SERVICE DI LABORATORIO:

LE FARMACORESISTENZE

E IL MONITORAGGIO DEI FARMACI ANTIRETROVIRALI (TDM)

	LE FARMACORESISTENZE
	


Il Laboratorio di Microbiologia e Virologia di Laboraf ha da tempo impegnato importanti risorse nell’ ambito della valutazione delle farmacoresistenze in virologia, sia per rispondere alla domanda interna dell’Ospedale San Raffaele, sia per fornire un servizio più ampio alla comunità medico-scientifica italiana attraverso un’attività di service.

Tali sforzi sono stati sino ad ora premiati da un vasto riconoscimento e confermati dalla richiesta di partecipazione del laboratorio, quale central lab, in numerosi clinical trials. E’ tuttavia noto che, nei settori in evoluzione rapida, è cruciale applicare un costante processo di revisione delle procedure sia scientifiche che tecnico-organizzative. Questa revisione ha portato recentemente il laboratorio a nuove importanti implementazioni di cui vi diamo informazione: 

Resistenza ad inibitori della Trascrittasi inversa 

e della proteasi di HIV-1

Il laboratorio esegue da tempo la ricerca di mutazioni correlate alla resistenza ad inibitori della trascrittasi inversa (RTI) e proteasi (PI).  La analisi del genotipo viene routinariamente eseguita utilizzando l’algoritmo interpretativo HIVDB (Stanford) con l’indicazione di cinque gradi di sensibilità ai farmaci e relativo scoring.

Resistenza ad inibitori della fusione di HIV-1

La ricerca di mutazioni correlate a resistenza ad inibitori della fusione (FI) (Enfuvirtide; T20) viene eseguita mediante sequenziamento diretto della proteina gp41, analizzando i codon del segmento compreso tra i residui 32 e 69 della regione HR1 che essendo il target del peptide T20 è soggetta a mutazioni per pressione selettiva esercitata dal farmaco.

Resistenza ad inibitori dell’ integrasi di HIV-1

Recentemente è stata da noi messa a punto la valutazione genotipica della resistenza ad inibitori dell’integrasi virale (II), mediante sequenziamento dell’intera proteina enzimatica.

Infine, è in corso di valutazione la procedura per la valutazione della resistenza ad inibitori dei corecettori di HIV-1, mediante sequenziamento del gene env, per identificare mutazioni nei residui correlati alla resistenza ad ogni singolo inibitore.

Le indagini sulle farmacoresistenze vengono correlate con tutti gli altri test virologico-molecolari necessari, inclusa la determinazione quantitativa di HIV-1 RNA e HIV-1 DNA (quest’ultima indagine sta emergendo come essenziale in molte condizioni clinche). 

HBV e HCV 

Infine, il laboratorio esegue la valutazione di farmacoresistenze agli inibitori della trascrittasi inversa per virus dell’epatite B (HBV) e la valutazione del genotipo di HCV e HBV non attraverso test di ibridazione (che possono dare risultati equivoci in molti casi), ma mediante sequenziamento diretto e successiva analisi filogenetica. Analogamente il laboratorio esegue tutti i test molecolari e colturali necessari per la valutazione di infezioni virali, batteriche, micotiche e protozoarie dell’ospite immunocompromesso.
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L’impiego della terapia antiretrovirale di combinazione ha migliorato l’outcome clinico dei pazienti con infezione da HIV.

Tuttavia questo successo è limitato dall’elevato numero di fallimenti terapeutici e dalla comparsa di tossicità correlata ai farmaci.

In questo contesto, l’impiego del monitoraggio terapeutico dei farmaci antiretrovirali (definito anche terapeutic drug monitoring –TDM-), in particolare degli inibitori della proteasi e degli inibitori della trascrittasi inversa non nucleosidici, potrebbe avere un ruolo nell’ottimizzazione della terapia antiretrovirale. 

E’ noto che esiste una marcata variabilità interindividuale nella capacità di metabolizzare i farmaci. Ciò comporta variazioni farmacocinetiche da paziente a paziente, cioè la concentrazione nel sangue dei farmaci antiretrovirali varia da soggetto a soggetto a partità di dose assunta. 

Questo rende parzialmente conto delle differenti risposte alla stessa dose di farmaco che variano dalla mancanza di effetti clinici alla comparsa di gravi effetti tossici che si possono osservano nella pratica clinica quotidiana. 

A determinare tale variabilità concorrono fattori di natura diversa quali, fattori fisiologici (età, sesso), patologici ( es. malattie epatiche e renali), ambientali (es. interazioni tra farmaci) e genetici ( variabilità interindividuale nell’attività degli enzimi responsabili del metabolismo di alcuni farmaci). 

Il concetto di individualizzare la dose di un farmaco per raggiungere determinate concentrazioni plasmatiche è già applicato ad alcuni farmaci, quali gentamicina, digossina, gardenale, ciclosporina. 

Questo concetto sembra essere applicabile anche per i farmaci antiretrovirali, dal momento che le concentrazioni plasmatiche per ciascuna molecola presentano una rilevante variabilità interpaziente (variabilità che può essere pari a  10 volte a parità di farmaco somministrato). Questa grande variabilità potrebbe influenzare sia la risposta virologica alla terapia sia la tollerabilità della stessa.

Identificando e correggendo nel singolo paziente le esposizioni sub-ottimali di farmaco antiretrovirale, il TDM può essere d’aiuto nel raggiungere concentrazioni adeguate a prevenire o superare le resistenze virali. 

Il TDM può essere utile inoltre, per valutare le interazioni tra farmaci, sono infatti documentate molteplici interazioni tra antiretrovirale e altre categorie di farmaci (es. antibiotici, antidepressivi, antipsicotici, antiacidi, antiaritmici etc…).

Alcuni eventi avversi correlati ai farmaci e  che determinano discontinuazione della terapia sono direttamente correlati ad alte concentrazioni di farmaco. In alcuni selezionati casi pertanto, una riduzione della tossicità potrebbe essere conseguita riducendo le concentrazioni plasmatiche mediante un aggiustamento del dosaggio. 

Questo aspetto della tossicità è particolarmente attuale nella popolazione con co-infezione da virus dell’epatite B o C. La malattia epatica può influenzare la farmacocinetica dei farmaci che sono metabolizzati dal fegato, è infatti dimostrato che nei pazienti con cirrosi vi è una riduzione dell’eliminazione (clearance) epatica dei farmaci.  

Attualmente sono disponibili tecniche di dosaggio della quantità di farmaco presente nel plasma (TDM) che possono servire ad ottimizzare le dosi da somministrare ad ogni singolo paziente.

Il nostro laboratorio di Tecniche Separative e Tossicologia esegue da alcuni anni il Monitoraggio farmacologico della terapia antiretrovirale con tecniche di HPLC con detezzione  Fluorimetrico: Amprenavir, Atazanavir, Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir, Tipranavir. 

Altri dosaggi sono in via di implementazione.
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