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Resumen

En Argentina se estiman en 126.000 a las personas infectadas con HIV y en 1.600.000 a las
infectadas con Trypanosoma cruzi y no es infrecuente en la practica clinica el diagnostico de
coinfeccién. Las reactivaciones por T. cruzi, como infecciones oportunistas tiene una
mortalidad de entre 79 y 100%, indicando ser una situacion de altisimo riesgo para el
paciente. El tratamiento farmacolégico tripanocida con Benznidazol (BNZ) en la fase cronica
es una estrategia para reducir el riesgo de la reactivacion en pacientes con HIV. Sin
embargo, la informacion sobre la interaccion del BNZ, con los medicamentos
antirretrovirales es inexistente, escaso el conocimiento respecto de la cinética parasitaria y
viral y su asociacion con la clinica en los pacientes coinfectados.

Objetivos y Metodologia:

Revalidar bioanalitica para medir BNZ en plasma y liquido céfalo raquideo (LCR) mediante
HPLC/UV/IMS-MS, en presencia de antiretrovirales, y su adecuacion como método
multianalito para estudios farmacocinéticos y farmacolégicos.

Evaluar muestras de pacientes HIV seropositivos y Chagas en su etapa silenciosa y
pacientes HIV inmunodeprimidos con Chagas reactivado, ambos bajo tratamiento con BNZ y
comedicacion antiretroviral.

Resultados

De muestras de 7 pacientes en distintos estadios de la enfermedad: dos muestras de LCR
presentaron valores de BNZ bajos (< 1 pg/mL) y el resto presentd niveles no detectables. De
las muestras de plasma cerca del 70% presentaron concentraciones por encima del valor
asumido como tripanocida (2 pg/mL). La informacién generada y su vinculaciéon con la
clinica pretenden aportar a la mejora de los protocolos preventivos del tratamiento en

pacientes HIV seropositivos.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, HIV, coinfeccién, Benznidazol.
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Introduccién

Actualmente existen dos farmacos con
actividad tripanocida, benznidazol (BNZ) y
nifurtimox, aprobados para su uso en
seres humanos para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas (ECh). Ambos
medicamentos son eficaces para curar la
enfermedad en la etapa aguda, aunque

la eficacia disminuye a medida que la
enfermedad evoluciona a etapas de
cronicidad. En las reactivaciones, el
tratamiento tripanocida debe iniciarse de
manera inmediata. 3738

Se estima que en Argentina existen
1.600.000 infectados por T. cruzi vy
126.000 infectados por

el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). ! Suponiendo independencia de los
factores de riesgo de infeccién entre una y
otra poblacién, el universo de personas
coinfectadas en Argentina seria del orden
de 4.500 personas. Son escasos los datos
de prevalencia en Argentina de ambas
infecciones simultdneas, reportandose
valores de entre 3 y 7,8% para
prevalencia de T. cruzi en poblacién con
VIH, consistentes con el valor
estimado.?101!

Los pacientes coinfectados pueden
presentar reactivaciones por T. cruzi,
consideradas infecciones oportunistas y
gue han sido reportadas en la literatura

cientifica desde 1990.° Se define a la
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reactivacion como la deteccion de T. cruzi
por examen microscopico de la sangre
periférica o del liquido cefalorraquideo. %!
Habitualmente las reactivaciones en
pacientes VIH con grave
inmunocompromiso se presentan como
meningoencefalitis difusa aguda y/o
miocarditis.

La mortalidad reportada en Argentina para
la reactivacion es de entre el 79 y el
87,5%, 5,22 y en una revision en Brasil dio
a la coinfeccién T. cruzi/VIH una sobrevida
promedio de 10,6 meses, 7 indicando que
este cuadro es una situacion de altisimo
riesgo para el paciente.

Este escenario de mal prondstico ante una
posible reactivacibn por T. cruzi en
pacientes VIH, hace necesario definir
estrategias para su prevencion. Se han
sugerido estrategias de terapia

anticipada ("preemptive therapy") que
consiste en el monitoreo de cargas
parasitologicas e inicio de tratamiento
tripanocida ante el aumento de la misma,
previo a la visualizacion del parasito por
métodos tradicionales  Esta es la misma
estrategia utilizada en el modelo de
pacientes trasplantados con
inmunodepresiéon inducida, donde en una
serie de casos se demostré que anticipa el
diagndstico convencional de reactivacion
de la ECh en aproximadamente un mes.®

Esta estrategia ya es ampliamente
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utiizada y tiene excelentes resultados
para el manejo de pacientes con
trasplante e infeccién por citomegalovirus.
2 Sin embargo, para T. cruzi aun faltarian
mayores datos para su validacion, ya que
las PCR pueden ser positivas en
pacientes con infeccién cronica por T.
cruzi, sin ningiin inmunocompromiso y sin
ninguna reactivacion.

Nuestra propuesta es la aplicacién de un
protocolo farmacol6gico tripanocida en
pacientes con VIH e infeccién crénica por
T. cruzi, para potencialmente reducir el
riesgo de reactivacion,
independientemente  del grado de
inmunocompromiso. Esto se sustenta en
las guias y recomendaciones nacionales e
internacionales sobre la ECh, donde el
tratamiento tripanocida es una opcién en
pacientes adultos con infeccién crénica; y
se justifica en estudios donde se aportan
datos consistentes sobre el efecto
tripanocida del BNZ en poblacién adulta
con ECh crénica.*1"18

Sin embargo, siendo escasos los datos
respecto de la farmacocinética y la
BNzY?2  son

referidos a la

farmacodinamia  del
inexistentes aquellos
interaccion farmacolégica entre el BNZ y
los antiretrovirales o a los eventos
adversos del BNZ bajo las condiciones
existen

descriptas. Tampoco

metodologias analiticas que permitan un
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seguimiento  farmacocinético de la
terapéutica.

El escaso desarrollo analitico aplicado a
drogas antichagésicas, ha sido en buena
parte  aportada por investigadores
integrantes de nuestro grupo de trabajo >
1519 pero no se han evaluado las drogas
antirretrovirales como posibles
interferencias bioanaliticas, dato clave a la
hora de validar los dosajes de estos
farmacos y sustentar sobre bases firmes

las conclusiones farmacoldgicas.

Objetivos

Revalidacién bioanalitica para medir BNZ
en plasma y liquido céfalo raquideo (LCR)
mediante HPLC/UV/MS-MS, en presencia
de antiretrovirales, y su adecuacion como
método para estudios farmacocinéticos y
farmacologicos de pacientes
comedicados.

Evaluar muestras de pacientes HIV
seropositivos y Chagas en su etapa
silenciosa y pacientes HIV
inmunodeprimidos con Chagas reactivado,
ambos bajo tratamiento con BNZ vy

comedicacion antiretroviral.

Materiales y Métodos

Revalidacion del método bioanalitico
disefiado para la medicibn de BNZ en

plasma:
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Se estudid su papel como interferencias
analiticas en la determinacién de BNZ
farmacos

para un conjunto de

coexistentes en la practica médica

habitual en pacientes coinfectados

Chagas/HIV, en esta instancia en
pacientes con reactivacion de la infeccion
por T. cruzi.

Estos farmacos incluyeron antibioticos,
antiparasitarios y antifangicos
(sulfadiazina, sulfametoxazol, trimetoprima
(cotrimoxazol), anfotericina, fluconazol,
clindamicina, pirimetamina, nitazoxanida, ,
ciprofloxacina, cefepime y azitromicina),
antiretrovirales (levetiracetam, TDF/3TC,
ATV/r y ganciclovir), anticonvulsivantes y
psicotrépicos (fenitoina, fentanilo,
lorazepam, clonazepam y amitriptilina),
corticoides (dexametasona, prednisona y
meprednisona,), antieméticos y otros
coadyuvantes terapéuticos
(metoclopramida, leucovorina, acido félico

y escopolamina), AINEs (ibuprofeno) y

antihistaminicos (ranitidina y
fexofenadina).
Revalidaciéon del método bioanalitico

disefiado para la medicibn de BNZ en
plasma, para ser utlizado con la matriz
LCR. Debido a la naturaleza de la matriz
utilizada y de que los métodos de
obtencibn de la misma resultan
medianamente invasivos, es que se

trabaj0 en una primera instancia con
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muestras de LCR bovino (no medicado),
donado como una colaboracion de
colegas de la Facultad de Veterinaria de la

UNLP.

Resultados y Discusion

Para la dilucidacién de las interferencias
se estudiaron las propiedades analiticas
de cada una de estas sustancias en el
contexto del método cromatografico ya
puesto a punto por el grupo, que
incluyeron los tiempos de retencién y los
perfiles de absorbancia.

El analisis consistié en la preparacion de
soluciones de patrones analiticos a partir
de las drogas puras, para su evaluacion
cromatografica bajo las condiciones de
trabajo que para el método de
cuantificacion de BNZ.

Se descartaron como posibles
interferentes a la gran mayoria de las
drogas evaluadas (presentadas en el
punto anterior). Se continu6é con estudios
alternativos para el caso de Fluconazol y
Sulfametoxazol. Para los cuales se
armaron curvas de calibracion para ambos
farmacos en conjunto con
concentraciones constantes de BNZ.
Finalmente se concluyd que a las
condiciones de trabajo del método para la
cuantificacién de BNZ y en el rango clinico
de concentraciones del mismo, ambos

farmacos no presentaron interferencias
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gue sean significativas en la cuantificacion Residual Sum of 1.8473E13
Squares
del BZN. Adj. R-Square 0.99882

= peak area transicion 261/91
Linear Fit of peak area trans

Para las evaluaciones en la matriz LCR:

Se abord6 con estas muestras el proceso

1.20E+008

de extraccién y cuantificacion de una serie

de curvas de calibracién. Se abarcé un

6.00E+007 4

rango de concentraciones lo

peak area transicion 261/91

suficientemente amplio debido a la falta de

0.00E+000 4

informacion existente respecto a las

T T T 1
0 2 4 6

Analyteccn

concentraciones de BNZ esperadas en

dicha matriz.
) Parametros curvas: Pls BZN transicion 261/91:
La respuesta analitica de estos ensayos cc tedrica (ng/mL) area pico transicion
¢ . and d 261/91
ue positivas, arrojando curvas e 0 1 98E405
calibracion con parametros aceptables 0 5.00E+05
P P 0 3.75E+05
para ser utilizados en la cuantificacion de 0.125 1.54E+07
] 0.125 1.65E+07
BNZ en muestras de pacientes 0.376 8.98E+06
infectad limedicad 0.376 1.02E+07
coinfectados, polimedicados. 113 1.88E407
Se presentan los parametros de las 113 4.33E+07
1.13 4.81E+07
curvas de calibracién de la misma: 2.82 9.74E+07
2.82 9.13E+07
2.82 9.53E+07
Pardmetros curvas: LCR BZN transicién 261/91: 4.96 1.55E+08
o L - o TanSiGi 4.96 1.52E+08
cc tedrica (ng/mL) area pico transicion 102 > 55E108
261/91 10.2 2.44E+08
0 2.35E+06 : :
0.094 3.37E+06
0.094 6.48E+06 Valor Standard error | (ng/mL)
0.282 8. 18E106 Ord 1.28806E7 | 4.03937E6 LOD:
0.282 9.01E+06 Origen 0.5411
101 > 70E107 Pendiente | 2.46313E7 | 986049.20434 | LOQ:
1.01 2.84E+07 1.4759
2.54 7.27E+07 :
254 6.96E+07 Number of Points 17
4.96 1.38E+08 Degrees of Freedom 15
Residual Sum of 2.56173E15
Squares
Valor Standard error | (ng/mL) .
ord 1.3335E6 | 627327.21851 | LOD: Adj. R-Square 0.97496
Origen 0.0754
Pendiente | 2.74551E7 | 314760.4143 | LOQ:
0.2056
Number of Points 10
Degrees of Freedom 8
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pacientes coinfectados sin reactivacion de

2.00E+008

PeakArea

1.00E+008 1

0.00E+000 L]

0 5 10
Analyteccpls26

Se midi6 BNZ en 18 muestras de plasma
y 5 muestras de LCR de siete pacientes
con reactivacion de la enfermedad de
Chagas bajo tratamiento en contexto de
internacion por la gravedad del cuadro
clinico.

El rango de concentracién hallado para
BNZ fue de (0.1 - 9.4)(ug/mL) para las
muestras de plasma y de (LDD -

0.1)(ug/mL)

Conclusiones
Se pretende aportar elementos para
evaluar si la estrategia de tratamiento
tripanocida durante la fase crénica reduce
el riesgo de reactivacion de T. cruzi en el
seguimiento prolongado en la coinfeccion
con VIH.

Se propone continuar y contrastar los
resultados bioanaliticos con datos clinicos
y farmacoldgicos y con la dinamica de las
PCR

la fase prospectiva de

cargas parasitarias medidas por
evaluadas en

estudio clinico préxima a iniciarse en
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la enfermedad de Chagas.

Dado que la farmacologia de las drogas
antirretrovirales es mejor conocida, los
datos obtenidos en pacientes medicados
simultineamente con éstos y BNZ,

complementan la escasa informacién
existente respecto de este ultimo, por
ejemplo en cuanto a cuales son las vias
metabdlicas principales para la
eliminacién del BNZ.

Es decir, con los datos de interaccion
establecerse

farmacocinética, podrian

hipétesis respecto de cuales son las
enzimas involucradas en el metabolismo
del BNZ.

La informacibn que se desprenda

pretende profundizar situaciones
particulares respecto a la farmacologia de
las drogas antirretrovirales en pacientes
tratados con BNZ, aportando también a la
mejora de los protocolos preventivos del
tratamiento en pacientes VIH

seropositivos. ElI modelo de trabajo
propuesto es también extrapolable a otros
contextos en donde se
BNZ en

inmunodeprimidos, como es el caso de los

requiere el
tratamiento con pacientes
pacientes trasplantados, diagnosticados
con ECh en una etapa silenciosa de la
infeccién, que se encontrardn en un gran
riesgo de reactivacion frente al tratamiento

de soporte con inmunodepresores.
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