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Resumen

La enfermedad de Chagas afecta aproximadamente a 10 millones de perso-
nas en Sudamérica y 1,5 millones en la Argentina. La transmisién congé-
nita es la méas importante en areas urbanas. Existen dos drogas aprobadas
para el tratamiento: nifurtimox (Laboratorios Bayer) y benznidazol (BNZ)
(Laboratorios Roche, LAFEPE y Elea) que fueron desarrolladas hace mas
de 40 afios y cuya farmacologia y metabolismo en humanos han sido poco
estudiados. La informacién disponible es virtualmente inexistente en nifios
y mujeres embarazadas. Se busca aportar estudios sistematicos hacia una
farmacoterapéutica racional en nifios ya que empiricamente ha demostrado
gran efectividad. Se desarrollaron métodos bioanaliticos aplicables a matri-
ces biolégicas como plasma, orina y leche materna para las drogas madres y
la identificacién de metabolitos en muestras de pacientes bajo terapéutica.
La farmacocinética poblacional pediatrica descripta aqui para BNZ es con-
cluyente respecto de sus diferencias con la farmacocinética en adultos. Se
identificaron tres compuestos presentados como metabolitos del BNZ. La
transferencia de dicho farmaco a la leche materna no supone riesgo para el
lactante. Estos resultados brindan informacién para mejorar los protocolos
de tratamiento existentes buscando una farmacoterapéutica adaptada a la
edad y un uso mas seguro de los farmacos en nifios y eventualmente en
adultos.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; Metabolismo de farmacos; Farmacote-
rapéutica; Bioanalitica; Benznidazol; Nifurtimox; Pediatria; Riesgo en lactancia

Pharmacometric tools for antichagasic drugs applied to
pharmaco and toxicokinetic studies in a paediatric context

Abstract

Chagas disease affects approximately 10 million people in South America
and 1.5 million in Argentina. Congenital transmission is most important in
urban areas. There are two drugs approved for treatment: nifurtimox (Bayer)
and benznidazole (BNZ) (Roche, LAFEPE, Elea),developed more than 40
years ago. Their pharmacology and metabolism in humans have been sel-
dom studied. The information available on children and pregnant women is
virtually non-existent. The aim of this study is to provide systematic studies
towards a rational pharmacotherapeutic sin children, which has been empir-
ically proven to be highly effective. Bioanalytical methods were developed
for plasma, urine and breast milk for parent drugs and for the identification
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of their metabolites in samples of patients under treatment. The pediatric population pharmacokinetics
described here for BNZ is conclusive about their differences from adult pharmacokinetics. Three com-
pounds presented as BNZ metabolites were identified. The transfer of this drug to the breast milk does
not present a risk to the infant. These evidences offer information to improve the existing treatment
protocols, seeking a pharmacotherapy adapted to the age and a safer use of the drugs in children and
eventually in adults.

Key words: Chagas disease; Drug metabolism; Pharmacotherapeutics; Bioanalytics; Benznidazole; Ni-
furtimox; Pediatrics; Lactation risk

Ferramentas farmacomeétricas para antichagasicos, aplicadas a estudos farmaco
e toxicocinéticos em contexto pediatrico

R esumo

A doenga de Chagas afeta aproximadamente 10 milhdes de pessoas na América do Sul e 1,5 milh&o na
Argentina. A transmissdo congénita é a mais importante em dreas urbanas. Existem dois medicamentos
aprovados para o tratamento: nifurtimox (Laboratdrios Bayer) e benznidazol (BNZ) (Laboratdrios Roche,
LAFEPE e Elea), desenvolvidas ha mais de 40 anos, e sua farmacologia e seu metabolismo em humanos
tém sido pouco estudados. A informagé&o disponivel é praticamente inexistente em criangas e mulheres
gréavidas. O objetivo é fornecer estudos sistematicos para uma farmacoterapéutica racional em criangas
visto que foram comprovadas empiricamente como sendo altamente eficazes. Métodos bioanaliticos
aplicaveis a matrizes biolégicas como plasma, urina e leite materno para farmacos-mée e para a iden-
tificacdo de metabdlitos em amostras de pacientes em tratamento terapéutico foram desenvolvidos. A
farmacocinética da populacdo pedidtrica aqui descrita para BNZ é conclusiva em relagdo as suas dife-
rengas com a farmacocinética de adultos. Trés compostos apresentados como metabdlitos do BNZ foram
identificados. A transferéncia do referido medicamento para o leite materno n&o representa risco para o
lactente. Essas evidéncias oferecem informagbes para melhorar os protocolos de tratamento existentes,
buscando uma farmacoterapia adaptada a idade e um uso mais seguro dos medicamentos em criangas
e eventualmente em adultos.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Metabolismo de farmacos; Farmacoterapéutica; Bioanalitica; Benznida-
2zol; Nifurtimox; Pediatria; Risco em amamentacao

Introduccién

El presente articulo se propone como una comunica-
cion breve sobre los trabajos realizados en el marco del
plan de trabajo de Tesis Doctoral de la autora de la pu-
blicacion (1).

La tripanosomiasis humana americana o enferme-
dad de Chagas es causada por un protozoo, Trypanoso-
ma cruzi; se transmite a los hombres fundamentalmente
a través de la picadura de triatominidos infectados, me-
diante transfusiones de sangre de un individuo infecta-
do, por consumo de alimentos contaminados con insec-
tos portadores o por la madre infectada al hijo, como
principales vias.

Afecta aproximadamente a 10 millones de personas
en Sudamérica y 1,5 millones en la Argentina. Hoy la
transmision congénita es la mas importante en areas
densamente pobladas (que incluye al 90% de la pobla-
cion argentina). Es una enfermedad silenciosay en parte
desconocida. Existe una activa investigacion alrededor
del insecto transmisor, las formas de controlarlo y el es-
tudio de su habitat. Se conoce su etiologia, sus formas de
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transmision, su clinica, la forma de diagnosticarla, como
tratarla en algunas fases de su evolucion, las limitaciones
de los actuales farmacos empleados en su tratamiento
y el impacto econémico y social que tiene entre la po-
blacion latinoamericana. El Banco Mundial ha calculado
la pérdida anual debido a la enfermedad de Chagas en
2.740.000 AVAC (Anos de Vida Ajustados por Discapaci-
dad), lo que representa una pérdida econémica para los
paises endémicos de América Latina equivalente a mads
de 6.500 millones de délares norteamericanos al ano (2).
Actualmente s6lo existen dos drogas aprobadas para
el tratamiento de la enfermedad de Chagas: nifurtimox
(NFX) (Laboratorios Bayer) y benznidazol (BNZ) (La-
boratorios Roche, LAFEPE y Elea). Ambas fueron de-
sarrolladas hace mas de 40 anos pero sus propiedades
farmacolégicas no han sido estudiadas en detalle. La
informacion disponible acerca de estas drogas en hu-
manos es rudimentaria en el mejor de los casos, y vir-
tualmente inexistente en poblaciones especiales como
ninos, ancianos y mujeres embarazadas. Hay escasos da-
tos respecto al metabolismo de dichos farmacos y de sus
metabolitos, sobre todo aplicados a estudios en ninos.



Los estudios expuestos son parte del trabajo de un
grupo de investigacion clinica con acceso frecuente a
pacientes, cuyo objetivo es la biisqueda de mejoras en
el tratamiento de pacientes (en especial pediatricos),
por aumento de la tasa de respuesta a la terapéutica y la
disminucién de la incidencia de eventos adversos.

Materiales y Métodos

Con el propésito de estudiar la farmacoterapéuti-
ca se desarrollaron técnicas de laboratorio mediante
HPLC-UV para la extraccioén, deteccion y cuantificacion
de BNZ y NFX en muestras biologicas como plasma,
orina y leche materna. En esta ultima matriz se abordo
un estudio protocolizado de evaluacion de riesgo de ex-
posicion del lactante a los farmacos a través de la leche
materna. A su vez, mediante el uso de espectroscopia de
masa se busco detectar e identificar candidatos a meta-
bolitos de los farmacos en orina (previo tratamiento con
las enzimas beta-glucuronidasa y arilsulfatasas) y plasma
de pacientes bajo terapéutica, y se evaluaron estrategias
para su sintesis como patrén de referencia analitica.

Con las herramientas desarrolladas validadas y me-
diante estudio clinico protocolizado se evalu6 la farma-
cocinética poblacional del BNZ en plasma de pacientes
pedidtricos con enfermedad de Chagas. El muestreo de
pacientes tanto pedidtricos como madres en lactancia
se desarroll6 en el Servicio de Parasitologia y Chagas
del Hospital de Ninos “Ricardo Gutiérrez”.

Todos los estudios clinicos presentados en este traba-
jo se encuentran aprobados y/o conducidos mediante
procedimientos establecidos por los entes competentes
segun corresponda:

e Comités de Etica y de Docencia e Investigacién
del Hospital de Ninos “Ricardo Gutiérrez”.

¢ Administracion Nacional de Medicamentos, Ali-
mentos y Tecnologias Médicas (ANMAT).

e Normas tripartitas estandarizadas (ICH 6)
para la buena practica clinica (GCP), decreto
5330/97-ANMAT.

¢ FEl cédigo de Nuremberg, la declaracion de Hel-
sinki, V enmienda (2000).

® Convencion de los Derechos del Nino amparados
por nuestra Constituciéon Nacional.

Instrumental

Para el desarrollo de los trabajos experimentales se
utilizaron drogas sélidas, solventes organicos e inorga-
nicos y consumibles analiticos e instrumental de uso
habitual en laboratorios en asociacion con técnicas cro-
matograficas.

Los analisis de cromatografia liquida de alta perfor-
mance fueron desarrollados mediante un equipo de
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HPLC Merck-Hitachi LC-6200A y un detector Merck-
Hitachi UV/Vis 1-4250 (Japon). La integracion de
areas de los picos se analiz6 en una primera instancia
mediante un equipo Merck-Hitachi D-2500 Chromato-
Integrator y luego se trabajé con un adquisidor de datos
electronico WinPCChrom 30_ XYReal, mediante CPU.
Los estudios de espectrometria de masa se efectuaron
mediante HPLC-MS/MS en cromatoégrafo liquido Agi-
lent 1200 RRLC con un detector DAD en serie con un
espectrometro de alta resolucion Bruker micrOTOF-
QII con fuente de ionizacion electrospray (ESI). Se traba-
jo en modo positivo. Para MS se utilizé gas seco a una
temperatura de 200 °C con un flujo de 7,0 L/min, con
un nebulizador de gas a una presion de 3,5 Bar y un
voltaje capilar de 150,0 V en modo full-scan en un rango
de m/z de 50 a 800.

Resultados

Las cifras de mérito para los métodos desarrollados
en BZN y NFX, los resultados analizados de muestras
bajo tratamiento y los criterios clinicos que se debian
abordar desde el laboratorio analitico, arrojaron resul-
tados aceptables (Tabla I) (Tabla II).

Las curvas de calibracion realizadas fueron evaluadas
en funcion de los siguientes criterios establecidos para
su validacion:

Selectividad: ausencia de interferencia

® Sensibilidad: limite de deteccion y cuantificacion
<0,01 mg/mL (en funcién de datos bibliograficos
de valores hallados en pacientes adultos: prome-
dio de concentraciéon para BZN en adultos: en
torno a 0,01 mg/mL).

e Exactitud: coeficiente de variacion (CV) <20% en
cada punto del intervalo de trabajo.

® Precision y reproducibilidad en curvas interdias:
CV de la pendiente <5% para cada recta.

e Estabilidad de muestra control de calidad (QC):
CV <5% luego de los distintos periodos de conser-
vacion en freezer.

Con las metodologias validadas (3) se cuantifico BZN
en plasma pedidtrico de 117 muestras pertenecientes a
38 pacientes. Las muestras correspondian a las distintas
etapas del tratamiento (inicio, estado estacionario, des-
pués de la ultima dosis) segtn los criterios de seleccion
de pacientes y obtenciéon de muestras descriptos en el
protocolo del estudio.

La concentracion plasmatica media de BZN hallada
en ninos fue de 4,53 mg/L (rango: 3,73-5,58 mg/L)
que comparada con la media hallada en adultos (4)
(10,96 mg/L, rango: 7,74-15,43 mg/L) fue significa-
tivamente mas baja. Asimismo, dentro de la poblaciéon
pedidtrica, se pudo observar que los ninos menores de 7
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Tabla |. Parametros analizados en los métodos desarrollados para BZN.

instrumental

Rango de Valores Plasma Orina Leche
Exactitud % (-088; 1,27) (-3,17; 1,79) (-4,11 ; 3,48)
Precision % (3,51;5,70) (0,96 ; 1,40) (1,8;1,9)

LOD (0,16 - 0,20) pg/mL | (2,20 — 3,06) pg/mL | (0,27 — 0,54) pg/mL
LOQ (0,45 ;0,56) uyg/mL | (6,01 —-8,57) ug/mL | (0,73 ; 1,48) pg/mL
Rango lineal (LOQ ; 18,10) pg/mL | (LOQ ; 45,0) pg/mL

Selectividad Sin interferencias por metabolitos

Tiempo de preanalisis | 20 minutos 15 minutos 30 minutos

Tiempo de analisis 9 minutos 7 minutos 7 minutos

Eco-compatibilidad Sin solventes clorados

ni cancerigenos

Sin solventes
orgéanicos

Uso minimo de
solventes organicos

Tabla Il. Parametros analizados de los métodos desarrollados para NFX.

Rango de Valores Plasma Leche
Exactitud % (-2,08; 1,91) (-3,02; 5,01)
Precision % (1,34 ; 5,39) (1,84 ; 2,64)

instrumental

LOD (0,62 ; 0,71) pg/mL (1,03 -1,28) ( pg/mL)
LOQ (1,70; 1,93) pg/mL (2,80 - 3,49) pg/mL
Rango lineal (LOQ ; 12,05) pg/mL (LOQ ; 11,25) pg/mL
Selectividad Sin interferencias por metabolitos

Tiempo de preanalisis 35 minutos 30 minutos

Tiempo de andlisis 10 minutos 7 minutos

Eco-compatibilidad

cancerigenos

Sin solventes clorados ni

Sin solventes organicos

anos presentaron concentraciones plasmaticas mas ba-
jas (concentraciéon media de 3,61 mg/L) comparada con
ninos mayores (concentracion media de 6,88 mg/L), lo
que implica que la eliminaciéon de BNZ seria significati-
vamente mayor en ninos pequenos (5). Del analisis de
perfiles cromatograficos de estas muestras se aislaron
algunas de ellas para la busqueda e identificacion de
metabolitos mediante HPLC-MS/MS.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos para el
modelo final, unicompartimental con covariables se
presentan en la Tabla III.

Mediante HPLC-MS/MS se identificaron posibles
metabolitos del BZN en orina pediatrica que aportaron
evidencias para avanzar en el conocimiento del metabo-
lismo del BZN (6).

Las estructuras halladas en orina correspondian a
los compuestos amino-BZN (propuesto en la literatu-
ra como un posible metabolito) (7) y N-hidroxiamino-
BZN. Estos fueron hallados unicamente en los ex-
tractos de las orinas tratadas enzimaticamente (con
B-glucuronidasa y arilsulfatasa), pero estuvieron
ausentes en todos los extractos sin tratar de este

Tabla Ill. Modelo unicompartimental con covariables: peso en el volumen,
edad y peso en el clearence.

Paréametro

Media (95%CI)

Variabilidad interindividuo
(95%ClI)

Modelo final (con covariables)

Ka (h'l)

0,294 0,17 ; 0,606]

246% [99 - 258%]

V/F (L) b, x b, Peso

b, =-5,731-8,106 ; -2,999]

o

b,=0,70710,632; 0.802]

27,05% [5 - 17%]

CL/F (L/h)
b, X b, x Edad + (Peso/70) x b,

b,=0,418[0; 1,654]
b, =0,0049 [0 ; 0,0186]
b, =0,0743 [0 ; 3,497]

43,35% [34 - 100%]

Error residual (proporcional)

27% [22,8 - 32,3%]
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estudio. Ensayos con estas enzimas podrian aportar
informacion inicial respecto de la presencia de me-
tabolitos de fase Il del BZN en muestras de orina hu-
manas. Ambas enzimas convierten metabolitos de fase II
(xenobidticos conjugados con acido glucurénico o
sulfatos) nuevamente en sus respectivos metabolitos
de fase I. En este sentido, la identificacién de am-
bos compuestos unicamente en aquellos extractos
que fueron tratados con alguna de estas dos enzimas,
plantea la posibilidad de proponer que el N-hidroxia-
mino-BNZ y el amino-BNZ podrian ser eliminados en
la orina de manera glucuronizada.

De los estudios por espectrometria de masa en mues-
tras de plasma de pacientes pediatricos, dos especies
pudieron ser detectadas e identificadas: BZN y N-ben-
cilacetamida (NBAA). Los espectros de masas presen-
taron un ion molecular principal con un m/z de 261
coincidente con la estructura del BZN y el otro pico
identificado como ion principal de m/z de 150 presen-
t6 un patrén de fragmentaciéon compatible con los re-
portados en bibliografia (8). La formacion de la NBAA
se propone como producto de clivaje en el grupo alqui-
lo del BZN (9).

En la Figura 1 se propone un flujo de reacciones
desde el BNZ hasta la formacién de estos compuestos
presentados de manera esquematica. El BZN se reduce
a N-hidroxiamino-BNZ para luego reducirse atin mas
formando el amino-BNZ, que luego mediante una ruta
de clivaje podria formar el metabolito NBAA hallado
en plasma.
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Evaluacién de riesgo del lactante para BZN

Un total de 12 mujeres y sus respectivos bebés fueron
enrolados en el estudio. La edad y el peso promedio
para las madres fue de 27 anos (con rango entre 20-
34 anos) y 56 kg (con rango entre 45-110 kg) respec-
tivamente. La edad promedio para los lactantes fue de
5,2 meses (con rango de 20 dias a 13 meses) y un peso
promedio de 7,35 kg (con rango de 4,4-10,2 kg). La do-
sis promedio materna de BZN fue de 5,66 mg/kg/ dia
(con rango de 3,6-6,6 mg/kg/dia).

Las muestras de leche materna fueron tomadas en
promedio a los 9 dias de tratamiento (con rango de
6-34 dias) por lo que se puede asumir que todas las pa-
cientes se encontraban en un estado estacionario de la
terapéutica.

La concentracion plasmatica de BZN promedio
fue de 6,26 mg/L (6,26 pg/mL) (con rango de 0,3-
12,6 mg/L) y 3,8 mg/L (3,8 pg/mL) (rango de 0,3-
5,9 mg/L) en leche materna. La media del cociente en-
tre la concentraciéon de BZN en leche y en plasma fue
de 0,52 (con rango de 0,3-2,79). Se hallé una correla-
cion positiva entre plasma BZN y leche BZN (Fig. 2).

Si se asume una toma de leche diaria de 150 mL/kg
de peso/diay se multiplica la concentraciéon puntual en
leche se obtiene la dosis de BZN absoluta del lactante
en mg/kg/dia. La estimacion de la dosis de BZN pro-
medio recibida por los bebés a través de la leche seria
de 0,65 mg/kg/dia, valor que representa un promedio
de la dosis relativa del lactante de 12,3% (con rango

o
BZN
HO OH
HO OH )
HO OH -

Metabolitos de fase Il

N-bencilacetamida
(plasmatica)

Figura 1. Esquema del flujo de reacciones de la reduccién del BNZ para dar N-hidroxiamino-BNZ, amino-BNZ
y la obtencién por clivaje de la N-bencilacetamida.
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Figura 2. Correlacion entre la concentracion BZN en plasma
vs. en leche materna.

de 5,5%-17,0%) de la dosis diaria materna corregida
por peso. E145% de las madres tuvo reacciones adversas
al medicamento, dos de ellas (18%) de caracter mode-
rado, por lo que debieron discontinuar el tratamiento
luego de 19 y 22 dias. Una paciente tuvo reacciones
adversas al medicamento de caracter severo luego de
26 dias de tratamiento, por lo que también éste se sus-
pendi6. Luego de la hospitalizacion la paciente se recu-
per6 completamente y su hijo no present6 senales de
reacciones adversas en ningiin momento. Estos fueron
los unicos casos en los que la lactancia tuvo que ser
discontinuada debido a la severidad de las reacciones
maternas.

Discusion y Conclusiones

El desarrollo de técnicas de laboratorio que permi-
tan el dosaje de firmacos en matrices como las expues-
tas aqui, permiten dotar de herramientas necesarias
para el monitoreo terapéutico de estas drogas, evaluar
nuevos marcadores farmacométricos tempranos de
eventos adversos a la terapéutica, y finalmente son la
base analitica necesaria para nuevos estudios clinicos.

En cuanto a los alcances farmacologicos, el estudio
de la farmacocinética poblacional del BZN persigue
mejorar los protocolos actualmente existentes para per-
mitir un uso mas seguro y racional de los firmacos en
ninos y eventualmente en adultos.

Respecto de los resultados encontrados en la leche
materna para BZN, éstos habilitarian la farmacoterapia
para Chagas en madres en etapa de amamantamiento,
que al momento, por principio de precaucion —ausen-
cia de datos- se encuentra no indicada (fuera de pros-
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pecto). Al momento del cierre del trabajo de tesis, no se
encontraba concluido un estudio andlogo en leche ma-
terna para el NFX. Sin embargo, los dosajes realizados
para este farmaco en leche materna fueron significati-
vamente bajos y luego en trabajos propios posteriores
se proponen resultados coincidentes para este farmaco
respecto a lo concluido para el BZN.

Por otro lado, los metabolitos hallados en plasma y
orina, si bien requieren confirmacién y cuantificaciéon
en los distintos compartimentos organicos y la dilucida-
cion de la ruta metabolica correspondiente, tienen un
gran significado para la clinica y la farmacologia del tra-
tamiento de la enfermedad de Chagas. Efectivamente,
es la primera vez que se identifican posibles metaboli-
tos de la droga madre, a partir de estudios realizados en
pacientes bajo terapéutica, reportados antes desde estu-
dios con animales. Finalmente, es la primera vez que se
propone la glucuronizacién como una ruta probable de
metabolizacién del BNZ, para su eliminacion por orina.
En busca de corroborar estas afirmaciones, se pueden
plantear estudios a futuro con el fin de buscar y/o de-
tectar estos compuestos glucuronizados en muestras de
orina de 24 h.

Es de suma importancia para las politicas de salud
publica asociadas al monitoreo terapéutico de farma-
cos, el hecho de poder contar con personal técnico-
profesional entrenado y capacitado para el dosaje en
matrices biolégicas de interés clinico y en el area pedia-
trica mediante técnicas por HPLC.
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