En todos los pacientes se relevé: fecha de inicio de trata-
miento, peso mas préximo, dosis maxima utilizada, tratamiento
concomitante con farmacos que presentaban: 1) EA analogos
(corticoides, metotrexato, hidroxicloroquina y ciclosfosfami-
da) o 2) interacciones (mesalazina, sulfasalazina, infliximab,
alopurinol y naproxeno) con la AZA. También se estudiaron
los diagndsticos que motivaron la indicacién de la tiopurina
y los resultados de hemograma y funcién hepatica previos al
inicio del tratamiento.

Los diagnosticos que motivaron la indicacion fueron cla-
sificados en: trasplante, enfermedad reumatoldgica (lupus
eritematoso sistémico, vasculitis, miositis o sindrome de
superposicién), enfermedad del tracto gastrointestinal y glan-
dulas anexas (hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria o
colitis ulcerosa) y enfermedad neuroldgica (miastenia gravis
o encefalitis autoinmune).
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Se consider6 alteracion funcional hepatica a la elevacion
de los niveles de transaminasas dos veces por encima del
limite superior de la normalidad, al menos en una ocasion. Se
considerd hepatotoxicidad asociada al tratamiento si ocurrié
tras haber iniciado tratamiento con AZA y los valores dismi-
nuyeron al reducir la dosis o interrumpir el mismo® .

Se considerd alteracion hematolégica a la presencia de
leucopenia (glébulos blancos < 3000/mm3)': 12 y/o plaqueto-
penia (< 100 000/mm3)'"y/o anemia (hemoglobina < 12 g/dl en
mujeres o < 14 g/dl en hombres)'3, al menos en una ocasion.
Se considerd mielotoxicidad asociada al tratamiento si ocurrié
tras haber iniciado AZA.

En los pacientes que presentaron toxicidad hematoldgica
o hepatica, se registro la dosis de AZA recibida, hemograma
y valor de transaminasas al momento del EA, asi como el
tiempo de tratamiento. En los individuos que no presentaron
EA, se registro el resultado del ultimo hemograma y valor de
transaminasas disponible.

Las determinaciones de transaminasas hepaticas, aspar-
tato amino transferasa (ASAT) y alanina amino transferasa
(ALAT) en suero se realizaron en autoanalizador Architect
i2000 (Abbott Diagnostics, Estados Unidos de América) por
método UV cinético para ASAT (NADH (sin P-5’-P)) [VN < 41
U/l] y ALAT (NAD (sin P-5-P)) [VN < 42 U/I]. El recuento de
plaquetas, glébulos blancos y rojos y dosaje de hemoglobina
se efectud en plasma obtenido con EDTA en contador hema-
tolégico (Sysmex, Japén).

Los resultados se presentan como mediana y rango en
variables numéricas y como frecuencia o porcentaje en
variables categéricas. Los intervalos de confianza (IC) se
calcularon para el 95%. Se planificé un tamafio de muestra
de 33 personas o mas para una frecuencia esperada de al
menos un alelo no funcional en genotipo TPMT de 14.3%*,
un nivel de confianza del 95% y una semi-amplitud del in-
tervalo de 12%.

El proyecto y el modelo de consentimiento informado
fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, UBA.

Resultados

Se identificaron 45 individuos (13 hombres) con indicacion
de AZA, a quienes se les realizé genotipificacion. Las
frecuencias de genotipo de TPMT fueron: 36 homocigo-
tas normales, 8 heterocigotas (*1/*2n =6, *1/*3An =1,
*1/*3B n = 1) y 1 homocigota mutado (*3A/*3A), para un
total de 9 sujetos con al menos un alelo no funcional (20%;
IC 95% = 16.96-23.04). Dieciocho iniciaron tratamiento
con AZA (Tabla 1), seguidos durante 24 [8-268] meses,
mientras que 27 no fueron incluidos en este andlisis por
recibir tratamiento con drogas alternativas a la AZA o
pérdida de seguimiento. En 3 casos se detecto toxicidad
(Tabla 2); todos recibian la dosis minima recomendada
(1 mg/kg/dia) de AZA al momento del EA. El Unico EA
de gravedad ocurrié en una paciente con genotipo ho-
mocigota mutado; los otros dos EA fueron de resolucion
ambulatoria. A su vez, fue posible evaluar el seguimiento
en 3 de los 8 heterocigotas, que presentaron genotipo
*1/*2 (Tabla 3) y que, tratados con dosis de 1.2-2 mg/kg/
dia no mostraron alteraciones hepaticas o hematoldgicas
atribuibles al farmaco.


http://primer3.ut.ee/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=603159877_7aobLxcODxIYjfnawgSQO6GLVz88
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=603159877_7aobLxcODxIYjfnawgSQO6GLVz88
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
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TABLA 1.— Descripcion de los pacientes que iniciaron tratamiento con azatioprina (AZA); (n = 18)

Caracteristica Valor
Sexo (F:M) 14:4
Etnia* (caucasico: mestizo caucasico-americano) 11:6
Edad al inicio del tratamiento [mediana (rango)] 59 (24-81)
Peso al inicio del tratamiento [mediana (rango)]
Hombres 75.5 (565-87)
Mujeres 70 (42-120)
Enfermedad reumatoldgica 11
Enfermedad del tracto gastrointestinal 4
Enfermedad neurolégica 2
Trasplante renal 1
Farmacos concomitantes?”
Corticoides 16
Hidroxicloroquina 5
5-aminosalicilatos 1
Ciclofosfamida 1
Naproxeno 1
Parametros bioquimicos alterados al inicio*
Anemia 10
Leucopenia 2
Plagquetopenia 0
Transaminasas hepaticas 2

*Un dato faltante
*Ningun paciente recibia alopurinol, infliximab ni metotrexato
&Las definiciones se encuentran detalladas en las secciones Materiales y métodos

TABLA 2.— Descripcion de los pacientes en tratamiento con azatioprina (AZA) que presentaron efectos adversos (EA)

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Genotipo *1/*1 *1/1 *3A/*3A
Sexo Femenino Femenino Femenino
Edad 67 72 77
Etnia Mestizo Mestizo Caucasico
caucasico-americano caucasico-americano
Diagnéstico LES Vasculitis ANCA+, Vasculitis ANCA+
Esclerosis sistémica
Duracion del tto. (meses) 17 1 3
Eventos adversos Leucopenia (2700 GB/mm2) Hepatotoxicidad Aplasia medular (500 GB/ mm3,
(10xVN transaminasas) HB: 7.4 g/l,
plaquetas: 19 000/mma3)
Farmacos concomitantes* Hidroxicloroquina Ninguno Ninguno
Comentarios El EA remitié luego de El EA remitié luego de La PAMO apoyé el diagndstico
suspension de tto. suspension de tto. de toxicidad por farmacos. El

cuadro clinico mejoré luego
de suspension de tto.

LES: Lupus eritematoso sistémico; ANCA: Anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos; GB: Glébulos blancos; VN: Valor normal; HB: Hemoglobina;
tto.: Tratamiento;, PAMO: Puncidn-aspiracion de médula ésea
*Drogas con efecto inductor de leucopenia/hepatotoxico.

Discusion drogas del grupo de las tiopurinas, entre ellas la AZA™.

La AZA es frecuentemente utilizada en diferentes espe-
La enzima tiopurina S-metiltransferasa es parte de una cialidades como ahorradora de corticoides para tratar
cascada enzimatica responsable del metabolismo de las  enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes. La
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TABLA 3.— Descripcion de los pacientes con genotipo heterocigota (*1/*2) en tratamiento con azatioprina (AZA)

Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6

Sexo Femenino Femenino Femenino

Edad 60 24 46

Etnia Caucasico Mestizo caucésico-americano Caucasico

Diagnéstico Vasculitis ANCA+ Miositis Hepatitis autoinmune

Dosis de AZA (mg/kg/dia) 1.2 1.7 2

Tiempo de seguimiento (meses) 31 14 24

16 000/11.8/312 000
4780/14.8/203 000
17/27
18/15

Hemograma previo (GB/Hb/plaquetas)
Hemograma post-tto.

Hepatograma previo (ASAT/ALAT)
Hepatograma post-tto.

Comentarios

2400/10.6/*
2100/10.3/*
93/96
73/107
Leucopenia e higado
graso diagnosticado por PBH
previa al tratamiento

6900/10.3/269000
5500/13.6/227000
212/122
38/30
Hepatitis autoinmune
diagnosticada por
PBH previa al tratamiento

ANCA: Anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos; tto.: Tratamiento; GB: Glébulos blancos; Hb: Hemoglobina;, ASAT: Aspartato amino transferasa;

ALAT: Alanina amino transferasa; PBH: Puncion-biopsia hepdtica
# Recuento de plaquetas: dato faltante

interaccion de la AZA con la enzima genera metabolitos
secundarios; se postula que dichos metabolitos activos, por
ser nucledtidos de tioguanina, son incorporados en el ADN
leucocitario con la consiguiente muerte celular, mecanismo
compatible con la supresién medular que provocan?2.

La actividad de la enzima puede ser determinada en
forma directa por fenotipificacion, o por genotipificacion.
La fenotipificacion mediante el dosaje de la actividad
plasmatica resulta confiable, pero refleja su actividad en
un momento definido y numerosos factores analiticos
pueden afectar la reaccion (ej., transfusiones y factores
fisico-quimicos). Tampoco resulta muy efectiva en iden-
tificar sujetos con baja actividad de la enzima'+8.

La genotipificacion tiene menor variabilidad metodolé-
gica, no se modifica por actividad de la enfermedad ni el
uso de otros farmacos, es menos afectada por factores
pre-analiticos y posee alta especificidad (cercana al
100%) para identificar tanto el genotipo normal en indi-
viduos con actividad normal o alta, como el heterocigota
en individuos con actividad intermedia de la enzima. Las
limitaciones de la genotipificacion se relacionan con la
imposibilidad de detectar variantes alélicas poco fre-
cuentes''¢. Dadas sus caracteristicas, algunos estudios
recomiendan la utilizacion de ambos métodos™ '¢. En la
presente serie se informan los resultados del método
disponible en nuestro centro, la genotipificacion.

El genotipo de TPMT se asocia con el riesgo de EA, in-
cluso mielosupresién, en pacientes que reciben tiopurinas.
Los heterocigotas tienen un 30-60% de probabilidades de
padecer mielosupresion moderada o grave, mientras que
los que presentan dos alelos no funcionales invariable-
mente desarrollan mielosupresion grave' 3569 14,

Las variantes genéticas de los alelos que codifican
para la enzima pueden ser distintas en los individuos de
una poblacién. La mayoria presenta dos alelos normales,
3-14% es heterocigota, y el 0.3% presenta dos alelos no
funcionales®* . Sibien en el presente estudio la frecuen-
cia fue mayor a lo comunicado en la literatura (17.7% de
heterocigotas y 2.2% de homocigotas), el resultado puede
deberse al escaso numero de personas estudiado.

Se han informado hasta 37 mutaciones relacionadas
al genotipo de TPMT, pero cuatro alelos no funcionales
(*2, *3A, *3By *3C) son responsables de 80 a 95% de los
casos de actividad disminuida de la enzima, con algunas
diferencias en la frecuencia observada segun la etnia® .

La variante alélica no funcionante *3A es la mas
frecuente en caucasicos, mientras que *3C es mas fre-
cuente en africanos, afroamericanos y asiaticos, y hay
poca informacién al respecto en poblacién mestiza'”. Un
estudio realizado en 147 personas sanas hallé que la
variante alélica no funcional mas prevalente en Argentina
es la *3A seguida, en frecuencia, de los alelos *2 y *44.
En la presente serie, el alelo mas frecuentemente hallado
fue el *2, seguido del *3A; la diferencia en el alelo mas
informado podria vincularse a una disimil proporcién de
caucasicos y mestizos entre las poblaciones estudiadas,
al bajo numero de la muestra de nuestro estudio o un
posible sesgo en la seleccién de los pacientes al realizar
la genotipificacion segun la actividad enzimatica baja o
nula en el trabajo de Lardvere y col..

Dos de los tres que presentaron EA eran portadores
de genotipo normal. En estudios previos se han comuni-
cado EA en individuos con actividad enzimatica normal, y
podrian explicarse por la presencia de una infeccién viral



VARIANTES GENETICAS DE TPMT

concomitante, la administracion simultdnea de drogas con
toxicidad medular, hepatica o interacciones que aumenten
los niveles séricos de AZA (como los 5-aminosalicilatos,
naproxeno, infliximab y, con menor significancia clinica,
alopurinol, furosemida y metotrexato)® ' '8 e incluso se
ha descripto la presencia de alteraciones y polimorfismos
en otros integrantes de la via metabdlica de las tiopurinas
distintos del TPMT. No encontramos enfermedad clinica
evidente que pueda explicar los EA ocurridos en los dos
pacientes genotipicamente normales (Tabla 2). Respecto
al uso de farmacos concomitantes, ambos se encontra-
ban en tratamiento con bajas dosis de corticoides, y el
que presentd leucopenia recibia concomitantemente
hidroxicloroquina, farmaco ya relacionado con este EA
que podria explicar su ocurrencia. Si bien habian recibido
ciclofosfamida 36-100 dias previos al momento del EA,
es poco probable que su uso explique la mielotoxicidad,
puesto que su vida media es de 7 horas y el menor re-
cuento de granulocitos en sangre periférica ocurre 6-10
dias luego de su administracion™®.

Aunque no podemos descartar la existencia de mu-
taciones de otras enzimas que actuan en la misma via
metabdlica, ni la portacién de otras variantes hipofuncio-
nantes de TPMT no analizadas en el presente estudio,
es poco probable que los EA que presentaron puedan
deberse a estos motivos, puesto que las mutaciones no
pesquisadas en este estudio son de baja prevalencia.

Respecto al que present6 hepatotoxicidad sin causa
aparente, estudios recientes indican que la existencia
de este EA podria estar ligada al uso de AZA mas que al
genotipo de TPMT?.

En la presente serie, si bien se detectaron ocho pacien-
tes con genotipo heterocigota, solo tres recibieron AZA
y ninguno de ellos presenté EA (Tabla 3). Una posible
explicacién es que en los tres casos se utilizaban dosis
de AZA <2 mg/kg/dia, lo que representa una dosis 33%
menor de la maxima utilizable, que coincide con las reco-
mendaciones de ajuste de dosis en sujetos con genotipo
heterocigota?. Posibles explicaciones del escaso nimero
de EA encontrados fueron el tiempo de seguimiento insu-
ficiente (comparado con un estudio de referencia)'’, bajo
numero de sujetos estudiados y la concomitancia entre
las caracteristicas de la enfermedad y el EA. Ejemplo
de esto es que dos de los heterocigotas presentaron
enfermedad hepéatica confirmada por biopsia previa al
inicio del tratamiento, sumado a leucopenia en uno de
ellos. Por otro lado, se podria considerar la existencia de
sujetos hipermetabolizadores que presentan alta actividad
de la enzima entre los heterocigotas, segun comunican
Ansari y col.2".

Si bien se conoce que la prevalencia de individuos con
genotipo homocigota mutado es baja, la ocurrencia de
EA en este grupo suele implicar consecuencias graves
para la salud, no siempre reversibles, con una eventual
carga econémica para el sistema de salud. En este caso,
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el unico paciente que presenté genotipo homocigota
mutado desarrolld, con dosis minima recomendada para
el tratamiento con AZA (1 mg/kg/dia), el EA mas grave
de los registrados: aplasia medular. La toxicidad por far-
macos, cuyo diagnéstico fue apoyado por biopsia, tuvo
como forma de presentacion neutropenia febril, por lo que
conocer el estatus de actividad de la enzima resultaria un
factor determinante en la seguridad de su administracion.

La principal limitacion de este trabajo es el escaso nu-
mero de pacientes que iniciaron tratamiento con AZA entre
aquellos a quienes se les habia realizado el estudio gené-
tico. Hubiera sido interesante comparar las caracteristicas
clinicas y bioquimicas entre grupos segun genotipo, pero
el tamafio de la muestra no permitié realizar estadistica.

La prevencién y posiblemente los costos podrian
justificar la genotipificacion de la enzima previa al inicio
del tratamiento en los individuos con indicacion de AZA.
El costo de tratar una aplasia medular es varias veces
mas alto que el costo de la genotipificacion' 2223, No
obstante, seria conveniente realizar un estudio que incluya
descripcion de costos. La determinacion del genotipo de
TPMT no reemplaza al seguimiento clinico, el monitoreo
hematoldgico y de las enzimas hepaticas en el paciente
en tratamiento con tiopurinas; sin embargo, aportaria infor-
macion valiosa para el disefio de la estrategia terapéutica.
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Arbol de cacao, rama (Theobroma cacao, L.) con “oruga militar del sur”, Spodoptera eridania (Stoll).
Acuarela sobre vitela, 37.7 x 28.4 cm. Lamina XXVI de Dissertatio de generatione et metamorphoibus

insectorum Surinamensium, 1705.

Maria Sibylla Merian nacié en Frankfurt en 1647, naciod, crecio y vivié en una familia de artistas, murié
en Amsterdam en 1717. Fue ilustradora, naturalista, gran observadora dedicada en especial a estudiar
e ilustrar la metamorfosis de los insectos. En 1699 viajé a Surinam (Guayana holandesa) con sus dos
hijas, también ilustradoras. La malaria la hizo regresar a Holanda en 1702. En 1705 publicé su obra
mas conocida, de ella proviene esta ilustracion (ver: Pieters, F. F. J. M., Winthagen, D. Maria Sibylla
Merian, naturalist and artist (1647-1717): a commemoration on the occasion of the 350th anniversity of
her birth. Arch Nat Hist 1999; 26: 1-18. Jones C. Pods, Pots, and Potions: Putting Cacao to Paper in
Early Modern Europe. En: http://publicdomainreview.org/; 27-12-2017).

El chocolate, acusado de causar el feo acné vulgar, es vindicado por disminuir el riesgo de infarto y
enfermedad isquémica de miocardio (Larsson SC, Akesson A, Gigante B, Wolk A. Chocolate consumption
and risk of myocardial infarction: a prospective study and meta-analysis. Heart 2016; 102: 1017-22) y
disminuir el riesgo de la fibrilacién auricular (Mostofsky E, Johansen MB, Tjgnneland A, et al. Chocolate
intake and risk of clinically apparent atrial fibrillation: the Danish Diet, Cancer, and Health Study. Heart
2017; 103: 1163-7). Y, olviddbamos de mencionar, los flavonoides del cacao aumentan las funciones
cognitivas, “contraatacan la declinacion cognitiva” (Socci V, Tempesta D, Desideri G, De Gennaro L,
Ferrara M. Enhancing human cognition with cocoa flavonoids. Front Nutr2017; 4:19).
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