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El albendazol y el mebendazol, antiparasitarios de amplio espectro, son los farmacos
de eleccion para el tratamiento oral de la trichinellosis, enfermedad parasitaria
causada por el helminto Trichinella spiralis. Sin embargo, ambos pertenecen a la
Clase II del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, por tener una solubilidad
acuosa extremadamente pobre que limita su absorcion oral. Actualmente estos
benzimidazoles se consideran efectivos cuando son administrados en la fase aguda
de la trichinellosis. Ya en la cronicidad, como consecuencia de la baja solubilidad en
agua, solo pequeiias cantidades de faArmaco logran alcanzar las larvas encapsuladas,
limitando la efectividad antiparasitaria. Por ello, se propuso como objetivo de este
trabajo obtener formulaciones con mayor solubilidad, que potencien la actividad
antihelmintica de estos farmacos y actiien sobre las distintas etapas del ciclo de
Trichinella spiralis. Los nuevos sistemas terapéuticos de albendazol consistieron en
20 formulaciones microcristalinas obtenidas por precipitaciéon controlada y secado
por aspersion, empleando diferentes polimeros en la estabilizacion. Para
mebendazol se prepararon un sistema nanoparticulado (NP) por secado por
atomizacion y un complejo de inclusién con citrato de (-ciclodextrina (Comp). La
evaluacion de la eficacia terapéutica de las nuevas formulaciones se hizo en ratones
de ambos sexos del modelo murino de trichinellosis CBi-IGE, utilizando las lineas
CBi+ y CBi/L que muestran fenotipos extremos de susceptibilidad al parasito. El
efecto de las formulaciones sobre la carga parasitaria se analizé en las fases
intestinal, migratoria y cronica de la enfermedad, evaluandose también los posibles
efectos adversos del tratamiento. Los protocolos de tratamiento consistieron en
dosis bajas de antiparasitario, administradas por periodos cortos (3 dias) cuando
las formulaciones actualmente en uso se dan en dosis altas y/o por periodos mas
prolongados. En este modelo experimental y en las condiciones en que se hicieron
los experimentos, no se observaron efectos adversos debidos a la infeccion o los
tratamientos. Los microcristales de albendazol a base de hidroxietilcelulosa (S4A) y
quitosano (S10A) mejoraron significativamente la actividad antiparasitaria del
ingrediente farmacéutico activo. Si bien albendazol, S4A y S10A fueron igualmente

efectivos cuando se administraron en la etapa aguda de la infeccion, en la etapa
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migratoria los ratones macho tratados con S4A y S10A redujeron a la mitad la carga
parasitaria muscular en comparacién con los que recibieron albendazol puro. En la
etapa cronica sélo los machos de la linea CBi/L tratados con S10A mostraron una
eficacia terapéutica mejor que el albendazol. Asimismo, la nanoparticula y el
complejo de inclusién de mebendazol desarrollados mejoraron las propiedades
biofarmacéuticas del farmaco y, al ser administrados en la fase crénica de la
trichinellosis, aumentaron significativamente la eficacia terapéutica en
comparaciéon con el mebendazol puro, tanto en machos como en hembras. El modelo
murino de trichinellosis utilizado en esta tesis permitié examinar la compleja y
dinamica relacion entre hospedero - parasito - farmaco ademas de corroborar la
influencia del genotipo y sexo sobre la respuesta farmacoldgica. Uno de los
beneficios de un desempefio mejorado de una formulacion es la posibilidad de usar
dosis mas bajas del ingrediente activo in vivo, que seria menos tdéxico para el
hospedero y permitiria tratamientos mas prolongados. La mejora en las
propiedades farmacocinéticas de las formulaciones desarrolladas se reflejé en una
disminucién significativa de la carga parasitaria muscular, en comparacién con los
grupos control y benzimidazol puro. Los resultados mostraron que las
formulaciones serian sistemas adecuados para tratar la infeccion por Trichinella

spiralis en la fase crénica.



Introduccién

1.1. Introduccion

Las enfermedades desatendidas son un conjunto diverso de infecciones
bacterianas, virales, fungicas y parasitarias. Son consideradas endémicas y
afectan a mas de mil millones de personas en 149 paises. Prevalecen en paises
subdesarrollados o econdmicamente desfavorecidos (Burgos et al., 2020). La
prevencion y el control de estas enfermedades generalmente relacionadas con
la pobreza, requieren un abordaje multidisciplinario, muchas veces basado en
acciones dirigidas al control de los vectores, con el fin de reducir el impacto

negativo sobre la salud y el bienestar social y econémico.

Las enfermedades producidas por parasitos se caracterizan por ser crénicas.
El parasito depende metabolica y evolutivamente del hospedador, tendiendo
a un equilibrio complejo y durable entre ambas especies (Barriga, 1999). La
agresion parasitaria es limitada por la respuesta inmune sin lograr, en la
mayoria de los casos, la eliminaciéon completa del agente extrafio. Aunque
raramente causan la muerte, los parasitos suelen estar asociados a niveles
elevados de morbilidad e imponen una carga econémica importante en las

areas donde la infeccion es endémica (Onah & Nawa, 2000).

La endemicidad de las parasitosis es el resultado de un proceso dindamico,
basado en infecciones repetidas, en el cual intervienen multiples factores
interrelacionados entre los que pueden mencionarse factores ecoldgicos,
inmunologicos, genéticos, fisiologicos y nutricionales, todos ellos enmarcados
en condiciones socioeconomicas y culturales que favorecen la presencia de
dichas enfermedades. Por otra parte, los fendmenos migratorios amplian los
limites geograficos de algunas enfermedades creando nuevos problemas de

salud publica en areas no afectadas previamente.

Las poblaciones mas expuestas a las infecciones parasitarias son aquellas que
viven en dareas donde carecen de acceso a los servicios basicos, agua,
saneamiento, vivienda y transporte. Debido a que no representan un mercado

econOmicamente atractivo, existe un escaso interés desde las industrias
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farmacéuticas y biomédicas en lograr mejores tratamientos para combatir
estas enfermedades. La quimioterapia disponible contra las parasitosis
intestinales son albendazol, mebendazol, levamisol y pirantel. Estos
antihelminticos estan actualmente en la lista modelo de la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) de medicamentos esenciales para el tratamiento y control

de estas enfermedades desatendidas.

Los brotes de estas enfermedades suelen ser frecuentes debido en gran parte
a su naturaleza zoonética, que no se reconoce al comienzo de la enfermedad,

por lo que puede propagarse de forma inadvertida durante cierto tiempo.

Actualmente, la trichinellosis es una de las enfermedades desatendidas mas
prevalentes del mundo (Jin et al, 2020). Es una enfermedad parasitaria de
origen alimentario causada por nematodos del género Trichinella. Estos tienen
la capacidad de infectar a mas de 150 especies de mamiferos domésticos y
silvestres y, si bien todas las especies son potencialmente patégenas para el
ser humano, el principal agente etiol6gico causante de la enfermedad humana
es Trichinella spiralis. La trichinellosis se considera la séptima parasitosis mas
importante a nivel mundial (Mufoz-Carrillo et al, 2018). Su diagndstico y
tratamiento en estadios tempranos resulta dificultoso y ain no se han

encontrado tratamientos lo suficientemente efectivos para limitar la infeccién.

Ante esta problematica terapéutica, la investigacion cientifica en el desarrollo
de tratamientos mas eficaces es de relevancia directa para la salud humana y
animal. La implementacién de nuevas estrategias farmacéuticas, tales como
farmacos mas eficaces, evaluacion optimizada de su eficacia y marcadores para
posibles resistencias a antihelminticos mejorados, seran necesarias para

lograr la reduccién de la morbilidad o eliminaciéon de la infeccidn.

1.2. Trichinellosis

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria de origen alimentario causada
por nematodos del género Trichinella (Bruschi 2012; Krivokapich et al., 2012).
Esta zoonosis se produce por el consumo de carne o derivados carnicos, crudos
o mal cocidos, de diferentes especies infectados con larvas musculares de

Trichinella (Murrell, 2016).
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De todas las especies del género Trichinella, T. spiralis es la causante de la
mayoria de las infecciones de trichinellosis en humanos en el mundo y, de las
32 especies de nematodos capaces de infectar al hombre, se ha sefalado a ésta
como la mas peligrosa (Ramirez Valenzuela, 1981). Su patogenicidad es mayor
que la del resto de las especies del género debido a su alto indice de capacidad
reproductiva y a la intensidad de la reaccién inmunoldgica que desencadena
en el hospedador (Pozio et al., 1992; Pasqualetti, 2014). A causa de su baja
especificidad para reproducirse y mantenerse en distintos ambientes, T.
spiralis es capaz de afectar a mas de 100 especies de mamiferos, aunque
también se la ha encontrado en pajaros, reptiles y artréopodos (Kapel, 2000),
los cuales se comportan como reservorios y fuentes de infeccion para el
hombre. Este amplio rango de vertebrados capaces de infectarse con el
parasito es el responsable del mantenimiento de la infeccion en la naturaleza,
actuando la especie humana como fondo de saco epidemiolégico en el proceso
de transmisiéon (Ramirez Valenzuela, 1981). Una importante adaptacién del
parasito es el metabolismo anaeroébico utilizado por las larvas musculares para
promover su supervivencia en cadaveres en descomposicién, facilitando asi su
transmision (Despommier, 1990). Cuanto mayor sea la persistencia de larvas
viables en la carne en descomposicion, mayor es la probabilidad de ser

ingerida por un animal carrofiero.

Hasta el momento se han hallado vertebrados infectados en todos los
continentes, con excepcion de la Antartida. En Argentina, se la considera una
enfermedad endémica con picos epidémicos, donde la endemicidad en el
hombre se debe principalmente a las pautas culturales por las que el consumo
de alimentos conteniendo carne cruda o semi-cocida es habitual. En nuestro
pais, la principal fuente de infeccion para el ser humano es el cerdo (Pozio,
2007; Murrell, 2016), aunque también existen otras, como el jabali o el puma
(Ribicich etal, 2005; Cohen et al, 2010). Con respecto a los cerdos domésticos,
la parasitosis esta estrictamente relacionada a las condiciones de crianza de
los mismos, especialmente la alimentacién y presencia de animales
sinantropicos en criaderos o basurales cercanos. La crianza sin las medidas de
control adecuadas, el consumo domiciliario de cerdos, la elaboracion y venta

clandestina de subproductos crudos sin control en la faena, y la voluntad y



Introduccion [N

apetencia de los consumidores por estos productos, perpetian la transmisién

de esta parasitosis.

1.2.1. Caracteristicas de la enfermedad

Con la finalidad de mantener su ciclo de vida, los parasitos nematodos
establecen infecciones cronicas que impactan de manera importante en la
salud del hospedero (Zaph et al, 2014). Asimismo, la evolucién de la
enfermedad esta relacionada con la edad, sexo, estado inmunoldgico y salud

general de la persona infectada (Cap6 & Despommier, 1996).

El curso clinico de la trichinellosis humana puede describirse en funcion de las
fases del ciclo de vida del parasito: una fase enteral o intestinal y una fase
parenteral o sistémica. La fase enteral o intestinal comienza con la liberacién
de las larvas musculares en el estobmago y la posterior invasion de los parasitos
adultos en el intestino, produciendo un proceso inflamatorio de intensidad
variable. Generalmente, uno a dos dias luego de la ingestién de carne de un
animal infectado con el parasito pueden aparecer los primeros signos y
sintomas bajo la forma de nauseas, diarreas, vomitos y dolor abdominal. A
ellos se suman cefalea y astenia. Con menor frecuencia aparecen los signos
6culopalpebrales, fundamentalmente el edema palpebral, bilateral, simétrico
e indoloro, producto de los fend6menos toxialérgicos (Despommier, 2005).
Dichas manifestaciones clinicas pueden confundirse con otras enfermedades.
Al respecto, Gould (1945) sefial6 49 enfermedades de la especie humana que
tienen manifestaciones similares a la trichinellosis, entre ellas influenza,
gastroenteritis, conjuntivitis, artritis, estados gripales e intoxicaciones
alimentarias. Es por esto que, en general, los pacientes no consultan al médico,
permitiendo que el ciclo evolutivo del parasito contintie y desarrolle la
enfermedad (Pawlowski, 1983; Capd & Despommier, 1996; Dupouy-Camet &
Bruschi, 2007).

La fase parenteral o sistémica comprende la etapa de migracién de las larvas
recién nacidas y la invasion de los musculos esqueléticos. Entre la segunda y
sexta semana posinfeccion ambas fases ocurren al mismo tiempo; sin

embargo, los signos y sintomas asociados a la fase intestinal decaen y
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comienzan a desarrollarse aquellos relacionados con la migracion de las larvas
recién nacidas. Las manifestaciones clinicas se deben al proceso de invasién
tisular que ocurre en dicho estadio y a la respuesta inmunolégica que se
desarrolla debido a esto. Los principales signos y sintomas que se observan
son el edema facial y/o periorbital, mialgias, astenia severa, conjuntivitis,
fiebre, dolor de cabeza, rash cutaneo, bronquitis, disnea, alteraciones de la
visién y pérdida de peso. En el 75-90 % de los pacientes se detectan niveles
elevados de las enzimas musculares creatina fosfoquinasa, lactato
deshidrogenasa y aldolasa, debido a la invasion de la fibra muscular y, en la
mayoria de casos, se encuentra una elevacion anormal de eosinéfilos (Fig. 1).
Dentro de las complicaciones secundarias se ven involucrados érganos tales
como el corazén, sistema nervioso central, pulmones y rifiones. Las
complicaciones mas severas son neumonitis, edema agudo de pulmdn, fallas
ventilatorias, nefritis aguda, encefalitis y miocarditis (Pawlowski, 1983;
Compton et al, 1993; Capdé & Despommier, 1996; Kociecka, 2000; Dupouy-
Camet & Bruschi, 2007; Neghina et al, 2012).
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de muerte

Creatinafosfoquinasa (CPK) f

Larvas musculares e

- =

Eosinofilia

Edema periorbital
conjuntivitis

Fiebre

Dolor muscular y
sintomas relacionados

Diarrea , nauseas,
vomitos

Convalescencia severa
Convalescencia moderada

P N
V o Y
V.. W
Ay,

Convalescencia leve

Fase parenteral T
Migracion de LRN =
Fase enteral E
Incubacion

1 2 3 4 5 6 7 8 o 10 11 12 13 6 1

. . ., . meses afo
Semanas después de la ingestion de carne infectada

Figura 1. Evolucion esquematica de las diferentes etapas y signos bioldgicos de
trichinellosis humana. Adaptada de Despommier, 2005.
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La miocarditis y la encefalitis son infrecuentes y se deben al cuadro toxémico
general y no a la accion directa del parasito, ya que el mismo no se enquista ni

en el miocardio ni en el sistema nervioso (Atias, 1999a).

La variacién en el tiempo de aparicion y la severidad de las manifestaciones
clinicas estan directamente relacionadas al nimero de larvas ingeridas por
kilogramo de peso del hospedero infectado. En general, se acepta que los
sintomas de la enfermedad en el ser humano se ponen de manifiesto cuando
el nimero de larvas ingeridas es igual o superior a 50-70 larvas infectantes
(Calcagno et al., 2005), aunque modelos matematicos estiman que esta dosis
infectiva podria ser menor (Teunis et al,, 2012). A diferencia del ser humano,
los signos clinicos observados de forma natural o experimental en animales
infectados son muy escasos y suelen depender de la especie de Trichinella, la

carga de gusanos y la especie animal involucradas.

1.2.2. Estadisticas y situacion actual

En el afio 2014 la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura) junto con la OMS publicaron una lista con los 10
principales parasitos transmitidos por los alimentos, que afectan a la salud de
millones de personas cada afio en todo el mundo, infectando tejidos
musculares y 6rganos y causando serios problemas de salud. T. spiralis ocup6
el séptimo lugar, por debajo de parasitos de importancia médica como Taenia
solium, Toxoplasma gondii y Entamoeba histolytica. Actualmente la
trichinellosis sigue siendo una enfermedad parasitaria transmitida por
alimentos de gran importancia médica a nivel mundial (Mufioz-Carrillo et al,

2018).

La incidencia de trichinellosis en seres humanos y su efecto sobre la salud
fueron investigados entre 1986 y 2009 a través de una revision sistematica de
la literatura internacional (Murrell & Pozio, 2011). Segtin la OMS, durante ese
periodo, se registraron mas de 65.818 casos de trichinellosis en el mundo, con
mas de 42 casos fatales (Berger, 2017) en las regiones de América, Africa, sur
de Asia y Europa debido a su alta infectividad (Pozio & Zarlenga, 2013; Pozio,

2014). No obstante, se estima que actualmente 11 millones de humanos en el
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mundo estan infectados por las especies de Trichinella, principalmente por T.

spiralis (Berger, 2017).

La aparicion de esta enfermedad en los seres humanos, asi como la circulacién
del parasito en animales silvestres y domésticos, varia mucho de un pais a otro
(Fig. 2). Esto podria deberse al interés disimil mostrado por los veterinarios,
bidlogos, médicos y epidemiodlogos en el estudio de las infecciones y/o brotes
causados por este nematodo, a los diferentes habitos alimentarios, algunos
relacionados a practicas religiosas, y a las distintas normativas nacionales

relacionadas con el control de este patégeno zoondtico.

Tasas anuales de enfermedad por cada 100,000 habitantes
[INoendémico []>0a0.01 [1>0.01a201 [>01a04 W=>04a21 W >1

Figura 2. Distribucién mundial de la trichinellosis. Los casos reportados fueron
causados por las diferentes especies del parasito del género Trichinella.
Adaptada de Berger, 2017.

En Argentina, desde 1960, la infeccidn con este parasito esta incluida dentro
de las enfermedades alimentarias de notificacién médica obligatoria por Ley
Nacional (Ley n.° 15.465, 29 de septiembre de 1960). En el Ministerio de Salud
hay registros de casos desde el afio 1974. En el afio 1993 se efectu6 una
revisién de estas enfermedades y se incluyé en el grupo de las que tienen
posibilidad de control a través de acciones sobre el foco (Guanera et al., 2006).
Sin embargo, a pesar de ser un evento de notificacion obligatoria, resulta dificil

determinar la prevalencia en el pais debido a la subestimacion de los casos.
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Cabe destacar que, si los brotes epidémicos ocurren durante el invierno, el caso

puede confundirse con un estado gripal.

En nuestro pais, en los ultimos 15 afos, mas de 11.000 casos de trichinellosis
fueron documentados por el consumo de carne de cerdos domésticos (Pozio,
2021). Durante el periodo 2012-2018, los casos sospechosos de trichinellosis
en humanos ascendieron a 6.690 (Fig. 3). En 2018, el nimero de casos por
100.000 habitantes mostré que las provincias con mayor prevalencia fueron:
San Luis (19,97), Cérdoba (14,98), Mendoza (9,64), Santa Fe (2,70) y Buenos
Aires (1,33) (Ministerio de Salud, 2019). Se debe destacar la comercializacion
de productos elaborados clandestinamente como factor de ampliacion del
numero de casos humanos afectados en los brotes. También se han producido
casos en la provincia de San Luis y La Pampa por consumo de carne de jabali

(Ministerio de Salud, 2021).
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Figura 3. Trichinellosis en humanos durante el periodo 2012-1018 en Argentina.
A) Numero anual de casos notificados; B) distribucion geografica. Adaptadas de
Ribicich et al, 2020.

Segun el informe del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA, 2019) entre los afios 2010 y 2019 se registraron 509 protocolos
emitidos para la enfermedad trichinellosis. El 82.3 % fue en relacién al porcino
doméstico, 16.7% al porcino silvestre y 0.99 % al puma. Del total de
notificaciones, se registraron 476 focos (93.5 %), mientras que el resto de los
33 protocolos fueron contabilizados como sospechas no confirmadas o casos

descartados (6.5 %). El gran nimero de casos sospechosos no concluyentes se
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debe a la necesidad de contar con tres muestras seriadas de resultado negativo
para descartar el caso; pero muchas veces no es posible acceder a una segunda

o tercera muestra.

En la ciudad de Rosario, entre enero y julio de 2022 (Semana Epidemiolégica -
SE- 1 a 28) el Sistema Municipal de Epidemiologia recibié 17 notificaciones de
sospecha de trichinellosis en residentes de la ciudad. Del total de casos
notificados, 3 fueron confirmados, 3 fueron clasificados como probables, y los
11 restantes fueron clasificados como sospechosos segtin los resultados de los
correspondientes analisis bioquimicos (Sistema Municipal de Epidemiologia.

Secretaria de Salud Publica. Municipalidad de Rosario, 2022).

Desde su descubrimiento hasta ahora, esta parasitosis no ha podido ser
erradicada, por lo que la prevencidn es clave. Actualmente, la prevencién se
basa en promover la crianza adecuada y responsable de cerdos, el control de
las reses faenadas y la educacidn sanitaria a nivel del consumidor, agricultor y
cazador. Estas medidas deben complementarse con otras que aseguren la
rapida intervencion de los servicios de salud y sanidad animal para contener
los brotes. El diagndstico y tratamiento temprano de las personas expuestas es
fundamental para disminuir la probabilidad de desarrollo de formas graves de
la enfermedad; asi como también es necesario el decomiso y destruccion de los
productos alimenticios posiblemente contaminados, para reducir el riesgo de

trichinellosis en la poblacion.

1.2.3. Resistencia del hospedero a la trichinellosis

El término resistencia a nematodos ha sido definido como la habilidad de un
hospedero para iniciar y mantener una respuesta que evite o reduzca el
establecimiento de los parasitos (Albers & Gray, 1987). Los animales
resistentes no son completamente refractarios a la enfermedad y muchas

veces s6lo albergan menos parasitos que los animales susceptibles.

Cuando un parasito logra ingresar a un ser viviente se establece una relaciéon
en la cual intervienen gran cantidad de factores, algunos dependientes del
parasito (cepa, grado de virulencia, dosis infectiva, tropismo especial por

determinados 6rganos y tejidos) y otros dependientes del hospedero (edad,
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raza, sexo, estado inmunitario, estado nutricional). La combinacién de estos
factores es la que determina el desarrollo de una infeccién simple, en la cual el
hospedero no presenta sintomatologia clinica, o de una enfermedad, donde el
huésped presenta signos y sintomas como consecuencia de la parasitosis. La
susceptibilidad a infecciones parasitarias es, por tanto, el resultado de una
ecuacion compleja en la que interaccionan el ambiente, el genotipo del
hospedero y el genotipo del parasito (Nino Incani et al., 2001). Mas aun,
parasitos como los helmintos han adquirido la capacidad de atenuar la
respuesta inmune del hospedero, protegiéndose de la expulsion y
minimizando la patologia del huésped (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003); con el

fin de asegurar su supervivencia y lograr la cronicidad.

Este concepto de inmunomodulacion mediada por parasitos incluye
supresion, desviacion y/o conversion de la respuesta inmune del huésped para
el propio beneficio del parasito, con el objetivo de evitar su expulsion del
organismo (Maizels & McSorley, 2016). El nematodo T. spiralis se caracteriza,
ademas, por tener un complejo ciclo evolutivo en el cual se alternan formas
morfoldgicas extracelulares e intracelulares provocando amplios y variados
mecanismos de defensa del huésped para resistir la invasion. Frente a una
infecciéon con T. spiralis, el sistema inmune del hospedero tiene por delante un
gran desafio, ya que esta bajo la influencia de los componentes antigénicos que
se producen en cada una de las etapas del ciclo biologico del parasito (Gruden-

Movsesijan et al., 2011).

El grado de infeccion muscular alcanzado por el hospedero sera una medida
de su resistencia/susceptibilidad y esta altamente influenciado por el niimero
de larvas recién nacidas que hayan logrado migrar hasta el musculo (Bell,
1998). Una efectiva respuesta inmune buscara la expulsién rapida de parasitos
intestinales, limitard la fecundidad de la hembra y tratara de dafar y/o
destruir las larvas recién nacidas. Hay evidencia que sugiere que el genotipo
del parasito (Wakelin et al, 2002; Neghina et al., 2012) y dosis de infeccién
(Wassom etal., 198443, b), en combinacion con el genotipo del huésped, pueden

influir en el resultado general de la respuesta.



Introduccién

1.3. Trichinella spiralis
1.3.1. Descripcion taxondmica

Hasta la década del 60 se consider6 que el género Trichinella estaba
constituido por una sola especie, Trichinella spiralis (Pozio et al., 2009). En
1972, tres nuevas especies fueron reconocidas para este género (7. nativa, T.
nelsoni, T. pseudospiralis) y entre los afios 1992 y 2020 se descubrieron 6
especies mas (T. britovi T. murrelli T. papuae, T. zimbabwensis, T.
patagoniensis, T. chanchalensis) y 3 genotipos que aiin aguardan una definicion

taxondmica (Trichinella T6, T8 y T9) (Sharma et al., 2020).

Hace mas de siglo y medio del descubrimiento de T. spiralis y, desde entonces
hasta nuestros dias, el interés suscitado por este nematodo ha sido enorme,
tanto desde el punto de vista sanitario, por la zoonosis que produce, como por

su idoneidad como modelo de laboratorio.

1.3.2. Descripcion morfologica

Trichinella spiralis, como todo nematelminto, se caracteriza por ser cilindrico,
alargado y rodeado de una pared externa, la cuticula. En su ciclo de vida se
presenta bajo tres estadios: adultos (macho y hembra), larva recién nacida y

larva infectante (L1) (Reveles et al., 1996).

Los machos miden entre 1.4 y 1.6 mm de longitud por 40 um de didmetro (Fig.
4A) y las hembras de 3 a 4 mm de largo por 60 um de diametro (Fig. 4B)
(Reveles et al., 1996). Los machos caracterizan por presentar en su extremo
posterior un par de mamelones copulatorios (Reveles et al., 1996; Ash, 2010).
En su parte anterior los adultos poseen un esé6fago musculoso que se continta
con una zona glandular (esticosoma) cuyas células poseen granulos secretores

altamente antigénicos.

Las larvas recién nacidas son pequefias, miden de 80 a 120 pm de longitud por
6 pm de diametro, y presentan forma de cigarro (Fig. 4C). Su tamafio no se
modifica en su migracion desde el intestino hasta el musculo (Ramirez
Valenzuela, 1981). Aunque no tienen desarrollado su sistema interno

(presentan un conjunto de células, quizas germinales, pero no érganos), en el
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extremo anterior poseen un estilete con el cual perforan los vasos sanguineos
y/o linfaticos, ya que el sitio de penetracion muestra rasgos de
desorganizacion como si se tratara de un proceso mecanico (Moreno et al.,

2009).

Figura 4. Microfotografia de las distintas formas morfoldgicas de T. spiralis. A)
macho adulto (magnificacién 200x); B) hembra adulta (magnificaciéon 100x). En
ambas figuras las flechas so6lidas indican el extremo anterior del parasito y las
punteadas el posterior. C) larva recién nacida (magnificacién 400x); D) quistes
con larvas L1 en su interior (magnificacion 200x).

Las larvas infectantes L1 se encuentran en el interior de las fibras musculares.
Una vez desarrolladas, alcanzan una longitud de un 1 mm, hallandoselas
enrolladas dos o tres veces en el interior de gruesos quistes (Fig. 4D). Alli, el
parasito no permanece inmoévil, sino que realiza lentos movimientos
anteroposteriores y su extremidad anterior oscila constantemente como
explorando el microambiente que lo rodea. Las células que forman el
esticosoma, al igual que en los adultos, poseen granulos secretorios altamente
antigénicos que descargan en la luz del es6fago. El quiste larval empieza a
formarse alrededor de los 21 dias después de la infeccion. La forma y tamafio

del quiste varia con la especie del hospedero.
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1.3.3. Ciclo biolégico de T. spiralis

Trichinella spiralis se caracteriza por presentar un complejo ciclo de vida (Fig.
5). En el transcurso de la infeccién un mismo huésped es capaz de albergar
parasitos adultos, larvas recién nacidas y larvas infectantes para un nuevo
hospedero (Caracostantogolo & Martinez, 2011). Segun el estadio pueden
encontrarse en intestino, circulando por sangre y/o linfa, o en musculo. Se
corresponde con un ciclo autoheteroxeno, es decir el mismo hospedador acttia
como hospedero definitivo, alojando al parasito adulto en un periodo corto de
s6lo unos cuantos dias y como hospedero intermediario alojando la forma

larvaria muscular por largos periodos de meses, incluso afios.

Larvas infectivas L1 se
 ingieren a través del consumo
| | de carne cruda o mal cocida

Son liberadas por la
accion de los jugos
digestivos en el
estomago e ingresan al

Formacion del
complejo larva
infectante-célula
nodriza

Luego de cuatro
mudas, logran
alcanzar la madurez,
diferencidndose en
machos y hembras.

Las larvas creceny
maduran en el
misculo

Las larvas recién
nacidas penetran en
las células musculares
estriadas.

Las hembras, luego de la
copulacion, liberan las

el sistema circulatorio
sanguineo y linfatico.

Figura 5. Ciclo evolutivo de T. spiralis. Adaptado de Despommier, 2005.

1.3.3.1. Fase intestinal

La infeccién comienza cuando el huésped consume carne cruda o mal cocida

con larvas infectantes (L1) de T. spiralis (Murrell, 2016). Las enzimas
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digestivas digieren el musculo y la pared quistica dejando las larvas en
libertad, las cuales son transportadas pasivamente por peristaltismo al
intestino delgado. Luego de cuatro mudas, logran alcanzar la madurez en
aproximadamente 30 horas, diferencidndose en machos y hembras adultos. La
hembra se introduce dentro de las células epiteliales formando un sincicio y,
luego de la copulacion, libera las larvas recién nacidas. Esta larviposicién se
realiza en el epitelio, desde donde las larvas migran a vénulas y vasos

linfaticos.

Los machos, cumplida su funcidén fértil, son eliminados por una reacciéon de

hipersensibilidad inmediata ayudada por la motilidad intestinal del huésped.

1.3.3.2. Fase migratoria

El comienzo de la fase migratoria depende de la especie hospedadora. Una vez
que las larvas recién nacidas abandonan el utero de las hembras, son
transportadas rapida y pasivamente a los musculos. Estas atraviesan la
mucosa intestinal, penetran a través de los capilares linfaticos y venosos
llegando al corazén derecho, por la arteria pulmonar alcanzan los pulmones y
desde alli invaden el corazén izquierdo para finalmente ingresar por la arteria
aorta a la circulacion general, diseminandose por todo el organismo con
predileccion por la musculatura esquelética de mayor actividad (Atias, 1999b).
El pico de aparicion de larvas migratorias en sangre oscila entre los dias 9.° y

11.° posinfeccion (Harley & Gallicchio, 1971).

La fase migratoria es el unico periodo, junto con el breve tiempo en el cual las
L1 permanecen en el estomago tras la infeccidn, en el que Trichinella se
comporta como un parasito extracelular. Unicamente las células del tejido
muscular estriado constituyen el nicho intracelular adecuado para que
continde el desarrollo de la larva. A partir de ese momento Trichinella se

convierte de nuevo en un parasito intracelular.

1.3.3.3. Fase crdnica

Las larvas que alcanzan las fibras musculares estriadas penetran activamente

en su interior, crecen, maduran e inducen un sorprendente fendmeno de
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adaptacién con su célula huésped. Estudios experimentales in vivo han
determinado que el parasito promueve una serie de modificaciones dentro del
miocito. Estas modificaciones provocan una reprogramacion genémica de la
célula muscular que termina en la formaciéon de una unidad morfofisiolégica
independiente y altamente especializada denominada "célula nodriza” (Wu et
al., 2013). El miocito cambia sus caracteristicas de célula muscular estriada,
adquiriendo una capsula de coldgeno, manifestando un alto grado de
angiogénesis (Humes & Akers, 1952) y modificando la actividad de sus
organelas a través de una serie de cambios anatomicos y fisiologicos que
aseguran la nutricién y la eliminacién de los desechos de su metabolismo

(Polvere et al., 1997).

Este complejo “larva infectante-célula nodriza” modula la respuesta inmune
del hospedero y puede permanecer viable durante afios o sufrir calcificacion,
lo que depende de la especie hospedadora. En el caso del hombre, el depésito
de calcio en las paredes del quiste se inicia a los seis meses, alcanzando su

totalidad en un afio.

1.3.4. Hospederos

En la naturaleza se han diferenciado tres ciclos epidemiolégicos: el silvestre, el
doméstico y el sinantrépico (Pozio, 2000). En el primero de ellos, la infeccién
ocurre entre carnivoros que se alimentan de presas vivas o de cadaveres
infectados, ya que después de la muerte del hospedero, las larvas permanecen
viables e infecciosas en los musculos en descomposicion durante semanas.
Jabalies, pecaries, armadillos, zorros, lobos, pumas, osos, ballenas, morsas,
marsupiales, entre otros, juegan un rol importante en el mantenimiento de la

infeccién, pero no poseen un papel determinante en la transmisién al hombre.

En el ciclo doméstico los hospedadores son animales, tales como el cerdo y el
caballo, criados como fuente de alimento para el hombre. Los cerdos pueden
infectarse cuando son alimentados con residuos sin coccién previa, con basura
con restos de faena o cuando consumen carrofia. En los paises en que se

consume carne de caballo, estos se infectarian al recibir un suplemento
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alimentario basado en carne y grasa de cerdo en la etapa previa a su

comercializacién (Murrell et al., 2004; Murrell, 2013).

En el ciclo sinantrépico participan las ratas y otros animales asociados a los
asentamientos y actividades humanas como perros, gatos, comadrejas y
armadillos. Los cadaveres de roedores infectados con el parasito pueden
contaminar los cereales con que se alimentan animales criados en
confinamiento, causando focos de trichinellosis atin en criaderos bien
manejados y situados a mucha distancia del lugar en que se encuentran los

roedores infectados (Oivanen, 2002).

Estos ciclos pueden interconectarse a través del transito de animales entre uno
y otro ambiente. Cuando los animales silvestres se acercan a los poblados, se
infectan con las especies de Trichinella propias del ciclo doméstico y esto
ocurre porque se alimentan de animales sinantrépicos. De esta manera los
animales del ciclo sinantropico actiian como nexo para la infecciéon de los

animales del ciclo silvestre (Pozio, 2000).

En los humanos, las infecciones por Trichinella estan generalmente
relacionadas con practicas alimentarias culturales, que incluyen platos
elaborados con carne cruda o poco cocida procedente de diversos animales. La
fuente mas importante de esta infeccidn es la carne de cerdo y sus productos
relacionados, seguida por el jabali y otros animales de caza. Estos adquieren el
parasito principalmente por la ingestion de ratas con quistes de T. spiralis, lo
que en el cerdo es posible cuando se cria en malas condiciones higiénicas o,

simplemente cuando busca su propia fuente de alimentacién en basurales.

Aunque la trichinellosis ha disminuido significativamente debido a un buen
control del ciclo doméstico en los paises desarrollados, sigue siendo un riesgo
potencial a causa de la presencia continua de Trichinella spp. en la vida

silvestre y su transmision hacia los animales domésticos.

1.4. Benzimidazoles en la quimioterapia antihelmintica

El benzimidazol es un heterociclo que se encuentra en diversos farmacos que
tienen actividad antiparasitaria, antibacterial, antitumoral y antidepresiva,

entre otras (Babbar & Arora, 2020). Existe de manera natural en diversas
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moléculas, como en las coenzimas de la vitamina Biz, y fue sintetizado por
primera vez por Hoebrecker en 1872 (Bansal & Silakari, 2012). Sin embargo,
su potencial valor como antihelmintico fue descubierto 80 afios mas tarde,
impulsado por la busqueda de nuevos antiparasitarios en el ambito ganadero.
Fue asi que, en 1961, se descubri6 el tiabendazol, primer antiparasitario
derivado del benzimidazol. Este compuesto demostré tener una actividad
efectiva contra parasitos gastrointestinales en ovejas, cabras, bovinos,
equinos, porcinos, caninos y aves de corral. Era bien tolerado por los animales
y podia ser administrado por via oral (Brown et al., 1961). Posteriormente fue
utilizado para tratar parasitosis humanas, siendo el primer derivado
benzimidazolico introducido en la medicina clinica (Cuckler & Mezey, 1966;

Kapoor, 1987).

Con el hallazgo de los derivados benzimidazolicos se produjo un cambio
drastico en la quimioterapia antihelmintica (Rubira, 2008). Estos nuevos
compuestos tenian menor toxicidad para el hospedero y mayor espectro de
accion, atribuido a una vida media més larga. La sustitucion del anillo tiazol
por un grupo carbamato dio lugar a mebendazol, flubendazol, albendazol y
triclabendazol, entre otros. Estos farmacos derivados del benzimidazol se
incluyeron en el tratamiento de la mayoria de las helmintiasis, especialmente

las producidas por nematodos (Lopez-Garcia, 2002).

Actualmente la terapia convencional para el tratamiento de la trichinellosis
humana involucra a los derivados benzimidazélicos, albendazol y mebendazol
(Gottstein et al, 2009), siendo el albendazol el de primera eleccion (Fig. 6). La
dosis recomendada de albendazol es de 800 mg (15 mg/kg) diarios durante 8
a 15 dias. La dosis de mebendazol se ha fijado en 5 mg/kg diarios durante 10-
15 dias 0 200-400 mg (3 veces/ dia) durante 3 dias, seguido de 400-500 mg (3
veces/ dia) durante 10 dias (Chai et al., 2021).

Albendazol y mebendazol son antiparasitarios de amplio espectro y se
encuentran en la Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS (OMS, 2015). Sin
embargo, pertenecen a la Clase II del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica,
por tener una solubilidad acuosa extremadamente pobre que limita su

absorcion oral (Lindenberg et al, 2004; Daniel-Mwambete et al, 2004; Vogt et
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al., 2008). Acttian en forma local, expulsando a los parasitos adultos presentes
en el tubo digestivo, o a nivel sistémico, eliminando a las formas intermedias

encontradas en 6rganos y tejidos (Goodman et al., 1996).
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Figura 6. Estructuras quimicas de los benzimidazoles albendazol y mebendazol

El albendazol es absorbido en el tracto gastrointestinal y se oxida rdpidamente
en el higado originando el metabolito activo, albendazol sulféxido.
Posteriormente el albendazol sulféxido se oxida aiin mas, a sulfona, producto
que es inactivo (Delatour et al., 1990; Lubega & Prichard, 1991). El mebendazol
existe en tres formas polimorficas, A, B y C, que muestran solubilidades y
efectos terapéuticos significativamente diferentes. El polimorfo A es
terapéuticamente inactivo, B es considerado téxico mientras que C es la forma

terapéuticamente activa (Gutiérrez et al., 2018).

Actualmente ambos benzimidazoles se consideran efectivos cuando son
administrados en la fase aguda de la trichinellosis. Sin embargo, en la etapa
inicial de la infeccidn la sintomatologia es gastrointestinal e inespecifica por lo
que, sin un antecedente epidemioldgico, rara vez se piensa en esta patologia.
En la mayoria de las personas infectadas el diagndstico suele hacerse varias
semanas después, cuando las larvas ya se han establecido y encapsulado en las
células musculares. Ya en la cronicidad, como consecuencia de la baja
solubilidad en agua de ambos compuestos, solo pequenas cantidades del
farmaco logran alcanzar las larvas encapsuladas, limitando la efectividad
antiparasitaria (Siriyasatien et al., 2003; Casulli et al., 2006; Abuelenain et al.,

2021).
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1.4.1. Mecanismos de accion

Los antihelminticos actian alterando funciones que resultan clave para la
supervivencia del parasito. Los benzimidazoles albendazol y mebendazol,
ejercen su efecto interfiriendo en el metabolismo energético y en la funcion

microtubular del helminto.

1.4.1.1. Inhibicion del metabolismo energético

Los benzimidazoles tienen la capacidad de actuar sobre los sistemas
enzimaticos y sobre la captacidn de las fuentes energéticas de los parasitos.
Estos provocan una disminucion en la disponibilidad de la energia necesaria
para el funcionamiento normal de los drganos vitales de los parasitos, lo cual
conduce a un agotamiento de sus fuentes energéticas provocando su muerte.
Varios estudios han demostrado la accién de estos fArmacos sobre la fumarato
reductasa (Barrowman et al., 1984; Criado-Fornelio et al., 1990; de Andrade
Picanco et al., 2020) y sobre la malato deshidrogenasa (Tejada et al., 1987; de
Andrade Picango et al., 2019; Kayamba et al., 2021), entre otras.

1.4.1.2. Inhibicién de la polimerizacion de la tubulina

Los microtdbulos son organelas que forman parte del citoesqueleto de células
eucariotas. Su homeostasis es de gran importancia debido a que estan
implicados en diversas funciones celulares, como la formaciéon del huso
mitético y transporte intracelular de nutrientes. Estan compuestos por 13
protofilamentos ensamblados alrededor de un nucleo hueco, formados por la
polimerizacion de la tubulina, una proteina dimérica con dos subunidades

denominadas a-tubulina y 3-tubulina (Fig. 7) (Lanusse & Prichard, 1993).

Los benzimidazoles se unen a la f3-tubulina por el extremo positivo (+)
inhibiendo la elongacién del microtubulo que, sumado a la despolimerizacién
del otro extremo, induce un acortamiento de estas organelas hasta su
deterioro completo y, por lo tanto, produce la pérdida de la homeostasis
celular (Martin, 1997; Lara, 2003). Como consecuencia del fallo en la funcién
microtubular, los benzimidazoles alteran la captacién de glucosa en las etapas

larvales y adultas de los parasitos susceptibles, agotando sus reservas de
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glucégeno. Debido a la disminucién de la produccion de energia, el parasito se

inmoviliza y, finalmente, muere.

p - tubulina

Protofilamento
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Microtibuld

o - tubulina

Figura 7. Estructura de un microtibulo y sus subunidades. La subunidad de
cada protofilamento es un heterodimero de tubulina, formado por un par de
mondémeros de a y $-tubulina unidos. El microtibulo es un tubo formado por
13 protofilamentos alineados en paralelo. Adaptada de Alberts, 2007.

El mecanismo de acciéon de los benzimidazoles como inhibidores de la
polimerizacion de la tubulina seria poco téxico en mamiferos y selectivo para
la tubulina de los helmintos. Algunos autores suponen que esta selectividad se
debe a diferencias estructurales entre las tubulinas del helminto y del huésped.
Otros investigadores defienden que es consecuencia de diferencias
farmacocinéticas entre el parasito y el mamifero hospedador (Garcia
Rodriguez, 2008). Aunque la afinidad por la tubulina de los parasitos se haya
mostrado superior a la de la tubulina de los mamiferos, es a este mecanismo
de accién al que se le atribuye el efecto teratégeno de los benzimidazoles

(Navarro et al., 1999).
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1.4.2. Farmacocinética de benzimidazoles

Posterior a su administracién, un farmaco debe ser absorbido y luego
distribuido, generalmente a través de los vasos de los sistemas circulatorio y
linfatico. Ademas de atravesar las barreras de la membrana, el farmaco debe
sobrevivir al metabolismo (principalmente hepatico) y a la eliminacion (por
rifién, higado e intestino). El compuesto originario tiene, habitualmente, una
semivida corta y son sus metabolitos los que predominan en plasma, tejidos y

excreciones (Fig. 8) (Gottschall et al., 1990).

La via oral constituye el medio mas comun para administrar medicamentos,
dado que es la forma mas cémoda y barata. Entre sus desventajas estan la
incapacidad de absorcién de algunos fArmacos por sus caracteristicas fisicas,
tales como la solubilidad en agua, vomito por irritacién de la mucosa
gastrointestinal, destruccién por enzimas digestivas o por el pH del jugo
gastrico, irregularidades en la absorcién o aceleraciéon de la evacuacién en
presencia de alimentos u otros medicamentos, y 1a necesidad de contar con la
colaboracion del paciente. Ademas, en el tracto gastrointestinal, los
medicamentos pueden ser metabolizados por enzimas de la flora intestinal o

el higado, antes de que lleguen a la circulacién general (Buxton, 2019).

’
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Figura 8. Metabolismo de un fAirmaco después de su administracién por via
oral. Adaptada de Reyes Le6n Cachoén, 2013.
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Los estudios de biodisponibilidad permiten conocer la velocidad y la
concentracion con la que el fArmaco (o su metabolito) alcanza la circulaciéon
sistémica. Estos parametros estdn condicionados por la solubilidad y
disoluciéon del farmaco en medios fisiolégicos y por su permeabilidad

gastrointestinal (Khadka et al., 2014).

El albendazol, luego de ser administrado via oral, se absorbe muy escasamente
en el tracto gastrointestinal, mostrando muy baja biodisponibilidad. Los
epitelios gastrico e intestinal actian como una barrera lip6fila, limitando su
solubilidad (Marriner et al, 1986; Prieto et al, 1991). La absorcién, sin
embargo, puede verse ligeramente aumentada cuando se lo administra
conjuntamente con alimentos. La solubilidad del albendazol es mayor en
medios acidos, por lo que se encuentra solubilizado en mayor cantidad en el
estdmago. Si se administra con una dieta rica en grasas, se enlentece el
vaciamiento gastrico, proporcionando una mayor permanencia en el estdmago

y asi, una mayor absorcién (Ochoa et al., 2021).

La metabolizacién de albendazol ocurre, principalmente, en el higado. El
albendazol se metaboliza a albendazol sulféxido por un proceso de
sulfoxidacion en el cual participan las enzimas microsomales NADPH
dependientes del sistema flavino- monooxigenasa y del sistema citocromo
P450. Esto fue observado en microsomas hepaticos de varias especies,
incluidas el hombre (Galtier et al., 1986; El Amri et al., 1987; Moroni et al.,
1995; Rawden et al., 2000; Virkel et al., 2000). Otros estudios revelan que el
albendazol también es metabolizado por los enterocitos intestinales (Lanusse
& Prichard, 1993; Villaverde et al, 1995). Tanto el albendazol sulféxido,
metabolito activo, como la sulfona, son los metabolitos predominantes en

plasma (Lanusse & Prichard, 1990).

La excrecion de los metabolitos de albendazol se realiza principalmente por
via renal y en menor grado, por via biliar. Las proporciones de los metabolitos
varian segun la especie en la que se realiza el estudio (Delatour et al, 1990),
aunque todos los trabajos coinciden en que soélo existen trazas de albendazol
sin metabolizar en sangre (Benoit et al., 1992; Lanusse et al., 1992; Okelo et al.,

1993; Bonato et al., 2007; Fabbri et al., 2020).
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Para el mebendazol, la biodisponibilidad oral es de aproximadamente 20 %
debido a su absorcion deficiente y al rdpido metabolismo de “primer paso”
hepatico (Dayan, 2003). La absorcién insuficiente y erratica, consolidando la
baja biodisponibilidad sistémica, trae como consecuencia el hecho de que la
concentracion plasmatica del mebendazol no refleja la dosis administrada. Al
igual que con albendazol, una mayor absorcién puede conseguirse si se
administra junto con alimentos grasos. Cuando la administracién es crénica,

las concentraciones plasmaticas de mebendazol aumentan.

La pequefia cantidad de mebendazol absorbido se une intensamente a
proteinas plasmaticas (95 %) y se metaboliza rapida y parcialmente por el
higado formando dos metabolitos principales; el metil-5-(a-hidroxibenzil)-2-
benzimidazol carbamato y el 2-amino-5-benzoilbenzimidazol. Ambos
presentan una tasa de depuraciéon menor que el mebendazol. Tanto la forma
activa como los metabolitos descarboxilados producidos son excretados por
bilis (mayor parte) y por orina (cerca del 2 %) (Allan & Watson, 1983; Meco et
al., 2023).

Los niveles plasmaticos o sanguineos que un farmaco es capaz de alcanzar
estan asociados a sus efectos terapéuticos y posibles reacciones adversas. La
posibilidad de realizar un estudio de biodisponibilidad es de suma utilidad
para evaluar tanto la eficacia terapéutica como la seguridad de un

medicamento (Chow & Liu, 2008).

1.4.3. Estrategias para mejorar la solubilidad

Como se menciond anteriormente, existen farmacos, como albendazol y
mebendazol, que presentan cierta tasa de fracaso terapéutico debido a su
escasa solubilidad y absorcion. A causa de esto, suelen administrarse en altas
dosis por tiempos prolongados aumentando el riesgo de efectos adversos

asociados.

Para mejorar las propiedades de solubilidad y disponibilidad de un farmaco,
se puede recurrir a multiples estrategias tecnolégicas. Entre ellas, el desarrollo
de sistemas nanocristalinos utilizando polimeros estabilizantes, el uso de

tensioactivos (Dib et al., 2011; Garcia et al, 2013), formulaciones nano y
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microparticuladas (Leonardi et al., 2008; Garcia et al., 2013) y formacién de
complejos de inclusiéon utilizando ciclodextrinas (Palomares-Alonso et al.,

2010; Garcia et al., 2014; Codina et al., 2015).

Las formulaciones nano y microparticuladas pueden aplicarse con varios fines,
tales como la proteccién del contenido en la matriz, la reduccién de efectos
adversos en los pacientes, el aumento de la solubilidad y el control de la
liberacién del principio activo (Méndez et al., 2012). Pueden obtenerse por
“reduccion de tamafio” o “precipitacidon controlada”. En este ultimo caso, las
moléculas del ingrediente farmacéutico activo en solucién precipitan ante el
agregado de un anti-solvente, de aqui el nombre de precipitaciéon controlada o
anti-solvente, sin intervencion de reduccién mecanica (Chen et al, 2011;
Miiller et al, 2011). Las tecnologias de precipitacion controlada tienen
ventajas tales como la produccién de particulas mas pequefias y de mayor
uniformidad, asimismo requieren un equipamiento mas sencillo, con menores

demandas de energia y menor costo (Wang et al., 2017).

En relacién a las nanoparticulas poliméricas, un gran nimero de estudios han
demostrado el potencial de su uso como sistemas de liberacion para la
administracion oral de farmacos con baja absorcion intestinal. Las
nanoparticulas poliméricas se definen frecuentemente como particulas
coloidales sélidas cuyas dimensiones oscilan en un rango de 10 - 1000 nm. La
mejora en la biodisponibilidad es atribuida a la disminucion en el tamafio, que
conlleva un incremento en el area superficial, aumentando la velocidad de
disolucion (Brough & Williams, 2013). En consecuencia, la velocidad de
disoluciéon puede optimizarse creando particulas con un area superficial
elevada o aumentando la solubilidad aparente del farmaco (Swarbrick, 2007).
Entre las principales caracteristicas que tienen las nanoparticulas poliméricas,
estd la habilidad para desarrollar interacciones bioadhesivas con la mucosa
intestinal (Aglieros et al., 2009); propiedad que posibilita aumentar el tiempo
de permanencia de los farmacos en el sitio de absorcion, lo que favoreceria su

biodisponibilidad.

Por su parte, las ciclodextrinas se emplean como formadores de complejos de

inclusion de sustancias lipofilicas para transportar todo tipo de ingredientes
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activos como farmacos, cosméticos, saborizantes, vitaminas; asi como también
desechos industriales y compuestos toxicos, entre otras muchas aplicaciones.
Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos de glucosa, que tienen una
estructura de cono truncado con un interior hidrofébico y un exterior
hidrofilico. Cuando la cavidad de la ciclodextrina se ocupa con moléculas de
otra sustancia, al sistema obtenido se lo llama complejo de inclusién (Fig. 9).
La inclusion de una determinada molécula dentro de la cavidad de la
ciclodextrina da como resultado la modificacién de sus propiedades fisicas y
quimicas. La inclusién de un farmaco huésped, o una porcién del mismo, en la
cavidad de las ciclodextrinas puede tener como consecuencia el aumento de la
solubilidad aparente, la mejora de la estabilidad fisica y quimica, el incremento
de la tasa de disolucion y de la biodisponibilidad de los fArmacos acomplejados
con ellas. La solubilidad de los fArmacos cambia debido a que los grupos
hidrofébicos del farmaco ya no se encuentran en contacto con el solvente sino
con los atomos de la cavidad de la ciclodextrina y, por su parte, la superficie
externa de las ciclodextrinas es la que interactiia con el solvente. Como
resultado, la superficie externa de las ciclodextrinas contribuye a la solubilidad

del complejo y no del farmaco en si.

+

Farmaco Ciclodextrina Complejo de inclusion

Figura 9. Interaccidn entre farmaco y ciclodextrina para formar un complejo
de inclusion. Adaptada de Salustio et al., 2011.

Las tres ciclodextrinas naturales son a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-
ciclodextrina, con 6, 7 y 8 unidades de glucosa respectivamente, que difieren
en el tamano del anillo y en su solubilidad. La B-ciclodextrina es la mas
utilizada para aplicaciones farmacéuticas ya que es la mas accesible por su bajo
costo y porque su disponibilidad y tamafio de la cavidad son adecuados para

un amplio rango de farmacos.
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En muchos casos la contribucion de la superficie externa de la ciclodextrina no
es suficiente para obtener la solubilidad deseada. La modificacién de los
grupos hidroxilos de la superficie externa de la ciclodextrina puede aumentar
la solubilidad en forma drastica. Se han sintetizado derivados de [-
ciclodextrina mas solubles, como por ejemplo: metil-B-ciclodextrina,
hidroxipropil-B-ciclodextrina, sulfobutil éter-B-ciclodextrina, succinil-§3-

ciclodextrina y citrato--ciclodextrina (Garcia et al., 2014; 2016).

El principal proposito de los sistemas de liberacion controlada de farmacos es
administrar la cantidad de farmaco necesaria, en el lugar especifico, durante
un periodo de tiempo controlado, de forma precisa y efectiva. Esto permite
mejorar el perfil terapéutico de numerosos medicamentos, favoreciendo la
solubilidad de principios activos poco solubles y minimizando, muchas veces,

los efectos téxicos no deseados.

1.4.4. Efecto del sexo en la farmacocinética de los medicamentos

Es sabido que, para algunos medicamentos, las mujeres y los hombres
responden de manera diferente (Regitz-Zagrosek, 2012). En la practica clinica,
negar el impacto del sexo en el tratamiento puede tener como consecuencia
efectos secundarios inesperados o respuestas terapéuticas inadecuadas

(Soldin & Mattison, 2009).

La disponibilidad de un farmaco depende de como se absorbe, distribuye,
metaboliza y excreta, y se han documentado diferencias de sexo para cada fase
(Gandhi et al., 2004; Whitley & Lindsey, 2009). Las hormonas sexuales, las
proteinas plasmaticas, los acidos grasos, el agua corporal, y la composicidn de
algunas enzimas pueden variar con el sexo. Estas variaciones pueden provocar
cambios en el volumen de distribucidn, en la union a proteinas plasmaticas y
en el metabolismo hepatico, causando variaciones en el perfil cinético del
farmaco y de sus metabolitos (Mulder, 1986). También, las diferencias de
conformacién corporal entre sexos, reflejadas en el peso corporal, pueden
influir en la composicién muscular, flujo sanguineo, cantidad de agua y grasa
corporal, afectando los pardmetros farmacocinéticos de muchos

medicamentos (Harris et al, 1995; Hanley et al, 2010). Las mujeres
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generalmente tienen un peso corporal y un tamafio de 6rganos menor y un
mayor porcentaje de grasa corporal, lo que afecta la absorcion y distribucion
de los medicamentos (Miller, 2001; Anthony & Berg, 2002; Zucker &
Prendergast, 2020).

La caracterizacion de isoenzimas especificas involucradas en el metabolismo
de farmacos permiti6 identificar sistemas enzimaticos que se ven afectados
por el sexo. En el caso de los benzimidazoles, numerosos autores han
encontrado que algunas isoenzimas del citocromo P450, que participan en el
metabolismo hepatico, pueden estar moduladas por hormonas sexuales
(Kamataki et al., 1983; Dannan et al., 1986; Harris et al., 1995; Cristéfol et al.,
1998; Waxman & Holloway, 2009). Otros proponen que hormonas como la
testosterona podrian actuar como inductores de ciertas vias metabdlicas

(Witkamp et al., 1983).

El Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos recomendd la
incorporaciéon de animales de ambos sexos en los estudios preclinicos; sin
embargo las publicaciones a menudo contindan ignorando la necesidad de una

evaluacién basada en el sexo para estos estudios (Afonso-Pereira et al., 2018).

1.4.5. Efecto del genotipo en la farmacocinética de los

medicamentos

La variacién genética describe las diferencias genéticas que ocurren
naturalmente entre individuos de la misma especie. Se sabe la variacién
genética que ocurre en las proteinas que intervienen en el metabolismo y
transporte de farmacos influye en el perfil cinético de muchos medicamentos
(Elewa & Wilby, 2017). Esta diversidad genética explicaria, por ejemplo, por
qué un farmaco dado no tiene el efecto deseado en un paciente determinado o
por qué se producen las reacciones adversas (Alarcon-Valdés et al.,, 2017). La
variacion genética mas comun es el polimorfismo por sustitucidon de un solo
nucleétido (también denominado polimorfismo de nucleétido unico, o SNP),
en el que la variante menos “comuin” esta presente en al menos el 1 % de la

poblacion analizada (Gray et al., 2000).
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Comprender el papel de los polimorfismos genéticos en los genes que codifican
proteinas y enzimas involucradas en la absorcion, distribucién, metabolismo y
eliminacién de los farmacos es importante para entender mejor las diferencias
interindividuales en la farmacocinética de los medicamentos. Dependiendo de
los alelos que porta un individuo, el metabolismo del farmaco puede aumentar,

disminuir o suprimirse (Relling, 1989).

En el caso del metabolismo de los farmacos antiparasitarios, sus respuestas
interindividuales se modifican principalmente por variaciones en las enzimas
del citocromo P450, donde aproximadamente la mitad de las enzimas son
genéticamente polimorficas (Zanger et al., 2008). La investigacion en este
campo abriria la puerta a nuevos enfoques de tratamiento en medicina

(Alarcén-Valdés, 2017).

1.4.6. Farmacogenética: interaccion hospedero/farmaco

El concepto de farmacogenética se ha definido como el estudio de la
variabilidad en la respuesta a los farmacos debido a factores hereditarios
(Pirmohamed, 2001). Si bien algunos proponen que la historia de la
farmacogenética se remonta al afio 510 a.C.,, cuando Pitagoras not6 que la
ingestion de habas resultd en una reaccién potencialmente fatal sélo en
algunos individuos, fue Friedrich Vogel quién acuii6 el término en 1959
(Nebert, 1999). El propésito de la farmacogenética es poder definir la
contribucién de las diferencias genéticas sobre la respuesta farmacolégica y,
de esta manera, adaptar los tratamientos a las necesidades individuales de los

pacientes (Lopez-Lopez et al, 2004).

Los adelantos de la genética (Proyecto Genoma Humano, microarrays,
bioinformatica) permitieron identificar polimorfismos genéticos relacionados
con la respuesta a los farmacos, determinar el perfil genético individual e
integrar estos datos para facilitar la decision clinica de un tratamiento
adecuado, haciendo posible la terapia personalizada (Roden & George, 2002).
Los beneficios asociados estan relacionados a la posibilidad de seleccionar o
excluir pacientes que podrian presentar reacciones adversas a medicamentos

asi como evaluar alteraciones genéticas que dan como resultado una
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diversidad de respuestas, buscando en ultima instancia proporcionar una
tratamiento eficaz y seguro, y por lo tanto, elegir una dosis adecuada para el
paciente y la duracién éptima del tratamiento (Alarcon-Valdés, 2017). Esto
mejoraria el cuidado del paciente y también disminuiria costos. Ademas,
podria identificarse al subgrupo genético de pacientes que tiene mayor riesgo
de padecer un efecto adverso grave y evitar las pruebas del fArmaco en este

subgrupo de enfermos (Lesko & Woodcock, 2004).

En la actualidad la mayoria de las diferencias en la respuesta a los farmacos,
tanto en términos de eficacia como de toxicidad, se han asociado a
polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de farmacos o en la
desintoxicacion de compuestos (Vidaillet et al, 2003). Tal como el sistema
enzimatico citocromo P450, implicado en el metabolismo de mas del 90 % de
los farmacos terapéuticos actuales, incluidos los analgésicos, y cuya sintesis
esta controlada por una gran superfamilia de genes. Hasta el momento se han
identificado 57 genes CYP en humanos, todos muy polimorficos (Ting & Schug,
2016).También el gen de resistencia multiple a drogas MDR1, que codifica para
la llamada glicoproteina- P, es altamente polimérfico, tiene 38 SNP
identificados (Campa et al, 2008). Es una glicoproteina transmembrana
presente en una variedad de tejidos humanos, incluidos el tracto
gastrointestinal, el rifion, el higado y el cerebro. Funciona como una bomba
dependiente de ATP que elimina hacia la luz diversos compuestos, entre ellos,
una amplia gama de sustratos de farmacos, condicionando asi la
biodisponibilidad de los mismos. Estos son sélo algunos ejemplos de genes
polimoérficos claves que contribuyen a las grandes diferencias

interindividuales en el metabolismo de los farmacos.

Si bien el campo de la farmacogenética estd evolucionando rapidamente, con
variaciones genéticas identificadas en casi todas las etapas de la cinética y la
dinamica de los farmacos; rara vez se aplica en la clinica. El tratamiento
farmacologico guiado por la genética deberia ser recomendado (Lauschke et
al., 2018). Existe una necesidad creciente de incorporar este conocimiento en

los programas educativos de médicos y farmacéuticos, para afrontar la nueva



Introduccion - [E I

practica farmacolégica y la investigacion en el disefio y desarrollo de nuevos

farmacos (Vizirianakis, 2002; Gurwitz et al., 2003).

1.5. Modelos animales para la comprension de enfermedades humanas

En las ciencias biomédicas el animal de laboratorio es una pieza fundamental
utilizada como modelo para investigar y comprender las causas, diagndstico y
tratamiento de enfermedades que afectan al humano y a los animales. Su
utilizacién también implica importantes aportes en la docencia bioldgica y en
el desarrollo, producciéon y control de medicamentos, alimentos y otros
insumos, donde en muchos casos son, hasta la fecha, insustituibles (Von

Hoosier, 1999; Zuiiga et al., 2001).

Sin embargo, hay que considerar que el uso de animales para investigacion se
ha convertido en un tema ético de gran controversia. Por un lado, hay quienes
consideran que los animales son y siguen siendo necesarios e irremplazables,
mientras que para otros se deberian buscar nuevas alternativas (Vaquero
Puerta, 1993). Como todo acto experimental o cientifico que entrafie al estado
de bienestar del animal, se debe tratar de evitar o disminuir en lo posible

causar dolor, sufrimiento, angustia o agravio (Lomonaco, 2012).

El raton de laboratorio (Mus musculus) es una especie ampliamente utilizada
como organismo modelo en diversos campos de la biologia. Su importancia en
la investigacion de temas relacionados con la salud humana, como modelos
espontaneos o inducidos de enfermedades genéticas congénitas o esporadicas,

se encuentra profusamente documentada (Hinrichsen & Di Masso, 2010).

El raton comparte con el ser humano el privilegio de ser la especie de mamifero
mejor estudiada desde el punto de vista genético. Su genoma esta totalmente
secuenciado (Waterston et al., 2002) y existe una gran cantidad de lineas
genéticamente definidas, como las consanguineas, ademas de miles
portadoras de mutaciones y de reordenamientos cromosémicos especificos.
Mas aun, a pesar de que han pasado aproximadamente 75 millones de afios
desde que roedores y humanos divergieron en el proceso de la evolucioén,
compartimos con el ratén de laboratorio la mayoria de los genes codificantes

de proteinas. Esto lo convierte en el primer modelo para las investigaciones
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biomédicas (Yue et al., 2014). Si bien en este tipo de investigaciones existen
métodos alternativos como modelos matemadticos de simulaciones de
computacion, cultivos celulares y estudios in vitro a nivel molecular, estos
procedimientos no permiten predecir en su totalidad la acciéon de un producto
quimico o de un microorganismo patégeno sobre un sistema complejo de
organos combinados de un individuo. La mas sofisticada tecnologia no puede
imitar las complicadas interacciones entre células, tejidos y 6rganos que se dan

en humanos y animales (Rodriguez Yunta, 2007).

Las ventajas de esta especie sobre otros animales experimentales incluyen la
facilidad de su cria, su corto ciclo reproductivo con camadas grandes, tamafno
pequefio, manejable y resistente y bien caracterizado en cuanto a su biologia.
En comparacién con otros animales experimentales su mantenimiento, ain en
condiciones de alta seguridad, es relativamente sencillo. Otra ventaja
fundamental es la posibilidad de extrapolar los resultados obtenidos al ser
humano, si bien con ciertas limitaciones, ya que ambos presentan una
estructura génica muy similar y la mayoria de las vias de sefializacion celular

estan altamente conservadas entre las dos especies.

La cria endogamica de especies animales de laboratorio tales como el ratén o
la rata, permite trabajar con muestras de poblaciones de individuos, al menos
en teoria, genéticamente idénticos. La seleccidn artificial, por su parte, permite
disponer de grupos experimentales que sOlo se diferencian en un rasgo
genético determinado o en un nimero concreto de ellos. Esta posibilidad se ha
incrementado con la aparicion de las técnicas de transgénesis, que posibilitan
disponer de animales que, sobre un trasfondo genético determinado,
sobreexpresan o tienen anulada la expresion de un determinado gen (Merino

& Merino, 2008).

El trasfondo genético definido y consistente de los ratones endocriados ofrece
ventajas en la consistencia y repetibilidad de los experimentos, al tiempo que
presenta limitaciones en la diversidad genética. Esta falta de diversidad
genética seria una razén importante para la falta concordancia entre los
resultados de los ensayos preclinicos y los clinicos. Por el contrario, la

poblacidon natural de ratones salvajes es rica en diversidad genética, incluidas
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variaciones como polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), deleciones de
secuencias y duplicaciones. La introduccién de cromosomas de ratones
salvajes en ratones endogdmicos proporcionard nuevos recursos animales
experimentales para el estudio de rasgos complejos (The Wild Mice Project,

2023).

La respuesta para resistir enfermedades parasitarias estad bajo control
genético y varia entre especies e individuos dentro de las especies (Hinrichsen
& Di Masso, 2010). La busqueda de genes que controlan las infecciones
gastrointestinales a nematodos en ratones y la identificaciéon de alelos que
contribuyan a la resistencia, aunque han mostrado algin progreso en afios
recientes, no lograron hasta el presente identificar claramente genes
especificos como los jugadores clave en modelos murinos de infecciéon

(Behnke et al.,, 2010).

Un primer paso para aislar factores genéticos implicados en la
resistencia/susceptibilidad a las infecciones parasitarias es la identificacion y
caracterizacion de cepas de ratones endocriados que difieran en su
susceptibilidad al patégeno ya que constituyen una herramienta invaluable
para analizar patrones genéticos complejos y permitir la identificacion de loci
“de resistencia” del hospedero que regulan la respuesta a la infeccion (Malo &

Skamene, 1994).

En los ultimos afios han surgido nuevos farmacos antiparasitarios que actian
esencialmente sobre helmintos. Los estudios pre-clinicos empleando modelos
animales juegan un papel muy importante en la evaluacion de la eficacia y
seguridad de estos nuevos dispositivos farmacéuticos como alternativas
terapéuticas de uso médico y veterinario. Si la investigacion farmacolégica no
se puede hacer en los seres humanos por razones éticas y/o practicas, los
modelos animales constituyen un enfoque alternativo aceptable para

comprender la relacion parasito-farmaco-hospedero.
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1.5.1 Modelo experimental para el estudio de la trichinellosis y

su terapia asociada

El Instituto de Genética Experimental de la Facultad de Ciencias Médicas, UNR,
cuenta actualmente con una colonia de ratones (colonia CBi-IGE) formada por
cuatro lineas de ratones obtenidas en experimentos de seleccidn artificial
divergente por conformaciéon corporal y una linea no seleccionada que se
utilizé como control de seleccién (Di Masso, 1991). Se puede decir que cada
linea constituye un genotipo singular, ya que debido a los efectos conjuntos de
la cria selectiva por mas de 150 generaciones, la respuesta correlacionada a la
seleccion, los efectos no direccionales de la endocria y la deriva génica, y la
aparicion de nuevas mutaciones, han fijado diferentes combinaciones alélicas.
Las lineas no so6lo difieren en conformacién corporal y en caracteres
relacionados con el crecimiento sino también en caracteres no
correlacionados como la respuesta inmune frente a distintos antigenos, la
susceptibilidad a la carcinogénesis espontanea, la resistencia / susceptibilidad
ante el desafio con un tumor de mama transplantable. El estudio de la
enteroparasitosis natural, entendiéndose por tal los enteroparasitos que se
han fijado naturalmente en las colonias en las condiciones del bioterio, de la
enteroparasitosis experimental con Heligmosomoides polygyrus y de una
parasitosis tisular y sanguinea por Trypanosoma cruzi mostré también
diferencias atribuibles al genotipo en estas lineas (Vasconi et al., 2008). Estos
resultados indican que las lineas en cuestion, representan una fuente de
variancia genética significativa para los caracteres analizados (Hinrichsen & Di

Masso, 2010).

En experimentos anteriores se demostré que estas lineas diferian en la
respuesta al desafio con dosis crecientes de Trichinella spiralis, durante la
primoinfeccion (Fig.10). Aunque la carga parasitaria aumento con el
incremento de la dosis infectante en todas las lineas, la magnitud del
incremento fue distinta para cada genotipo (Vasconi et al., 2008; 2015). Los
resultados obtenidos en esa experiencia mostraron que las lineas CBi-IGE
presentan un comportamiento disimil frente a un mismo incremento de dosis

larvas infectantes de T. spiralis e indican que habria diferencias genéticas en la
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relacién hospedero-parasito, ya que las lineas son criadas en un criadero
convencional y comparten un hdbitat comun, con similar exposiciéon a la
infeccion. El andlisis de algunas variables que estiman la
resistencia/susceptibilidad del hospedero permitié calificar a la linea CBi/L
como el genotipo resistente y a CBi+ como el mas susceptible. Estas lineas
representan un modelo experimental de gran utilidad para el estudio de la
influencia del genotipo sobre la resistencia/susceptibilidad (R/S) a distintos
parasitos y para la produccién de poblaciones segregantes aptas para la
localizacion de loci caracteres cuantitativos relacionados con las variables en

estudio.

CBi+
) CBi-
CBi
CBi/LL
CBIi/C

3000+

Carga parasitaria relativa
(namero de larvas/g de tejido)

I IT 1 I I IO 1 II I I O I II IO

Dosis (larvas/g de peso corporal)

Figura 10. Efecto del aumento de la dosis infectante de Trichinella spiralis sobre
la carga parasitaria muscular en ratones CBi-IGE (Vasconi et al, 2015).

Partiendo de moléculas cuya actividad antihelmintica es conocida, como lo son
albendazol y mebendazol, se propuso realizar un estudio cuya finalidad sea la
obtencion de formulaciones con mayor solubilidad, que potencien la actividad
antihelmintica de estos fArmacos, y actien sobre las distintas etapas del ciclo
de T. spiralis. El andlisis comparativo de fenotipos extremos de respuesta
resulta de suma utilidad en estudios de la relacién huésped-parasito
(Machado-Silva et al, 2005); razéon por la cual se eligi6 como modelo
experimental las lineas CBi/L y CBi+ del modelo murino de trichinellosis CBi-

IGE. La evaluacién de la eficacia antiparasitaria de estos nuevos sistemas
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terapéuticos radica en determinar la carga parasitaria en la fase intestinal y
cronica de la enfermedad como también evaluar sus posibles efectos adversos.
Puesto que el raton es un hospedero natural de T. spiralis, el estudio del efecto
de las nuevas formulaciones de los antihelminticos en lineas del modelo
murino CBi-IGE infectado con este pardasito permitiria extrapolar los

resultados a la especie humana por las similitudes del genoma hombre-ratén.
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2.1. Objetivo general

Evaluar la eficacia antiparasitaria de nuevos sistemas terapéuticos y su interaccion
con la respuesta del hospedero en la infeccion con Trichinella spiralis, en dos lineas
de ratones CBi-IGE, con fenotipos extremos de resistencia/susceptibilidad al
parasito, como aporte para la comprensién de la relacién parasito-farmaco-

hospedero.

2.2. Objetivos especificos

* Evaluar in vitro la efectividad parasiticida de los nuevos sistemas terapéuticos

sobre las distintas formas morfologicas de Trichinella spiralis determinando:
- la viabilidad del parasito adulto,

- el efecto de los compuestos sobre el indice de larviposiciéon de las hembras

adultas de T. spiralis,
- la viabilidad de las larvas recién nacidas liberadas.

* Determinar los parametros farmacocinéticos del firmaco puro y compararlos con
los de las nuevas formulaciones, en ratones de la colonia CBi-IGE, genéticamente

definidos.

* Estimar in vivo la eficacia antiparasitaria de las nuevas formulaciones
determinando el grado de infeccién alcanzado por los animales de la linea CBi/L
resistente y la linea CBi+ susceptible, cuando el tratamiento se inicia en las

diferentes etapas del ciclo del parasito:
- comparar estos resultados con los de animales infectados y sin tratamiento,

- comparar estos resultados con los de animales infectados, tratados de la misma

forma con el farmaco puro,

- analizar el posible efecto de genotipo y sexo del hospedero sobre la respuesta al

tratamiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales

Se utilizaron ratones adultos de ambos sexos de lineas de la colonia CBi-IGE del
Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Rosario, obtenidas en experimentos de selecciéon divergente por
conformacion corporal (Di Masso et al., 1991); actualmente estas lineas tienen mas
de 160 generaciones de cria selectiva y un coeficiente de endocria superior a 0.99.
Se trabajé con animales de las lineas CBi/L (bajo peso-cola larga), resultante de una
seleccion antagonica, y CBi+ (alto peso-cola larga), producto de una seleccién
agonistica. La figura 11 muestra los fenotipos caracteristicos de hembras adultas

jovenes de ambas lineas.

Figura 11. Fotografia de ratones hembras de las lineas CBi/L y CBi+. A) Se observa
la diferencia en conformacién y tamafio corporal en adultos jovenes. B) Los
animales de ambas lineas tienen un largo caudal promedio de 11.8 cm.

Los ratones se alojaron en una habitacién con temperatura constante de 232 °C,
una humedad relativa del 50+10 % y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h, en cajas
plasticas con cama de viruta de madera, separados por sexo desde el destete. Los
animales tuvieron acceso a alimento balanceado para roedores (Gepsa Feeds, Grupo
Pilar S.A., Argentina) y agua ad libitum. Los experimentos que involucraron el uso de

animales se realizaron durante la primera mitad del ciclo de luz.
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Al finalizar el experimento se procedi6 a la eutanasia de los ratones por inhalacién

de COz al 70 %, utilizando una cdmara preparada ad hoc, o por dislocacion cervical.

Todos los experimentos con animales fueron realizados con la aprobacion previa del
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Rosario, Argentina (nimero de permiso C.S. 1398/2016). El manejo de los ratones
se hizo de acuerdo a normas establecidas por el Institute for Laboratory Animal
Resources, National Research Council, USA (2011), a los que adhiere el Comité de

Bioética de la Institucion.

3.2. Parasito

Trichinella spiralis fue generosamente proporcionado por la Dra. Maria Dalla
Fontana (Laboratorio de Zoonosis, Laboratorio Central de la Red Provincial de
Laboratorios, Direccion de Bioquimica y Farmacia, Santa Fe, Argentina). Se
mantiene por pasajes sucesivos en ratones CBi desde el afio 2006. Esta cepa se
tipific6 como Trichinella spiralis por PCR multiplex (Dr. Silvio Krivokapich,
Departamento de Parasitologia, Administracién Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud “Dr. Carlos Malbran”, Buenos Aires, Argentina, comunicacion

personal).

3.3. Infeccion

Parala infeccion de los animales, las larvas infectivas L1 utilizadas fueron obtenidas
por digestion artificial (Luebke, 2007) de los musculos de un ratén CBi infectado 2
a 3 meses antes para tal fin. Brevemente, el raton infectado con una dosis de 300
larvas L1 fue sacrificado y se separaron piel, cabeza, patas, cola y visceras. La masa
muscular, en la que se incluy6 la lengua, se procesé en un molinillo y se someti6 a
digestion artificial con pepsina (1 % p/v) y acido clorhidrico (0.1N) para liberar las
larvas. Para ello, la mezcla se colocé en un vaso sobre un agitador magnético y se
incubdé a 37 °C, aproximadamente una hora, con agitacién suave, hasta su total
digestion; la mezcla resultante se filtr6 y se dejé decantar durante 15 minutos. Las
larvas desenquistadas se lavaron y resuspendieron en solucion fisiologica estéril,
determinando su nimero por unidad de volumen. A partir de esta suspension, se
preparé la dosis exacta para cada animal contando so6lo los gusanos viables

fuertemente enrollados (Stewart et al., 1999).
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Puesto que la respuesta del hospedero es dependiente de la cantidad de larvas
infectantes ingerida (DeVos et al., 1992; Hill et al., 2007; Marian et al., 2020) y que
las lineas CBi/L y CBi+ muestran diferencias significativas de peso corporal (Tabla

I), la dosis infectante equivalente para cada ratén se estandarizé y calculé como

Tabla I. Peso corporal de animales CBi/L y CBi+

Variable CBi/L CBi+
Machos
a b
29.9 +0.23 48.3£0.48
Peso corporal
(g) # Hembras
a b
27.2+0.21 449 +0.55
# media £ SEM

En cada fila, los grupos que no comparten el mismo superindice
presentan diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001).

numero de larvas infectantes por gramo de peso corporal del hospedero (Mufioz et
al,2007). La dosis utilizada en este trabajo fue de 2 larvas musculares por g de peso
corporal del ratén, determinada en experimentos anteriores en los que se estudio el
efecto una dosis unica de 1, 2 o 4 larvas infectivas L1 sobre la carga parasitaria
muscular (Vasconi et al., 2015). La eleccion de este rango de dosis en progresion
geométrica se basd en diferentes datos bibliograficos (Perrudet-Badoux et al., 1975,
1978; Reiterova et al., 2009; Martinez-Gémez et al., 2011) y tuvo como objetivo
determinar la dosis que permitiera detectar y destacar las posibles diferencias entre

los genotipos.

La infeccion con T. spiralis se produce por la ingestion de larvas musculares del
parasito. Para ello la mayoria de los investigadores utilizan una sonda gastrica, un
procedimiento invasivo. En esta investigacidn se tuvo en cuenta lo establecido en el
articulo 8.° de la Declaracion Universal de los Derechos de los Animales del 15 de
octubre de 1978. Este articulo 8. advierte: a) La experimentaciéon animal que
implique un sufrimiento fisico o psicolégico es incompatible con los derechos del
animal, tanto si se trata de experimentos médicos, cientificos, comerciales, como toda

otra forma de experimentacion. b) Las técnicas alternativas deben ser utilizadas y
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desarrolladas. Por lo tanto, se reemplaz6 la técnica de infeccién por sonda gastrica
por el uso, como vehiculo de las larvas infectivas, de una pequefia porcién de un
alimento, atractivo para el animal y no letal para la larva desnuda de T. spiralis
(Vasconi, 2015). Aunque los ratones debieron dejarse en ayuno durante las 12 h
previas a la infeccién para promover una ingestién mas rapida del alimento, se evito
el sufrimiento causado por un procedimiento invasivo y se logré que el ratén se
parasitara. Debe destacarse que esta metodologia de infeccién también asegur6 una
dosificacién mas exacta pues permiti6 un mejor control del nimero de larvas

ingeridas por cada animal.

A diferencia de lo informado por otros investigadores (Perrudet-Badoux et al., 1975;
Ishikawa et al., 1998; Dehlawi & Goyal, 2003; Dvoroznakova et al., 2012), la dosis
infectiva utilizada en este estudio fue relativamente baja y ninguno de los ratones
mostro signos clinicos de malestar asociados a la trichinellosis. Los animales fueron
pesados durante el desarrollo de esta experiencia para determinar si la infecciéon
alteraba las variaciones normales en el peso corporal. Ademas, su condicidn fisica se
monitored en busca de signos y sintomas de trichinellosis. Cambios en la actitud y
en la apariencia del ratén como depresion, anorexia, respiracion rapida o dificultosa,
falta de acicalamiento, presencia de porfirina periocular y nasal, apariencia o
postura anormal e inmovilidad son indicadores de dolor en los roedores, por lo que

estas variables se controlaron 2 veces por semana.

T. spiralis es un patégeno humano clasificado por los Institutos Nacionales de Salud
de Estados Unidos como un patoégeno de Clase 2; es decir, es de riesgo potencial
moderado para el personal y el medio ambiente. Es capaz de causar la enfermedad
después de la exposicion accidental por ingestién, pero puede ser controlada bajo
condiciones normales de laboratorio. El manejo seguro del organismo requiere un
nivel de habilidad y sofisticacion equivalente a la de los departamentos
universitarios de Microbiologia. Cuando se manipularon las larvas infectivas o se
trabajé con animales infectados se utilizaron guantes de proteccion y barbijo, las
mesadas se limpiaron con desinfectantes (alcohol etilico al 70 %), el acceso al
bioterio fue limitado mientras el experimento estaba en curso, los cadaveres
infectados se incineraron y se esterilizaron todos los liquidos sobrantes con larvas

viables, antes de su eliminacion.
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3.4. Diseiio y preparacion de nuevas formulaciones de antihelminticos

Los nuevos sistemas terapéuticos fueron disefiados y desarrollados por el grupo
dirigido por la Dra. Marfa Celina Lamas del Area Técnica Farmacéutica del
Departamento de Farmacia dependiente de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y

Farmacéuticas de la UNR y el Instituto de Quimica de Rosario (IQUIR - CONICET).

3.5. Evaluacion de la actividad antihelmintica in vitro de las nuevas

formulaciones de benzimidazoles

La actividad parasiticida de las nuevas formulaciones de benzimidazoles se evalud
sobre hembras adultas de T. spiralis. Como se muestra en la figura 12, se determiné
el efecto de los distintos sistemas sobre la viabilidad del parasito adulto, analizando
su motilidad y morfologia interna y se registr6 a cada una como “viva” o “muerta”.
También se examind el indice de larviposicién de las hembras de T. spiralis y la

viabilidad de las larvas recién nacidas (LRN) liberadas.

Solo fue posible estudiar el efecto del farmaco en hembras porque los parasitos
machos son, en su mayoria, eliminados con las heces luego de la copulacion. Cabe
aclarar que la cuticula de los nematodos, que ha sido considerada como una barrera
limitante a la entrada de moléculas dentro del parasito, presenta igual composicion
proteica y lipidica en machos y hembras por lo que, en ambos, obstaculiza de igual

manera el ingreso del farmaco.

3.5.1. Obtencion de hembras adultas de T. spiralis

Los gusanos adultos se obtuvieron de ratones de la linea CBi de la colonia CBi-IGE,
que se infectaron para tal fin con una dosis oral de 10 larvas L1 de T. spiralis por g
de peso corporal. Los animales se sacrificaron a los 6 dias posinfeccion (pi), en la
fase enteral de la infeccion, y se extrajo su intestino delgado. Este se abrio
longitudinalmente, se colocé en una placa de Petri conteniendo 15 mL de solucién
fisioldgica con gentamicina (250 pg/mL) y se incubd durante 4 h a 37 °C en
atmodsfera de 5 % de CO2. Este procedimiento permite que las hembras que
penetraron en el tejido intestinal migren desde la pared intestinal al liquido. Al
finalizar la incubacién se retiré el intestino y el liquido de incubacién, que incluyé

todo el contenido intestinal, se centrifug6 a baja velocidad (1000 rpm) debido a la
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fragilidad de las hembras adultas de T. spiralis. El sedimento se lavé y resuspendid
nuevamente en solucidn fisiologica y se centrifugd, repitiéndose el proceso hasta
obtener un sobrenadante limpido. Para aislar los parasitos adultos, el material
sedimentado se examind microscépicamente a una magnificacién 40x; las hembras
se recogieron con micropipetas estériles y se mantuvieron en medio de cultivo RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) durante 18 h en estufa a 37 °C en atmdsfera de COz al 5 %

hasta el inicio del ensayo in vitro de actividad antiparasitaria.

3.5.2. Ensayo in vitro

Las hembras de T. spiralis se colocaron en placas de cultivo de 24 pocillos (10 a 12
hembras por pocillo, tres pocillos por formulacién) conteniendo las soluciones
antiparasitarias a ensayar. Las soluciones, a las que se agregd 10 % v/v de suero
fetal bovino (Klonal, Argentina) fueron previamente filtradas a través de filtros de
acetato de celulosa de poro 0,2 uM (Minisart, Sartorius Stedim Biotech, USA) antes
de su uso. Los gusanos se incubaron a 37 °C, en atmdsfera de COz al 5 %, durante 48
h y se observaron con un microscopio invertido a las 2, 4, 7, 24, 29 y 48 h (Fig. 12)
para contar los gusanos “vivos” y “muertos” como se explic6 en 3.5. Esta
metodologia permitié analizar el efecto del “tiempo en contacto con el farmaco”

sobre la supervivencia del parasito.
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Figura 11. Disefio experimental para evaluar in vitro la efectividad antihelmintica
de formulaciones de benzimidazoles.
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Las soluciones de benzimidazoles se utilizaron como control positivo y el medio de
cultivo con el disolvente empleado como control negativo. Los experimentos se

llevaron a cabo por duplicado y los datos se corrigieron con el control negativo.

3.6. Ensayo in vivo. Analisis farmacocinético

La biodisponibilidad es la velocidad y cantidad con que un principio activo, liberado
desde una forma farmacéutica, alcanza la circulacion sistémica (lannantuono &

Tessler, 1994).

La biodisponibilidad de las nuevas formulaciones y del farmaco puro se determiné
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, siglas del nombre en inglés del
método “High Performance Liquid Chromatography”) utilizando un detector UV-

DAD (Agilent 1260 HPLC DAD).

Para ello, después de su administracion, se midieron a distintos tiempos los niveles
de concentracion plasmatica del metabolito de interés en los ratones que recibieron
las formulaciones o el fairmaco puro. Con los valores obtenidos se graficé una curva
de concentracion en funciéon del tiempo y se estimaron los parametros
farmacocinéticos, concentracion plasmatica maxima (Cmax) y tiempo en el que se
alcanza dicha concentracion (Tmax), derivados de la curva de biodisponibilidad. Se

calcul6é también el area bajo la curva (AUC) (Fig. 13).

BZD Cmax (pg/mL) i
@gﬁ = =» = Tmax(h) !
Formulaciones \

AUC (pg. h/mlL);

Figura 13. Disefio experimental para determinar los parametros
farmacocinéticos de los BZD y sus nuevas formulaciones, por HPLC.
ABZ y las formulaciones S4A y S10A se administraron por via oral en una
dosis tnica (30 mg de ABZ/kg de peso corporal). MBZ y las formulaciones
NP y Comp se administraron por via oral en una dosis tnica (15 mg de
MBZ/kg de peso corporal).
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3.6.1. Preparacion y administracion de los farmacos; obtencién y

procesamiento de las muestras

La preparacion de las distintas formas farmacéuticas se detalla brevemente a
continuacion. El benzimidazol puro o la nueva formulacion se mezcl6 con glicerina
(50 mg) y se sonicé para homogeneizar. Alicuotas de esta suspension con la
concentracion de benzimidazol correspondiente para cada raton (mg BDZ/kg de
peso corporal) se colocaron a microtubos de centrifuga de 1, 5 mL tipo Eppendorf
que se identificaron con el nimero del ratén. Por separado, se solubilizaron 2,6 g de
gelatina en polvo en 10 mL de agua caliente (60 °C) y, antes de que la solucién
solidificara, se tomé una alicuota de 100 pL para agregar a cada tubo tipo Eppendorf
con la suspension del farmaco en glicerina. A continuacidn, la mezcla se sonic6 en
un bafio de agua a 60 °C para lograr una correcta homogenizacién y se anadieron 40
mg de alimento comercial de los animales en forma de polvo, con el objetivo de
incorporar un sabor familiar a la preparacién y asi facilitar la ingesta por parte de
los ratones. El producto final obtenido contenia el benzimidazol puro o la
formulacién, junto con gelatina y polvillo de alimento. Estos se almacenaron a 4 °C

hasta su administracion.

Ratones machos y hembras CBi/L y CBi+ se dividieron aleatoriamente en grupos de
tratamiento y se dejaron en ayuno de 12 horas (agua ad libitum) con el fin de lograr
la ingesta voluntaria del medicamento obtenido. Durante este procedimiento, cada
animal se aloj6 en jaula individual y recibié una dosis oral Unica del benzimidazol
puro o de los distintos sistemas farmacéuticos. A distintos tiempos, se tomaron
muestras de sangre por puncidon cardiaca, para lo cual los animales fueron
anestesiados 5 minutos antes de la puncion con una inyeccidn intraperitoneal de
ketamina/xilacina 10:1. Las muestras de sangre se recogieron en viales
heparinizados y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos para la obtencién

del plasma.

La decision de realizar punciéon cardiaca para la obtenciéon de las muestras
sanguineas derivé de la cantidad de plasma requerido para realizar las
determinaciones por HPLC. Con esta técnica se extrae el volumen maximo de sangre

del raton y, por ende, un volumen de plasma suficiente. Al tratarse de un método de
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eutanasia, en el que el raton se sacrifica por exsanguinacion, cada animal representa

un Unico punto de la curva.

La presencia de proteinas en el plasma puede interferir en las determinaciones
realizadas por métodos cromatograficos ya que presentan maximos de absorcion en
la regién ultravioleta debido a las propiedades de los enlaces peptidicos y los
residuos aromaticos de tirosina y tript6fano. Ante la posibilidad de un solapamiento
de las sefiales espectrales del farmaco en estudio y las proteinas presentes, es
necesario desproteinizar las muestras de plasma antes de ser inyectadas al
cromatoégrafo. Para ello, cada muestra se procesé de la siguiente manera: 200 pL de
plasma de cada ratén se mezclaron con 1 mL de metanol y la mezcla se dejé reposar
a -20 °C durante 30 minutos; luego se centrifug6é a 15000 rpm a 4 °C durante 12
minutos. El sobrenadante se coloc6 en viales de vidrio para evaporarlo bajo vacio en
un rotavapor Bilichi. Los viales se conservaron a -20 °C hasta la determinacion

posterior del metabolito activo por HPLC.

3.6.2. Parametros farmacocinéticos

Para estudiar la biodisponibilidad se recurrié a tres indicadores (Iannantuono &

Tessler, 1994):

la concentracién plasmatica maxima (Cmax, pg/mL), también conocida como
“exposicion puntual”, cuantifica la velocidad de absorcién del principio activo y
estd determinada por el equilibrio de velocidades (velocidad de entrada y

velocidad de salida);

el tiempo necesario para alcanzar Cmax (Tmax, h), es también funcién de la
velocidad, pero ademas brinda informaciéon sobre cantidad absorbida. Estos
indicadores derivan de la curva de concentracion plasmatica del metabolito
activo en funciéon del tiempo transcurrido desde su ingestion, luego de la

administracion de un farmaco;

el area bajo la curva (AUC), conocida como “exposicion total” y representa la
cantidad total de farmaco biodisponible. Esta variable es un valor numérico
calculado por integracidon de las concentraciones plasmaticas comprendidas
desde el momento de la administracion del farmaco (to) hasta el de la ultima

concentracion plasmatica cuantificable (tz).
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En esta experiencia se determinaron las areas bajo la curva concentracién- tiempo
de0a7h (AUC o7, pgh/mL) y 0 a 24 h (AUC o-24, ug h/mL). Las areas bajo la curva
fueron calculadas empleando el método de la regla del trapecio (GraphPad Prism
7.0, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Los resultados se expresaron como
media + SEM. Ademas, se calcul6 la biodisponibilidad relativa de los sistemas (AUCr),

segun la ecuacion:
AUC: = AUCsistema/AUCBZD .100%

donde AUCsistema €s el area bajo la curva del metabolito activo luego de la
administracién de la forma farmacéutica y AUCszp es el area bajo la curva del

metabolito activo luego de la administracidn del benzimidazol puro.

El procedimiento detallado de la técnica HPLC se describe mas adelante en esta

seccidn, en el item 3.8.2. para albendazol y 3.9.2. para mebendazol.

3.7. Ensayo in vivo. Evaluacion de la eficacia terapéutica de las nuevas

formulaciones de benzimidazoles

El protocolo de evaluacion de la eficacia in vivo de las nuevas formulaciones
antiparasitarias sobre las distintas formas morfolégicas de T. spiralis se resume en
la figura 14. El albendazol puro y sus nuevas formulaciones se evaluaron en las 3
etapas del ciclo del parasito (etapas enteral, migratoria y parenteral), mientras que
los sistemas de mebendazol y el mebendazol puro se estudiaron sélo en la etapa

parenteral.

Los ratones adultos CBi/L y CBi+ de ambos sexos se infectaron por via oral con 2
larvas L1 de T. spiralis por gramo de peso corporal, como ya se describid en el

apartado 3.3. de esta seccion.

Para la evaluacion de la efectividad antihelmintica de albendazol y sus
formulaciones, los animales infectados se dividieron en grupo control, que no
recibido ningin tratamiento, y grupos tratados con una dosis oral diaria de
albendazol o las formulaciones en la etapa enteral (grupo E, dias 5, 6 y 7 pi),
migratoria (grupo M, dias 13, 14 y 15 pi) o parenteral (grupo P, dias 27, 28 y 29 pi)

de la infeccién. En los dos primeros grupos se evaluaron los efectos del tratamiento
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Figural4. Diseno experimental para evaluar in vivo la efectividad antihelmintica de
las formulaciones de BZD. ABZ y las formulaciones S4A y S10A se administraron
por via oral en una dosis tnica diaria (30 mg de ABZ/kg de peso corporal/dia).
MBZ y las formulaciones NP y Comp se administraron por via oral en una dosis
unica (15 mg de MBZ/kg de peso corporal/dia). Adaptada de Codina ef al., 2021.

sobre la carga parasitaria intestinal y muscular; en el grupo P sélo se investig6 el

efecto sobre la carga parasitaria muscular.

Para la evaluacion de la efectividad antihelmintica de mebendazol y sus
formulaciones, los animales se dividieron en grupo control (sin tratamiento) o
tratados con mebendazol o las formulaciones los dias 27, 28 y 29 pi (grupo P). En
este grupo se evalud el efecto de los medicamentos sobre la carga parasitaria

muscular.

Los preparados farmacéuticos de BZD puro o las formulaciones se elaboraron como

se describi6 en detalle en el apartado 3.6.1.

Durante el curso de esta experiencia, los animales fueron pesados y se evalu6 su
estado general frente a posibles signos y sintomas de trichinellosis y/o efectos

adversos producto de los tratamientos como ya se explicé en el item 3.3.

3.7.1. Analisis de la eficacia terapéutica. Etapa enteral

La mitad de los ratones del grupo E se sacrificaron 2 dias después de la ultima
administracion del farmaco (dia 9 pi) para estimar la carga parasitaria intestinal
(nPA) y la fecundidad de la hembra de T. spiralis (Fh), como describiera Luebke

(2007). Brevemente, se extrajo el intestino delgado, se abri6 longitudinalmente y se
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incub6 en una placa de Petri con 15 mL de solucién fisiolégica conteniendo 250
u/mL de gentamicina durante 4 horas, a 37 °C, en atmdsfera de 5 % de COa.
Finalizada la incubaciéon se retiré el intestino. Los gusanos adultos machos y
hembras se recuperaron de la suspensién mediante centrifugacién y se lavaron con
solucion fisiologica. El material sedimentado se resuspendié en aproximadamente 1
ml de solucién salina y se coloc6 en una placa acrilica cuadriculada para contar los
gusanos adultos con un microscopio con aumento 40x. nPA se expres6 como niimero
total de parasitos adultos presentes en el intestino, por ratén. Fh se determiné
contando el numero de larvas recién nacidas de cada hembra aislada. Usando una
lupa microscépica, 8 a 10 hembras que migraron fuera del intestino se recolectaron
con una pipeta Pasteur estéril y se colocaron (una por pocillo) en una policubeta
conteniendo RPMI 1640 adicionado con 10 % de suero fetal bovino y 250 pg/mL de
gentamicina. Se incubaron 18 horas a 37 °C en 5 % de CO2 y se contaron las larvas
recién nacidas liberadas en cada pocillo. Los datos se expresaron como nimero

promedio de larvas nacidas por parasito hembra, por raton.

El resto de los animales tratados se sacrificaron a los 37 dias pi para evaluar la
eficacia del tratamiento sobre la carga parasitaria muscular, como se describe en

3.7.3.

3.7.2. Analisis de la eficacia terapéutica. Etapa migratoria

La mitad de los animales del grupo M se procesaron siguiendo el mismo protocolo
que los animales del grupo E, excepto que la nPA y Fh se estudiaron en el dia 17 pi,

2 dias después de la ultima administracion del farmaco.

El resto de los animales tratados se sacrificaron a los 37 dias pi para evaluar la
eficacia del tratamiento sobre la carga parasitaria muscular, como se describe en

3.7.3.

3.7.3. Analisis de la eficacia terapéutica. Etapa parenteral

Los animales del grupo P se sacrificaron a los 37 dias pi, 7 dias después de la ultima
administracion del farmaco. Como ya se explico, en la misma fecha se sacrificaron
también los ratones restantes de los grupos E y M. En todos ellos se examiné el

efecto del tratamiento sobre el grado de infeccion alcanzado por cada animal, por
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recuento de las larvas enquistadas en musculo. En este modelo animal el conteo se
realiz6 en la lengua que es el sitio de predileccion para el enquistamiento de las
larvas de Trichinella en el ratén (Beiting et al., 2007; Luebke, 2007; Vasconi et al.,
2015). Debe destacarse que este procedimiento permite la recuperacion de las
larvas enquistadas incluso cuando los niveles de infeccién son bajos (Leclair et al.,

2003; Picherot et al., 2007).

Brevemente, la lengua se extirpd y pes6 a la décima de gramo e inmediatamente
después se procedié a su digestidon con una solucion de pepsina en HCl 0.1 N, como
ya se describié en 3.3. Después de la incubacion durante la noche a 37 °C, la
digestion se detuvo agregando solucién salina. Seguidamente, se enjuagaron las
larvas con solucion salina varias veces para eliminar los desechos, y el sobrenadante
se elimind luego de centrifugar durante 5 minutos a muy baja velocidad para evitar
dafiar las larvas. Finalmente, se lavd el sedimento con 2 mL de solucién salina y el
total de larvas musculares presentes en la suspension se conté por observacion
microscépica con magnificacién 40x. El resultado se expresd como carga parasitaria
muscular relativa (CPr), que se calculé como nimero de parasitos por g de peso de

tejido fresco.

El efecto de los tratamientos sobre la viabilidad de las larvas L1 también se utiliz6

Figura 15. Microfotografia de larva L.1 de T.spiralis
(40x) recuperada luego de una digestion artificial de
lengua. La flecha apunta una larva muerta que muestra
la forma de “coma” caracteristica, tefiida con azul de
metileno. Adaptada de Codina et al., 2021.



Materiales y Métodos _

como medida de su eficacia terapéutica, comparando la proporcion de larvas
musculares vivas/muertas recuperadas de los animales controles con la de los
tratados. Para determinar el porcentaje de larvas muertas se utiliz6 la técnica de
coloracion supravital con azul de metileno descrita por Randazzo & Costamagna
(2010) modificada por Codina et al. (2015), que permite identificar larvas muertas
y moribundas por su coloracién azulada. Brevemente, la suspension de larvas
obtenidas del musculo se puso en contacto con una solucién de azul de metileno, se
incubd durante 3 horas a 37 °C y luego se lavo y observd, bajo microscopio 6ptico,
con una magnificacion de 40x. La pérdida de viabilidad de las larvas se evidencia por
la coloracidén de las mismas, producto de la retraccion de las estructuras internas en
relacion con la capa quitinosa y por la fragmentacion de esta ultima, lo que facilita
la penetracién del colorante. Ademas, la evaluacion de viabilidad se corroboré por
la falta de movimiento (ausencia de movimientos tipicos de constante enrollamiento

y desenrollamiento) y la forma de “coma” caracteristica (Fig. 15).

Los animales tratados con mebendazol o sus formulaciones en la etapa parenteral
del ciclo del parasito se procesaron de igual manera que los ratones tratados con los

distintos sistemas de albendazol en esa etapa.

3.8. Albendazol

A continuacién, se describen los sistemas terapéuticos y las caracteristicas

especificas de la metodologia de trabajo utilizada para albendazol.

Los nuevos sistemas terapéuticos de albendazol consistieron en 20 formulaciones
microcristalinas (Tabla II) obtenidas por precipitacion controlada y secado por

aspersion, empleando diferentes polimeros en la estabilizacion (Priotti et al., 2017).

Brevemente, para la obtencion de cada uno de los 20 sistemas microcristalinos de
albendazol se disolvieron 400 mg de albendazol en acido acético glacial (4 mL) y
etanol absoluto (6 mL). La solucién resultante se afiadiéo sobre 100 mL de una
solucion  acuosa conteniendo uno de los siguientes  polimeros:
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxietilcelulosa (HEC), carboximetilcelulosa
(CMC), metilcelulosa (MC) o quitosano (QS), en dos concentraciones distintas (0.1 y
0.5 % p/v), con o sin el agregado del poloxamero 338 (P338), a una concentracién

fija (0.02 % p/v). Esto se realiz6 bajo agitaciéon magnética a 1000 rpm empleando
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un equipo MSH300N (Boeco®, Alemania). Luego de la precipitacion, la agitacion se
mantuvo constante durante 10 minutos y se procedio al secado por aspersién en un
equipo Mini Biichi Spray Dryer B-290 (Flawil, Suiza). Las condiciones de secado
fueron las siguientes: temperatura de entrada 130 °C, temperatura de salida 70 °C,
flujo de aire de 30 m3/h, eficiencia de la bomba 12 % (caudal ~5 mL/min) y
aspirador 100 %.

Tabla II. Nomenclatura y composicion de los sistemas microcristalinos de ABZ

Concentracion de
Sistema Polimero P338 (% p/v)
Polimero (% p/v)

S1A -
0.5
S1B 0.02
HPMC
S2A -
0.1
S2B 0.02
S3A -
0.5
S3B 0.02
HEC
S4A -
0.1
S4B 0.02
S5A -
0.5
S5B 0.02
CMC
S6A -
0.1
S6B 0.02
S7A -
0.5
S7B 0.02
MC
S8A -
0.1
S8B 0.02
S9A -
0.5
S9B 0.02
Q
S10A -
0.1

S10B 0.02
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3.8.1. Ensayo in vitro

Se prepararon soluciones madres de albendazol y de los 20 sistemas
microcristalinos en dimetil sulféxido (DMSO, 25 mg ABZ/mL). Estas soluciones se
afiadieron al medio RPMI 1640 con gentamicina (250 pg/mL) y se mantuvieron en
agitacion a 180 rpm por 24 horas, a 20°C. La concentracion final de DMSO (2 %) fue
la maxima concentracion a la cual los parasitos se mantuvieron viables durante el

tiempo del ensayo.

3.8.2. Analisis HPLC

Para graficar la curva de concentracion plasmatica en funciéon del tiempo, el
metabolito de interés medido en las formulaciones y en el farmaco puro fue el

albendazol sulféxido (primer metabolito activo del albendazol).

Las muestras de sangre se obtuvieron de ratones machos y hembras CBi/L y CBi+
(n= 63-69 por linea y por sexo) a los que se les administrd una dosis oral tnica (30
mg ABZ/kg peso corporal) de albendazol puro o de los distintos sistemas. La toma
de muestra se realizé a las 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 7 y 24 h postratamiento.
Posteriormente, las muestras de plasma procesadas (item 3.6.1) se resuspendieron
en 500 pL de fase movil y se filtraron a través de microfiltros de di-fluoruro de
polivinilideno con 0.2 um de tamafio de poro. La fase movil consistiéo en 0.05 M de
buffer acetato de amonio/ acetonitrilo (85:15). Se inyectaron muestras de 50 pL, con
un flujo de 1.2 mL/min, a través de una columna Zorbax Eclipse C-18 (150 x 4.6 mm;
S5um). El gradiente de elucion se describe en la Tabla III. El tiempo de retencion del

analito fue de 7.6 + 0.2 min.

Se construy6 una curva de calibracion con una concentracion testigo de albendazol

sulféxido entre 0.25y 3 pg/mL (R2 = 0,99). La absorbancia se midié a una longitud

Tabla III. Composicién de la fase mévil en HPLC.

Tiempo (min)  Acetonitrilo (%) Buffer (%)

0-4 15 85
04-12 50 50
12-14 15 85

14-17 15 85
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de onda de 292 nm. La concentracién de albendazol sulféxido se determin6 por
comparacién de los tiempos de retencién con el patrén de referencia puro (Evrard

etal, 2002; Did et al., 2011).

3.8.3. Ensayo in vivo

La eficacia terapéutica in vivo de los nuevos sistemas de albendazol se evalué en las
3 etapas del ciclo del parasito. Se trabajé con 4-5 animales por linea, sexo,

tratamiento y fecha de sacrificio.

3.9. Mebendazol

A continuacién, se describen las nuevas formulaciones y las caracteristicas

especificas de la metodologia de trabajo utilizada para mebendazol.

Para mejorar las propiedades biofarmacéuticas del mebendazol, se prepararon
nanoparticulas (NPs) por secado por aspersion y complejos de inclusién (Comp) con
citrato de B-ciclodextrina (C-B-CD). A continuacién, se describen brevemente las

preparaciones.

Para la preparacion de las nanoparticulas de mebendazol, 50 mg de mebendazol se
disolvieron en acido formico (2.4 mL) y se sonicaron hasta completar su disolucion.
Luego, esta solucion de mebendazol se afadi6 una solucién acuosa de
polivinilalcohol (10 mL, al 05 % p/v) bajo agitacion mecanica. Las
nanosuspensiones resultantes se secaron por aspersion con el equipo Mini Biichi
Spray Dryer B-290 (Flawil, Suiza). Las condiciones de secado fueron las siguientes:
temperatura de entrada 130 °C, temperatura de salida 60 °C, flujo de aire de 30
m3/h, eficiencia de la bomba 12 % (caudal ~5 mL/min) y aspirador 100 %. De esta

forma se obtuvieron nanoparticulas de composicion MBZ-PVA 1:1 (p/p).

La sintesis del citrato de -ciclodextrina se realiz6 segun lo descrito por Garcia et al.
(2014). Brevemente, el acido citrico y la B-ciclodextrina se sometieron a reflujo a
100 °C en una proporciéon molar 6:1. Luego de 4 horas, se anadié agua destilada y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afiadié isopropanol para precipitar el
producto y disolver el acido citrico que no reacciond. Se filtr6 al vacio y el

precipitado retenido se colocé en un cristalizador para secar en estufa a 60 °C por
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24 horas. Se mortereé y almacend el citrato de -ciclodextrina en frasco bien cerrado

hasta su uso.

Los complejos de inclusiéon fueron preparados por el método de secado por
aspersion. El mebendazol (0.56 moles) se disolvié en acido férmico (10 mL) y se
afiadi6 a la solucidén de citrato de 3 -ciclodextrina (0.56 moles) y agua (20 mL). La
solucién resultante se sec6 por atomizacién con el equipo Mini Blichi Spray Dryer B-
290 (Flawil, Suiza). Las condiciones de secado fueron las siguientes: temperatura de
entrada 130 °C, temperatura de salida 70 °C, flujo de aire de 38 m3/h, eficiencia de

la bomba 12 % (caudal ~5 mL/min) y aspirador 100 %.

3.9.1. Ensayo in vitro

Se prepararon soluciones madres de mebendazol, de nanoparticulas y de complejo
de inclusién en dimetil sulféxido (DMSO, 10 mg MBZ/mL). Estas soluciones se
afiadieron al medio RPMI 1640 con gentamicina (250 pg/mL) y se mantuvieron en
agitacién a 180 rpm por 24 horas, a 20 °C. La concentracion final de DMSO (2 %) fue
la maxima concentracion a la cual los parasitos se mantuvieron viables durante el

tiempo del ensayo.

3.9.2. Analisis HPLC

Para realizar el grafico de curva de concentracion plasmatica en funcidon del tiempo,
el metabolito de interés medido en las formulaciones y en el farmaco puro fue el

mebendazol.

Las muestras de sangre se obtuvieron de ratones machos y hembras CBi/L y CBi+
(n=93-99 por linea y por sexo) a los que se les administré una dosis oral tnica (15
mg MBZ/kg peso corporal) de mebendazol puro, nanoparticula o complejo de
inclusion. La toma de muestra se realiz6 a las 0.3, 0.6, 1, 1.2, 2, 2.5, 3,4, 5, 7 y 24
horas post tratamiento. Posteriormente, las muestras de plasma procesadas (item
3.6.1) se resuspendieron en 100 pL de fase moévil y se filtraron a través de
microfiltros de difluoruro de polivinilideno con 0.2 uM de tamafio de poro. La fase
movil consistié en 0.05 M de buffer fosfato de potasio monobasico/metanol (40:60).

Se inyectaron muestras de 25 pL, con un flujo de 1.2 mL/min, a través de una
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columna Zorbax Eclipse C-18 (150 x 4.6 mm; 5uM). El tiempo de retencién del

analito fue de 3.8 + 0.2 min.

Se construy6 una curva de calibracién con una concentracion testigo de mebendazol
entre 0.25y 4 pg/mL (R2=0,99). La absorbancia se midié a una longitud de onda de
247 nm. La concentracién de mebendazol fue determinada por comparacién de los

tiempos de retencién con el patrén de referencia puro.

3.9.3. Ensayo in vivo

La eficacia terapéutica in vivo de la formulaciéon nanoparticulada y del complejo de
inclusion se evalué solo en la etapa parenteral de la infeccion. Es decir, el efecto de
las formulaciones se estudi6 sobre las larvas de T. spiralis ya enquistadas en
musculo. La decisién de no evaluar la efectividad de las formulaciones sobre las
etapas anteriores del ciclo del parasito se realizé en funcién de los resultados
satisfactorios obtenidos en dicha etapa, ya que uno de los propésitos del proyecto
es mejorar la eficacia terapéutica de los benzimidazoles en la fase crénica de la

infeccion.

Se trabajé con 6 animales por linea, sexo y tratamiento.

3.10. Analisis estadistico

El estudio del significado estadistico de las diferencias entre grupos se realizé con
pruebas paramétricas o no paramétricas, lo que dependid de la variable analizada y

de los requerimientos de la prueba estadistica (Sheskin, 2011).

La efectividad de la actividad antihelmintica de las distintas formulaciones sobre la
viabilidad de los gusanos en los ensayos in vitro se estudié con curvas de
supervivencia, calculadas con el método de Kaplan-Meier; el significado estadistico

de las diferencias entre las formulaciones se estim6 con la prueba de log-rank.

En la seccion RESULTADOS, en cada tabla o grafico, se detallan las pruebas
estadisticas usadas para cada variable. Las diferencias entre grupos se consideraron

significativas si P<0,05.
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4. RESULTADOS

I. ALBENDAZOL
4.1. Actividad antihelmintica in vitro de microcristales de albendazol

El efecto de las diferentes formulaciones microcristalinas de albendazol sobre la
supervivencia de hembras adultas de T. spiralis se evalu6 mediante curvas de

supervivencia.

Para el contaje, se consideraron hembras viables aquellas que presentaban una
morfologia interna definida, con presencia de larvas y huevos en su interior, ademas
de exhibir movimientos acentuados. Por el contrario, las hembras no viables (o
muertas) mostraban una estructura interna alterada, indefinida, y carecian de

movimiento (Fig. 16).

Figura 16. Microfotografia de hembras adultas de T. spiralis. A) hembra viable con
morfologia interna normal. La flecha indica los huevos en su interior; B) hembra no
viable con morfologia interna alterada. (Magnificacién 100x).

La mayoria de las formulaciones mejoraron significativamente la actividad
parasiticida del albendazol (P<0.01). S6lo S1A, S2B, S3B, S5A y S6B mostraron un
comportamiento similar al del ABZ puro. Sus medianas de supervivencia fueron
superiores a las 24 h, observandose gran cantidad de hembras viables al finalizar el

experimento (Fig. 17 y Tabla IV).



Resultados

A B
__100 100
2 = o=
< 80 £ gof
P $——o =+ S1A = + S3A
o + S1B T - - S3B
c 60t A——a I
$ = -~ S2A 8 60 -+ S4A
X S8t oan | | o s
u%.' 20 _ 3 20f
c L L - 1 L c 1 L il L ..I
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
c Tiempo (h) D Tiempo (h)
3‘100 __100
< g0 E ooll3
i i
£ 60 -
s — -+ S6A § 60F -+ SBA
2 —_—
g 40 = ¢ O S6B 5 4ol ‘ <+ S8B
o L o
a ™ | 3
c 1 1 i 1 1
0 10 20 30 40 &0 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h)
E F
100 __100
s S
s 80 + S9A = 90 Dy
S e -+ S9B € g ~ S4A
g -+ S10A 2
2 40 < S10B = 40 -+ S5B
o g - STA
2 5 2 3 20 = S10A
a 7] )
c 1 1 1 1 c L 1 E L L
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 17. Curvas de supervivencia de hembras de T. spiralis cultivadas con
soluciones antiparasitarias conteniendo ABZ puro o los sistemas microcristalinos de
ABZ estabilizados con diferentes polimeros, a los que se agregé o no el tensioactivo.
A) Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), B) Hidroxietilcelulosa (HEC), C)
Carboximetilcelulosa (CMC), D) Metilcelulosa (MC) y E) Quitosano (Q). Sistemas con
numeracién impar: concentracion polimérica 0.5 % p/v. Sistemas con numeracion
par: concentracion polimérica 0.1 % p/v. La letra A identifica a los sistemas sin
agregado de tensioactivos, la letra B la presentan los sistemas con 0.02 % de
poloxamero 338 (P338). En la figura F) El mejor sistema de cada grupo polimérico
se compard frente al ABZ puro (ABZ).

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se generaron con GraphPad Prism
version 7.0. El significado de las diferencias entre las curvas se calcul6 con la prueba
de rango logaritmico.

En general, la concentracion de polimero (0.5 0 0.1 % p/v) no cambi6 la actividad
antihelmintica de los sistemas. En algunos casos (4 de los 20 sistemas estudiados),
el efecto fue significativo, pero al azar, observandose diferentes respuestas segun el
polimero empleado. Los sistemas formulados con HPMC, HEC o Q, en ausencia de

P338, fueron significativamente mas activos a bajas concentraciones. El sistema
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HPMC con P338 mejord su actividad cuando se increment6 la concentracion del

polimero.

Tabla IV. Efecto del ABZ y de las formulaciones de microcristales sobre los
parametros de supervivencia de hembras adultas de T. spiralis, después de 48 horas

de incubacion.

Variables

Solucién antiparasitaria Media_na de- Proporcién
supervivencia  de hembras
(h) viables (%)
ABZ Indefinido 72.7
S1A2 Indefinido 60.0
S1Bb 29 13.3
S2Ab 26.5 0
S2B2 Indefinido 75.0
S3A2 24 0
S3BP 38.5 35.7
S4Ab 26.5 6.3
S4B2 24 59
S5A2 24 36.4
S5B2 24 8.3
S6A? 29 231
S6B2 29 38.9
S7A3 7 26.7
S7B2 48 25.0
S8A2 15.5 25.0
S8B2 29 33.3
S9A2 38.5 25.0
S9B2 29 0
S10Ab 2 0
S10B@ 7 10.0

Los datos de la tabla derivan de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
generadas con GraphPad Prism version 7.0. El significado de las diferencias entre las

curvas se calculd con la prueba de rango logaritmico.

Los grupos que no comparten el mismo superindice dentro de los sistemas
formulados con el mismo polimero presentan diferencias estadisticamente

significativas (P<0.01).
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Se observaron resultados similares cuando se agreg6 el surfactante P388 a la
formulacién. La formulacién de microcristales con HPMC fue el inico sistema que

mostré mas actividad con la adicién de P338 (S1, Fig. 17A; Tabla IV).

De cada grupo polimérico, se seleccionaron aquellas formulaciones microcristalinas
que presentaron la mejor actividad parasiticida (Fig. 17F). Los sistemas elegidos se
compararon frente al fArmaco puro y, en todos los casos, tuvieron una actividad
significativamente mejor que ABZ (P< 0.01). El sistema S10A fue considerablemente

mas efectivo que los otros (P<0.01).

También se examino el efecto de las formulaciones sobre las larvas recién nacidas
liberadas por las hembras de T. spiralis. La movilidad de las larvas recién nacidas se
vio afectada en diversos grados por las formulaciones, mostrando pérdida completa
de movimiento después de 2 horas y hasta el final del experimento, en los pocillos
que contenian S4A, S5B y S10A. En los demas sistemas se observaron tanto larvas

moviles como inmdviles en el periodo estudiado.

En base a los resultados obtenidos en este ensayo in vitro y a la caracterizaciéon
fisicoquimica realizada previamente por Priotti et al. (2017), los sistemas S4A y
S10A se consideraron los mas eficaces y se seleccionaron para continuar el estudio

de sus caracteristicas farmacocinéticas y actividad antihelmintica in vivo.

4.2. Analisis farmacocinético

La biodisponibilidad de los sistemas S4A y S10A se evalu6 midiendo los niveles de
concentracion plasmatica de albendazol sulféxido (ABZSO), principal metabolito

activo, y se la comparo con la de ABZ puro (Fig. 18).

Los pardmetros farmacocinéticos derivados de la curva de biodisponibilidad se
resumen en las tablas V'y VI. Los valores de Cmax ¥ Tmax para ABZ puro obtenidos en
este trabajo fueron similares a los reportados previamente por otros autores, en

estudios realizados en ratones (Rodriguez et al., 2009; Paredes et al., 2018).

Los ratones que recibieron las formulaciones S4A y S10A mostraron una mayor
concentracion plasmatica de albendazol sulféxido y un aumento significativo en los

valores de Cmax comparados con aquellos que recibieron ABZ puro (CBi/L: & P =

0.003, ? P =0.005; CBi+: ¢ P =0.010, ? P = 0.009). En machos y hembras de ambos
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genotipos, S4A fue significativamente mejor que ABZ (CBi/L: P <0.005; CBi+: P
<0.010). S4A también mostré una mejora significativa en la Cmax en comparacion con
S10A, en los ratones CBi/L (¢ P = 0.038; ? P = 0.024; Tabla V); esta diferencia entre
formulaciones no se observé en los animales CBi+ (Tabla VI). La Cmax mostré un
efecto de sexo en el genotipo CBi/L: las hembras alcanzaron valores mayores que
los machos, siendo esta diferencia significativa en el grupo que recibié S4A (P =
0.004). Esta variable también presenté un efecto de genotipo, ya que los ratones
CBi/L tuvieron valores de Cmax mas altos que CBi+; sin embargo, la diferencia alcanzé

el significado estadistico solo en hembras tratadas con S4A (P = 0.001).
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Figura 18. Curvas de concentracion plasmatica de albendazol sulféxido en funcién
del tiempo después de la administracion oral de una tnica dosis de albendazol puro,
S4A o S10A (dosis: 30 mg ABZ/kg de peso corporal), en ratones de las lineas CBi/L
(A) y CBi+ (B) machos y hembras.

Los valores de Tmax variaron entre los grupos. Los machos CBi/L tratados con ABZ o
S10A tuvieron un Tmax mas alto que las hembras del mismo genotipo (Tabla V). Los
ratones CBi+, en cambio, mostraron un claro efecto de sexo en Tmax ya que la
concentracion maxima se alcanzé antes en los machos, independientemente del

tratamiento (Tabla VI).
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Tabla V. Parametros farmacocinéticos de ABZSO obtenidos después de la
administracion de ABZ o sistemas microcristalinos de ABZ (dosis oral tnica de 30 mg
ABZ/kg) a ratones CBi/L machos y hembras.

Solucién antiparasitaria

Parametros
Sexo
farmacocinéticos ABZ S4A S10A
c 3.8+0.382 8.0+0.21b 6.3+0.03¢
Crmax (ng/mL)#
Q 51+0.012 12.1+0.11° 8.1+0.88°¢
d 1.5 1.5 1.5
Tmax (h)
Q 1 1.5 1
d 11.6 +1.672 25.7 +2.65b 23.3+0.74b
AUC(0-7n)
h/mL)#
(hgh/mL) Q 15.4+ 0283 284+200°  265+083D
c 324 +2.552 41.2 +3.502 493 +4.372
AUC(0-24n)
h/mL)#
(ugh/mL) Q 273 +1.602 383401538  56.3+340D
Aumento AUCro.7n) o ) 122 101
(%) Q - 84 72
e - 27 52
Aumento AUCr(o-24n)
0,
(%) Q - 40 106

#media + SEM

Las diferencias entre los grupos de tratamiento se estimaron mediante un ANOVA
paramétrico seguido de un test de Tukey para comparaciones multiples. En cada fila, los
grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias estadisticamente
significativas (P<0.025).

Como se muestra en las tablas V y VI, la biodisponibilidad, estimada calculando el
AUC a partir de la curva de concentracion plasmatica versus tiempo de ABZSO, fue

mayor en los ratones a los que se administro las formulaciones S4A y S10A que en
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los que recibieron ABZ puro. En esta variable también se observaron diferencias
atribuibles a efectos de genotipo y sexo. Los machos y hembras CBi/L tratados con
S4A 0 S10A aumentaron el AUCo-7 en comparaciéon con ABZ (' P =0.024; ? P =0.010)
pero no hubo diferencias significativas entre las formulaciones (P > 0.05; Tabla V).
Esta variable no mostré un efecto significativo de sexo (P > 0.05) aunque las
hembras CBi/L tendieron a tener valores mas altos que los machos. El AUCo-24
también fue mayor para las formulaciones y se observo un efecto del sexo: la
diferencia fue significativa en las hembras (P = 0.006) pero no en los machos (P =
0,096). Las hembras CBi/L que recibieron S10A tuvieron un AUCo-24
significativamente mayor que las que tomaron ABZ (P = 0.005) o S4A (P = 0.020).

La tabla VI muestra los resultados obtenidos en ratones CBi+. Este genotipo también
mostré un AUCo-7 mas alto para las formulaciones, pero la diferencia fue significativa
sélo en las hembras (? P = 0.0040; & P = 0.1229); no hubo diferencias significativas
entre las formulaciones. AUCo-7 mostré un efecto de sexo ya que las hembras CBi+
presentaron valores mas altos que los machos (P < 0.05). Los valores de AUCo-24
también fueron mas altos para las formulaciones, aunque las diferencias no fueron
significativas. Dado que, en los ratones CBi+, AUCo-24 no tuvo un efecto significativo
de sexo, fue posible analizar juntos machos y hembras. El analisis mostré que esta
variable fue similar para ambas formulaciones (P > 0.05) y significativamente mayor

que para ABZ (P = 0.008).

La variable AUC expresa bastante bien la cinética de absorcién y abarca
cuantitativamente los términos tasa de absorcién y cantidad de fArmaco que llega a
la sangre. Curiosamente, en este trabajo el efecto del genotipo sobre esta variable se

observo sdlo para el farmaco puro, aunque, en general, los ratones CBi/L tuvieron

un AUC mas alto que CBi+. Esta diferencia fue significativa en hembras para AUCo-7

(P =0.013) y en ambos sexos para AUCo-24 (¢ P = 0.021; ? P = 0.030).

La biodisponibilidad relativa (AUCr), que estima el rendimiento de los sistemas en
comparacién con ABZ puro, mostro diferencias entre las formulaciones. S4A y S10A
tuvieron un aumento promedio similar en AUCro-7n, aunque S4A result6 mejor en
animales CBi/L (Tabla V) y S10A en CBi+ (Tabla VI). AUCro-24n mostré valores mas

altos para S10A en ambas lineas.
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Tabla VI. Parametros farmacocinéticos de ABZSO obtenidos después de la
administraciéon de ABZ o sistemas microcristalinos de ABZ (dosis oral inica de 30 mg
ABZ/kg) a ratones CBi+ machos y hembras.

Solucién antiparasitaria

Parametros
Sexo
farmacocinéticos ABZ S4A S10A
g 3.3+0.212 7.5+0.34b 5.3+0.51ab
Cmax (ng/mL)#
Q 42 +0.382 6.9+0.12b 6.1+0.15b
g 1 1 2
Tméx (h)
Q 2 2 2.5
b b
AUCom) g 10.4 + 0.56 2 19.1 + 1.58 20.3 +4.052
h/mL)#
(hg:h/mL) Q 12.9+0.062 26.3+1.92P 29.1+0.40P
AUC(20m g 12.7 +1.472 27.3+0.072 33.1+6.492
h/mL) #
(hg:h/mL) Q 16.8+0.942 40.3+9.283b 46.5+581b
Aumento AUCr(o-7n) ) 84 95
0
(%) Q - 104 127
Aumento AUCr(o-24n) ) 115 161
0
(%) Q - 140 177
#media + SEM

Las diferencias entre los tres grupos de tratamiento se estimaron mediante un ANOVA
paramétrico seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples. En cada
fila, los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).
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4.3. Actividad antihelmintica in vivo de microcristales de albendazol

Para evaluar la eficacia antihelmintica in vivo de S4A y S10A4, los sistemas se
administraron en las diferentes etapas del ciclo del parasito. En la etapa enteral y
migratoria se determind el efecto de las formulaciones sobre los parasitos adultos
de T. spiralis en el intestino y las larvas L1 enquistadas en musculo. En la etapa
parenteral s6lo se evalud el efecto sobre las larvas enquistadas. Los resultados se

compararon con los de los animales que recibieron ABZ puro como tratamiento.

Cabe destacar que, durante todo el curso de esta experiencia, los animales
presentaron buen estado general de salud y no mostraron cambios significativos en
su peso corporal. Los ratones no presentaron signos ni sintomas de trichinellosis

y/o efectos adversos producto de los tratamientos.

4.3.1. Eficacia terapéutica en la etapa enteral

La efectividad de los tratamientos en la etapa aguda del ciclo de T. spiralis se evalu6
luego de administrar una dosis diaria de ABZ, S4A 0 S10Alos dias 5, 6 y 7 pi. La mitad
de los ratones se sacrificaron 2 dias después de la ultima dosis del farmaco y la
eficacia terapéutica se estim0 por su efecto sobre la carga parasitaria intestinal

(nPA) y fecundidad de la hembra (Fh; Tabla VII).

En el dia 9 pi, no se observaron diferencias significativas en el nimero de parasitos
adultos entre los grupos tratados y el control, en ninguno de los genotipos o sexos.
La fecundidad de las hembras solo pudo determinarse en hembras de T. spiralis
recuperadas de ratones del grupo control ya que las provenientes de ratones
tratados con albendazol o las formulaciones estaban muertas o presentaban su

morfologia interna alterada.

El efecto de las diferentes formulaciones de ABZ sobre el nimero de larvas

enquistadas se analizé el dia 37 pi (Tabla VIII). La carga parasitaria muscular fue
significativamente menor en los animales tratados (CBi/L, & P=0.01, ¢ P=0.0001;
CBi+, ¢ P=0.0002, ? P=0.02) que en los ratones del grupo control respectivo. No

hubo diferencias significativas entre las formulaciones; todas redujeron la CPr en un
90% respecto de su control, independientemente del genotipo y sexo del hospedero.

Este hallazgo es notable en el hospedero susceptible CBi+ ya que estos ratones,
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cuando no se tratan, alcanzan una carga muscular parasitaria de 5 a 7 veces mayor

que los ratones CBi/L resistentes.

Tabla VII. Efecto del tratamiento durante la etapa enteral de la infeccién sobre la carga
parasitaria intestinal del hospedero y la fecundidad de la hembra de T. spiralis.

CBi/L CBi+
Machos Hembras Machos Hembras

Control 6.5 (2-17)3 2.0 (0-5)2 13.5(9-19)2 22.0 (10-27)

ABZ 7.0 (3-8)@ 1.5 (0-3)@ 13.5(10-17)2 8.0 (3-17)2

S4A 6.5 (1-8)2 2.0 (0-10) 19.5(13-24)2  17.0 (14-20)2

S10A 7.0 (3-14)@ 0 (0-3)@ 15.0 (5-23)2 21.0 (20-23)2
Control 29 +15.2 34* 50 + 25.0 46 + 16.6

ABZ

S4A

S10A

*mediana (rango) #media + SEM *s6lo se recuper6 una hembra de T. spiralis

nPA: nimero total de parasitos adultos intestinales

Fh: fecundidad de las hembras de T. spiralis

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con la prueba
no paramétrica Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para la comparacién entre
grupos.

Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

La proporcion de larvas muertas fue similar en los grupos tratados y control (datos
no mostrados), lo cual era de esperar dado que el antihelmintico se administré en la
fase enteral de la infeccion. Cuando la LRN llega al musculo para enquistarse, el

ingrediente farmacéutico activo ya se ha metabolizado y excretado.

Losresultados del tratamiento en esta fase de la infeccién indican que el tratamiento
con ABZ, S4A o S10A fue igualmente efectivo para reducir el nimero de larvas

enquistadas.
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Tabla VIII. Efecto del tratamiento durante la etapa enteral de la infeccién sobre el
numero de larvas L1 de T. spiralis enquistadas.

CBi/L CBi+
Machos Hembras Machos Hembras
Control 247 £97.12  250+54.22 1132 £221.72 1463 +672.02
ABZ 20 +10.1P 27 +6.4D 83 +28.0P 117 +42.9P
S4A 12+95b 9+42Pb 66 +10.2b 189 +117.2b
S10A 19 +13.7P 16 + 6.8P 225+119b 232+76.7b

#media + SEM

CPr: carga parasitaria muscular relativa

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con un ANOVA
a un criterio, seguida de la prueba de Bonferroni para la comparacién entre grupos.

Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.01).

4.3.2. Eficacia terapéutica en la etapa migratoria

No se encontraron parasitos adultos en los intestinos de los ratones tratados con
ABZ o las formulaciones S4A y S10A los dias 13, 14 y 15 pi y sacrificados 48 horas
después. La disminucion en el nimero de parasitos adultos esta estrechamente
relacionada con el complejo ciclo evolutivo que presenta T. spiralis. Se ha
demostrado, en ratas, que la expulsion del parasito adulto de T. spiralis del intestino
delgado comienza entre los dias 8 y 10 pi, en que aproximadamente una tercera
parte de los nematodos es eliminada. En el dia 12 pi s6lo el 20 % de los gusanos
adultos aun esta presente en el intestino, mientras que en el dia 16 la expulsion se
considera completa (Love et al., 1975). En el modelo CBi-IGE de infeccién por T.
spiralis, la fase migratoria comienza en los dias 5 a 6 pi y, dependiendo de la linea
hospedera, en el dia 13 pi, se recuperan pocos o ningin gusano del intestino
(Vasconi et al.,, 2015).

Dado que no existe un método directo para medir la eficacia terapéutica en la fase
migratoria, el efecto del tratamiento se evalué por el nimero de larvas que lograron
llegar a los musculos para enquistarse. El efecto del tratamiento en esta fase sobre

el numero de larvas enquistadas en musculo se evalud el dia 37 pi (Tabla IX).
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Tabla IX. Efecto del tratamiento durante la etapa migratoria de la infeccion sobre el
numero de larvas L1 de T. spiralis enquistadas.

CBi/L CBi+
Machos Hembras Machos Hembras
Control 258 £76.7° 197 +33.9% 1268 + 462.4* 1168 +287.5°
ABZ 159 +36.2% 151 +37.7% 1107 £300.1* 1081 +£287.7%
S4A 113 +47.8° 142 +30.9% 669 +499.5% 1596 + 476.2%
S10A 137 + 42.92 141 +31.2% 669 = 118.0° 869 +206.2°

#media + SEM

CPr: carga parasitaria muscular relativa

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con un
ANOVA a un criterio, seguida del test de Bonferroni para la comparacién entre grupos.
Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

Los microcristales mostraron una mejor respuesta terapéutica, aunque no
estadisticamente significativa, que el ABZ puro. Los machos de ambos genotipos
tratados con S4A o S10A redujeron a la mitad la carga parasitaria muscular en
comparacion con los controles; sin embargo, esta respuesta no se observd en las

hembras.

4.3.3. Eficacia terapéutica en la etapa parenteral

Para evaluar la efectividad de los tratamientos en la etapa crénica del ciclo de T.
spiralis, se administro ABZ, S4A o S10A los dias 27, 28 y 29 pi. Los animales se
sacrificaron el dia 37 pi. Se determino la CPr y la proporcion de larvas musculares

muertas. Los resultados se muestran en la tabla X.

La tabla X muestra el efecto de la administracion de ABZ puro o en formulaciones
microcristalinas en la fase crénica de la infeccidn, dias 27, 28 y 29 pi, sobre la carga
parasitaria muscular y la proporciéon de larvas muertas. Los ratones tratados, del
mismo genotipo y sexo, sacrificados en el dia 37 pi, tuvieron una CPr similar. El
numero de larvas muertas fue, en general, mayor en los ratones tratados que en los
controles. Los hospederos CBi/L tratados, independientemente del sexo, mostraron

una mayor proporcion de larvas muertas que sus controles, siendo esta diferencia
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significativa para los machos CBi/L que recibieron S10A (P = 0,0385). Los machosy
hembras CBi+ no mostraron la misma respuesta al tratamiento (P < 0,05): los
machos tratados se comportaron de manera similar a los ratones CBi/L y tendieron
a aumentar el porcentaje de larvas muertas, en tanto que las hembras tratadas no se

diferenciaron de sus controles.

Tabla X. Efecto del tratamiento durante la etapa croénica de la infeccién sobre el niimero
de larvas L1 de T. spiralis enquistadas.

CBi/L CBi+
Machos Hembras Machos Hembras
Control 240 +45.52 173 +75.52 998 + 74.82 752 +157.92
ABZ 268 +71.62 283 £94.92 1084 +201.82 794 + 144.92
S4A 266 +46.72 172 +45.72 1177 + 154.82 662 + 197.02
S10A 338 +£57.62 130 + 26.12 1172 +287.82 883 +210.92
M Proporcion de larvas musculares de T. spiralis muertas (%)<>
Control 20 (8-29)2 9 (0-25)2 24 (14-33) 7 (4-14)2
ABZ 28 (0-37)2 37 (0-68)2 30 (15-60)2 7 (5-21)3
S4A 29 (14-37) 33 (0-96) 38 (7-93)2 13 (6-20)2
S10A 64 (18-88)P 50 (6-100) 54 (13-74)2 12 (5-22)2

#media + SEM

CPr: carga parasitaria muscular relativa

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con un ANOVA
a un criterio, seguida de la prueba de Bonferroni para la comparacién entre grupos.
“mediana (rango)

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para la comparacion
entre grupos.

Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

En esta etapa del ciclo del parasito, el sistema de microcristales S10A mostr6 una

mejor eficacia terapéutica que S4A.
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II. MEBENDAZOL
4.4, Actividad antihelmintica in vitro de las formulaciones de mebendazol

Para mejorar la solubilidad y lograr una mayor absorciéon del MBZ, se desarrollaron
un sistema nanoparticulado (NP) y un complejo con B-ciclodextrina (Comp). El
efecto de estas formulaciones sobre la supervivencia de hembras adultas de T.

spiralis se evalud in vitro, mediante una curva de supervivencia (Fig. 19).
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Figura 19. Curva de supervivencia de hembras de T. spiralis en
contacto con las distintas soluciones antiparasitarias de MBZ.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se generaron con
GraphPad Prism version 7.0. El significado de las diferencias entre las
curvas se calculé con la prueba de rango logaritmico.

Los resultados mostraron que los nuevos sistemas de MBZ mejoraron la actividad
parasiticida del farmaco puro (P=0.0232). La formulacién nanoparticulada fue
significativamente superior al MBZ puro (P=0.0093), con una mediana de
supervivencia de 30 horas y una proporcién de larvas vivas a las 30 h de 47.6 %
(Tabla XI). Por el contrario, la actividad del Comp no difiri6é respecto al farmaco

puro.

En el lapso estudiado, las larvas recién nacidas en contacto con las soluciones
presentaron una movilidad normal. Sin embargo, se observé que el nimero de
larvas recién nacidas fue menor en el sistema nanoparticulado (datos no

mostrados).
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Tabla XI. Efecto de las diferentes soluciones antiparasitarias sobre parametros de
supervivencia de T, spiralis.

Variables
Solucién antiparasitaria Mediana de Proporcion
supervivencia de hembras
(h) viables (%)
MBZ 2 Indefinido 79.3
NP D 30 47.6
Comp 2 Indefinido 68.2

Los datos de la tabla derivan de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
generadas con GraphPad Prism versién 7.0. El significado de las diferencias entre las
curvas se calcul6 con la prueba de rango logaritmico.

Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

El efecto de las formulaciones de mebendazol en la supervivencia de las hembras de
T. spiralis indic6 que la metodologia para su obtencion mejora la actividad
antihelmintica del mebendazol. En funcidon de estos resultados, se decidié continuar
con las siguientes etapas: determinar su perfil farmacocinético y probar su eficacia

terapéutica in vivo.

4.5. Analisis farmacocinético

La biodisponibilidad de los sistemas NP y Comp se evalu6 midiendo los niveles de
concentracion plasmatica de MBZ y comparandola con la del farmaco puro (Fig. 20).
Los parametros farmacocinéticos derivados de la curva de biodisponibilidad se

resumen en las tablas XII y XIII.

Los ratones CBi/L que recibieron la formulacion NP mostraron una mayor

concentracion plasmatica de MBZ y un aumento significativo en los valores de Cmax
comparados con aquellos que recibieron MBZ puro (&' P = 0.04; ? P = 0.01). Esto no

se observo en aquellos a los que se les administré Comp (P> 0.05).

Los ratones CBi+ que recibieron NP o Comp presentaron una Cmax significativamente
mayor que los animales que recibieron MBZ puro (&' P = 0.0002; ? P < 0.0001). Los
machos CBi+ también mostraron diferencias en Cmax entre formulaciones: NP

produjo una mejora significativa en la variable en comparacion con Comp
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(P=0.0029; Tabla XIII); esta diferencia entre formulaciones no se observd en

hembras CBi+ ni en animales CBi/L (Tabla XII).
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Figura 20. Curvas de concentracidn plasmatica de MBZ en funcion del tiempo después de
la administracién oral de una tinica dosis de MBZ puro, NP o Comp (dosis: 15 mg MBZ/kg
de peso corporal), en ratones de las lineas CBi/L (A) y CBi+ (B) machos y hembras.
La variable Cmax mostro efecto de genotipo y sexo. Las hembras CBi+ alcanzaron
valores mayores que los machos, siendo esta diferencia significativa en el grupo que
recibio Comp (P = 0.0111). Los ratones de genotipo CBi/L tuvieron valores de Cmax
mas altos que CBi+ cuando recibieron el farmaco puro o la formulacién
nanoparticulada (d' Cmax MB?Z, P=00437, Cmax NP=0.0325} Q Cmax MBZ, P= 00066, CmaxNP,

P=0.0014). No se observo diferencia entre genotipos, para esta variable, en machos

y hembras que recibieron Comp como tratamiento (&' P=0.1041; ? P = 0.1104).

Tmax también mostré efectos de genotipo y sexo. Las hembras tratadas con NP o
Comp tuvieron un Tmax mas alto que las hembras tratadas con MBZ,
independientemente del genotipo. Por el contrario, los machos del genotipo: los

CBi/L que recibieron NP o Comp alcanzaron una concentracién maxima antes que
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los CBi+. En todos los animales, la concentracién maxima de MBZ puro se alcanz6 al

mismo tiempo (0.66 horas).

Tabla XII. Parametros farmacocinéticos de MBZ obtenidos después de la
administracion de MBZ, NP o Comp (dosis oral inica de 15 mg MBZ/kg) a ratones CBi/L

machos y hembras

Solucién antiparasitaria

Parametros
Sexo

farmacocinéticos MBZ NP Comp

g 1.3 +0.312 2.3+0.28b 1.7 +0.423b
Crmax (ng/mL)#

Q 1.3+ 0.262 2.2 +0.08b 1.7 +0.20a b

g 0.66 0.66 0.66
Tméx (h)

Q 0.66 1.33 1.33

g 2.7+0.822 82+034b 5.1+1.00ab
AUC0-7n)
(ng-h/mL)# Q 3.9+0.632 74+1.16 2 6.4 +1.242

g 8.4 +3.372 12.6 £ 0.692 14.1 +2.302
AUC(0-24n)
(ugh/mL)# Q 7.2+1532 113+2292  111+1.102
Aumento AUCI‘(o.7h) g - 204 88
(%) Q - 90 64

. 50 67

Aumento AUCr(o-24n)
(%) Q . 57 54

#media + SEM

Las diferencias entre los tres grupos de tratamiento se estimaron mediante un ANOVA
paramétrico seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples. En cada fila,
los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

A partir de la curva de concentracion plasmatica MBZ vs. tiempo se calculé AUC, que

estima la biodisponibilidad del ingrediente activo (Tablas XII y XIII). Los ratones que
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recibieron las formulaciones NP y Comp presentaron un AUC mayor que aquellos

que recibieron MBZ puro (P > 0.05).

Tabla XIII. Parametros farmacocinéticos de MBZ obtenidos después de la
administracion de MBZ, NP o Comp (dosis oral tinica de 15 mg MBZ/kg) a ratones CBi+
machos y hembras.

Solucién antiparasitaria

Parametros
Sexo

farmacocinéticos MBZ NP Comp

g 0.3+0.112 1.5 + 0.08b 1.1 + 0.04¢
Crmax (ug/mL)#

Q 0.2+ 0.022 1.3+0.09P 1.4 + 0.08P

g 0.66 3 5
Tméx (h)

Q 0.66 1.33 1.33

g 0.4+0.202 54+0.18 b 47+0.50P
AUCo-7n)
(ng-h/mL)# Q 0.6 +0.082 5.7+0.35Db 5.3+0.63b

S 0.7 +0.332 9.8+ 254b 8.1+1.13P
AUC(0-24n)
(ugh/mL)# Q 1.8+0.402 10.1+0.62b 9.0+1.98b
Aumento AUCro-7n) o ) 1250 1175
(%) Q - 850 783
Aumento AUCr(o-24n) g ) 1300 1057
(%) Q ; 461 400

#media + SEM

Las diferencias entre los tres grupos de tratamiento se estimaron mediante un ANOVA
paramétrico seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples. En cada fila,
los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

Se observaron diferencias atribuibles al genotipo: los machos y hembras CBi+ que
recibieron NP o Comp aumentaron significativamente AUCo-7 en comparacién con

MBZ puro (¢ P=0.0155; 2 P =0.0057) aunque no hubo diferencia significativa entre
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las formulaciones (P> 0.05; Tabla XIII). Por el contrario, solo los ratones macho
CBi/L que recibieron NP alcanzaron un AUCo-7 significativamente mayor que MBZ
puro. No obstante, se observé un aumento de esta variable, reflejado también en la

biodisponibilidad relativa (AUCr), en todos los grupos de este genotipo.

Aunque no se observo efecto de sexo en las variables AUCo-7y AUCo-24 en ninguna de
las formulaciones en ambos genotipos, las biodisponibilidades relativas (AUCr)
mostraron diferencias entre sexos. Los machos que recibieron NP y Comp tuvieron
un aumento promedio en AUCro-7 superior al de las hembras del mismo genotipo y
grupo de tratamiento. AUCro-24 de ambas formulaciones mostré valores

considerablemente mas altos en los animales machos CBi+.

4.6. Actividad antihelmintica in vivo de NP y Comp de MBZ

Para evaluar la efectividad de los tratamientos en la etapa crénica del ciclo de T.
spiralis, los ratones recibieron una dosis diaria de MBZ, NP o Comp los dias 27, 28 y
29 pi. Los animales se sacrificaron el dia 37 pi para determinar la carga parasitaria
muscular relativa y la proporcion de larvas L1 muertas. Los resultados se muestran

en la Tabla XIV.

Al igual que en el ensayo in vivo de albendazol, durante el curso de esta experiencia,
los animales presentaron buen estado general de salud y no mostraron cambios
significativos en su peso corporal. Los ratones no presentaron signos ni sintomas de

trichinellosis y/o efectos adversos producto de los tratamientos.

La variable CPr fue, como se esperaba, significativamente menor en los ratones
CBi/L que en los animales CBi+ (P<0.05). Este efecto del genotipo esta directamente
relacionado con las caracteristicas de las lineas. CBi/L se comporta como una linea
resistente frente a la infeccion con T. spiralis y tiene una carga parasitaria muy baja

en comparacion con CBi+, el genotipo altamente susceptible (Vasconi et al., 2015).

Independientemente del genotipo y sexo, los animales tratados con NP y Comp

presentaron una CPr total significativamente menor que los animales de los grupos
control o tratados con MBZ puro (CBi/L: & P=0.0104; ? P<0.0001; CBi+: ¢ P=0.0002;
? P=0.0065). Las hembras CBi/L tratadas con MBZ tuvieron una CPr

significativamente mayor que los animales de la misma linea control o tratados con
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las formulaciones (P<0.0001). Este resultado podria deberse al pequefio niimero de

animales con el que se trabajé y a la gran variancia de este tipo de medicidn.

Tabla XIV. Efecto de MBZ o sus formulaciones sobre el nimero de larvas L1 de T.
spiralis enquistadas, luego de ser administradas en la etapa crénica de la infeccion.

CBi/L CBi+
Machos Hembras Machos Hembras
Control 95 + 27.62 101 +29.52 554 +104.22 952+ 266.72
MBZ 102 +40.22 222+292b  807+179.52 800 +243.72
NP 10 +4.9P 42+118¢ 121 +20.8 180 + 79.7P
Comp 15+55P 32+54¢ 118+ 16.4P 122 +43.1P
Ni\bl\e Proporcion de larvas musculares de T. spiralis muertas (%)<>
ratamien
Control 0 (0-3)2 0(0-4)2 9 (6-12)2 7 (3-10)2
MBZ 27 (7-75)b 15 (6-25)b 11 (7-75)2 5(5-11)2
NP 100 (0-100)® 82 (38-100)¢ 82 (66-96)P 100 (92-100)P
Comp 67 (0-100)b  88(50-100)¢ 84 (64-100)P 100 (98-100)P

#media + SEM

CPr: carga parasitaria muscular relativa

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con un
ANOVA a un criterio, seguida de la prueba de Bonferroni para la comparacién entre
grupos.

“mediana (rango)

Las diferencias entre tratamientos dentro de genotipo y sexo se evaluaron con la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para la
comparacion entre grupos.

Los grupos que no comparten el mismo superindice presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

Al comparar machos y hembras, se observé efecto de sexo en la linea CBi/L: las
hembras tuvieron una cantidad de larvas significativamente mayor que los machos,
en los grupos que recibieron tratamientos (Pmsz= 0.037; P np= 0.0309; P comp=0.049).
Esta diferencia no se observo en la linea CBi+. La proporcién de larvas musculares

muertas entre animales CBi/L y CBi+ sélo mostré diferencias significativas en el
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grupo control (&' P=0.0159; ? P=0.0043). Los grupos que recibieron tratamiento no

mostraron efecto del genotipo (P > 0.05).

Las hembras de ambos genotipos y los machos CBi+ tratados con NP o Comp
presentaron una proporciéon de larvas muertas significativamente mayor que los
animales de los grupos control o tratados con MBZ (CBi/L: ¢ P= 0.0122; CBi+: &
P=0.0043; ¢ P=0.0005). Los machos CBi/L tratados con las formulaciones también
mostraron una proporcién de larvas muertas mayor que las de los grupos control y
MBZ que no alcanzé el significado estadistico. Esta falta de significado podria
deberse a que 3 de los 6 machos tratados con NP y 1 de los tratados con Comp

tuvieron una CPr nula porque no se recuperaron larvas L1 de su lengua.

Como se observa en la figura 21, las larvas muertas recuperadas de los ratones de
ambos sexos y genotipos tratados con NP o Comp se caracterizaron por mostrar una
estructura interna muy alterada. Ademas, se tifieron levemente de un color celeste,
casi trasparente, y se localizaron sobre la superficie de la solucion (Fig. 21 B). Por el
contrario, las larvas muertas obtenidas de los animales tratados con MBZ se tifieron
de azul oscuro, mantuvieron una estructura interna reconocible y se hallaron en el

fondo de la placa (Fig. 21 A).

Figura 21. Microfotografia de larvas L1 de T. spiralis (40x) recuperadas luego de
una digestion artificial de la lengua de animales que recibieron mebendazol o
sus formulaciones en la etapa crénica de la infeccion. A) Larva muerta obtenida
de un raton tratado con MBZ. Se observa la forma de “coma” caracteristica,
tefiida con azul de metileno (flecha sélida). Las flechas punteadas indican L1
vivas, sin tefiir; B) Larva L1 no viable, proveniente de un ratén tratado con NP.
Muestra su morfologia interna alterada y tincion de color celeste claro.



Discusion y Conclusiones

Trichinella spiralis, el nematodo causante de la trichinellosis, fue la primera especie
descubierta del género Trichinella y la mejor caracterizada por su importancia como

causa de una enfermedad humana.

Segun la OMS, la gravedad de la trichinellosis depende de una serie de variables que
a menudo estan interrelacionadas y que incluye la dosis infectante o cantidad de
larvas ingeridas, las especies de Trichinella involucradas ya que la cantidad de larvas
recién nacidas que liberan las hembras difiere segtin la especie y la susceptibilidad
individual, que depende de la raza ademas del sexo, la edad y el estado inmunitario
del huésped (Dupouy-Camet & Bruschi, 2007), o la historia del paciente con respecto

a la infeccién por Trichinella.

El objetivo principal del tratamiento de la trichinellosis es reducir el nimero de
parasitos del tracto gastrointestinal y, en consecuencia, evitar la diseminacion de las
larvas. Esta relacionado con el fArmaco recomendado y con la duracion de su
administracién. Este objetivo sélo se puede lograr con el inicio muy temprano del
tratamiento, en los primeros dias posinfeccidn. Sin embargo, esto rara vez es posible
a menos que se confirme un brote, ya que el diagnéstico a menudo se retrasa y el

tratamiento se inicia 2-3 semanas después de la infeccion (Cretu, 2021).

Los antihelminticos actualmente recomendados para el tratamiento de la
trichinellosis humana son los derivados benzimidazdlicos albendazol y mebendazol
(Gottstein et al, 2009). Si bien el tiabendazol fue la primera molécula que se utilizd
(Brown et al., 1961), debido a su actividad limitada sobre las larvas musculares y a
sus efectos secundarios graves y frecuentes, ya no se recomienda. Por otra parte, el
analisis de la eficacia terapéutica de otros antiparasitarios como el pirantel,
derivado de las tetrahidropirimidinas, mostré que este es efectivo s6lo en la fase
intestinal de la trichinellosis, contra los parasitos adultos. No s6lo no muestra efecto
sobre las larvas recién nacidas ni sobre las larvas musculares sino que, ademas, el
77 % de los pacientes tratados con pirantel se quejaron de mialgia 10 dias después
del inicio del tratamiento (Dupouy-Camet et al., 2002). En otro estudio, Basyoni y
El-Sabaa (2013) encontraron que la ivermectina, derivado macrociclico de la

lactona, era activa contra T. spiralis en ratones, ya que reducia el recuento de larvas
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enquistadas. Administrada el dia 0 y 5 pi, disminuy¢ la carga parasitaria muscular
entre 98.5 % y 80 %. En los dias 15 y 35 pi su eficacia sobre las larvas enquistadas
fue del 76.5 % y el 54 %. Sin embargo, este fairmaco no se aconseja para el
tratamiento de la trichinellosis humana debido a que tiene el potencial de afectar

negativamente las funciones hepaticas y renales (Basyoni & El-Sabaa, 2013).

Como ya mencionamos en la introduccién (1.4.), albendazol y mebendazol son
farmacos poco solubles en agua, lo cual dificulta su absorcién y accién sistémica.
Este hecho puede ser beneficioso para el tratamiento de infecciones por parasitos
localizados a nivel intestinal que, como consecuencia de una pobre absorcidn,
quedan expuestos durante largo tiempo a la accién del fArmaco, mejorando asi su
efectividad. Sin embargo, frente a parasitos tisulares y sistémicos, los resultados
terapéuticos son insatisfactorios. Estudios donde se evalia la eficacia de estos
farmacos en la fase cronica de la infecciéon con T. spiralis, cuando las larvas
musculares estdn completamente encapsuladas, han arrojado resultados diversos
(Lépez-Garcia et al., 1997; Siriyasatien et al., 2003; de la Torre-Iglesias et al., 2014;
Codina et al., 2015). Como lo afirman Shimoni y Froom (2015), concentraciones
adecuadas de fArmacos o de sus metabolitos activos necesitan llegar hasta las larvas
que han invadido el musculo para ser efectivos. Por lo general, estas
concentraciones se alcanzan con periodos prolongados de tratamiento y dosis
antihelminticas altas, lo que aumenta los posibles efectos secundarios, tales como
toxicidad hepatica, reacciones alérgicas, y mielosupresion grave, en particular,

neutropenia (Chai et al,, 2021).

Recientemente se notificé la aparicion de farmacorresistencia al albendazol y al
mebendazol con fracaso del tratamiento en infecciones por anquilostomiasis,
trichuriasis, ascariasis y filariasis linfatica, lo que se ha convertido en un importante

problema emergente (Chai et al., 2021).

Debido a la baja solubilidad y absorcién de los benzimidazoles y a la aparicién de
resistencias, se consideré necesario plantear nuevas alternativas farmacéuticas.
Como estrategia, se recurrio al uso de la tecnologia farmacéutica con el fin de
incrementar la actividad farmacoldgica de compuestos de eficacia ya conocida.
Partiendo de albendazol y mebendazol, el objetivo fue obtener formulaciones con

mayor solubilidad, que potencien la actividad antihelmintica de estos farmacos, y
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actien sobre las distintas etapas del ciclo de T. spiralis. El éxito terapéutico de las
nuevas formulaciones estaria asociado con su capacidad para actuar sobre las larvas

ya enquistadas en musculo.

La evaluacién de la eficacia antiparasitaria de estos nuevos sistemas terapéuticos
requiere la eleccién de un modelo animal adecuado. Esto implica conocer las
caracteristicas inmunoldgicas, fisioldgicas, anatémicas y metabdlicas de la especie,
ya que todas pueden influir sobre los resultados experimentales. En general, el
modelo Trichinella/ratén ha sido ampliamente utilizado para analizar la efectividad
de los antihelminticos carbamatos de benzimidazol (McCracken, 1978; Ldépez-
Garcia et al., 1997; Chung et al., 2001; Casulli et al., 2006; Garcia et al., 2013; Codina
et al, 2015). La principal ventaja es que permite, en poco tiempo, probar

medicamentos contra las diferentes etapas del ciclo del parasito.

Por otra parte, si existe una concordancia entre las concentraciones del farmaco en
plasma y la magnitud del efecto farmacoldgico, a través de un estudio
farmacocinético se puede evaluar el rendimiento de los nuevos sistemas y
compararlos con el fArmaco puro. Sin embargo, es sabido que la farmacocinética y
la farmacodinamia de un farmaco pueden verse afectadas por la variabilidad
genética en diferentes niveles (Alarcon-Valdés et al., 2017). El analisis comparativo
de fenotipos extremos de respuesta resulta de suma utilidad en estudios de la
relacion huésped-parasito (Nagy et al., 2002) y se propuso como procedimiento de
eleccion en farmacogenomica debido a la naturaleza “mendeliana” del fenotipo
(Gurwitz & McLeod, 2013). Las lineas CBi/L y CBi+ (colonia CBi-IGE) con las que se
trabajo en esta tesis, mostraron diferencias atribuibles al genotipo en la
enteroparasitosis natural y experimental, lo que indicaria que son una fuente de
variancia genética significativa en los caracteres analizados (Hinrichsen et al.,, 2010).
La tipificacion del complejo mayor de histocompatibilidad (HZ2 en ratén), cuya
variacion se ha implicado como determinante de la respuesta del hospedero a
parasitos gastrointestinales (Kennedy et al., 1991; Behnke et al., 2003; Meyer-Lucht
& Sommer, 2003; Axtner & Sommer, 2012), en las lineas CBi-IGE permiti6 explicar,
en parte, variacion en la respuesta a la infeccion con T spiralis (Codina et al., 2020a).
El haplotipo de CBi/L, resistente a T. spiralis, caracterizado por tener una carga

parasitaria muy baja y respuesta inmune orientada hacia Th2, protectora para el



Discusion y Conclusiones _

hospedero, fue H2r/i mientras que CBi+, susceptible a T. spiralis, con una carga
parasitaria significativamente mas alta que CBi/L y tendencia a una respuesta tipo

Th1 en todas las etapas del ciclo del parasito, tuvo un haplotipo H2Y/i.

En los seres humanos, casi todos los fenotipos de rasgos complejos y enfermedades
muestran diferencias de distinto grado debidas al sexo, incluidas las diferencias en
la prevalencia, la edad de inicio, la gravedad o progresion de la enfermedad y la
disposicion de farmacos en el cuerpo (Capece et al., 2000; Afonso-Pereira et al.,
2018; Moyer et al., 2019; Valodara & Sr, 2019). La estructura genética (genotipo)
marca una gran diferencia en la expresion génica entre hombres y mujeres, lo que a
su vez introduce diferencias basadas en el sexo en los genes implicados en la
absorcion, distribucién, metabolismo y excreciéon de farmacos (genes ADME). La
variacién en estos genes puede influir en la respuesta individual a un tratamiento
terapéutico. Si un farmaco no se transforma a la velocidad prevista (modulado por
las enzimas que metabolizan el farmaco) o no se absorbe/expulsa a la velocidad
prevista (modulada por los transportadores), puede producirse una exposicién
elevada y/o prolongada. Cuando el firmaco tiene una ventana terapéutica estrecha
en relacién con el margen de seguridad, tal diferencia farmacocinética podria
precipitar reacciones adversas a medicamentos (Yang et al, 2012). Entre los
mecanismos postulados, se cree que las hormonas sexuales y las hormonas del
crecimiento son los factores mas importantes que regulan la expresion génica

sexualmente dimorfa (Yang et al.,, 2012; Gavins et al., 2023; Huang et al., 2023).

La inclusion de ambos sexos en los estudios de investigacion ha sido
consistentemente baja en un intervalo de mas de 100 afios (Zucker et al.,, 2022). Las
investigaciones que tienen como objetivo estudiar diferencias dependientes del
sexo aumentaron significativamente en la tltima década, encontrandose diferencias
significativas en la prevalencia de enfermedades, asi como en los parametros
farmacocinéticos y farmacodindmicos de los tratamientos utilizados (Soldin &
Mattison, 2009; Waxman & Holloway, 2009; Soldin et al., 2011). Este cambio fue
consecuencia de las nuevas directivas de los Institutos Nacionales de Salud de EE.
UU. que propusieron aumento de la participacion femenina en los protocolos de
investigacion, aunque el andlisis de los resultados por sexo sigue siendo poco

frecuente. Tomando en cuenta estas directivas, Huang et al. (2023) analizaron, en
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cada sexo por separado, la arquitectura genética de rasgos complejos humanos en
una coleccidn de genes de enzimas y transportadores del metabolismo de fArmacos
(genes DMET). Identificaron genes DMET expresados diferencialmente en el higado
a los que vincularon con la evidencia reportada en la literatura sobre las diferencias
por efecto del sexo en la respuesta a los medicamentos. Sus resultados mostraron la
presencia de efectos genéticos diferenciados por sexo en la regulacion de los genes
DMET, a nivel de genoma y en las regiones génicas DMET, que se manifiestan en
varios rasgos fenotipicos, incluidos los riesgos de enfermedades y las respuestas a

los medicamentos.

La opinion de larga data de que los rasgos de las ratas y los ratones hembra son mas
variables que los de los machos estd desacreditada, lo que respalda la
representacion equitativa de ambos sexos en la mayoria de los estudios. Sin
embargo, hasta el momento existen pocos estudios en ratones que analicen el efecto
del sexo y el genotipo sobre la efectividad de albendazol y mebendazol como
antihelminticos. El modelo murino CBi-IGE permitié evaluar la eficacia de las
nuevas formulaciones antihelminticas en machos y hembras asi como también
analizar la interaccién sexo y genotipo del hospedero con la respuesta al farmaco.
Este modelo genéticamente definido tendria un uso potencial para estudios
farmacogenéticos/farmacogenomicos que permitiria evaluar no solo la disposicion
de un farmaco sino también la seguridad de medicamentos, en caso de poder

establecer correlaciones entre animales y humanos.

En adelante, discutiré separadamente los resultados de los estudios de

albendazol y mebendazol.

El primer objetivo especifico planteado fue la evaluacion in vitro de la efectividad
parasiticida de los nuevos sistemas terapéuticos de albendazol y mebendazol sobre

las distintas formas morfolégicas de Trichinella spiralis.

Las 20 formulaciones microcristalinas de albendazol mejoraron significativamente
la actividad antiparasitaria en comparacién con el albendazol puro. La exposicién de
las formas adultas del parasito a las formulaciones afect6 su viabilidad, y fue
dependiente del tiempo y del polimero utilizado. La combinacion de los polimeros
con el surfactante P338 no impacté en la mejora de la eficacia de albendazol. En este

analisis los microcristales S4A y S10A, elaborados respectivamente con
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hidroxietilcelulosa y quitosano, resultaron la mejor opcién para optimizar la

efectividad parasiticida del ingrediente farmacéutico activo.

Se sabe que cuanto menor es el tamafio de una particula, mayor es la superficie de
contacto con el medio de disoluciéon y mas rapido es el proceso de solubilizacién del
ingrediente farmacéutico activo, siendo la obtencién de particulas mas pequefias un
enfoque eficaz para mejorar la velocidad de disolucién y la biodisponibilidad de
farmacos poco solubles. De acuerdo a lo publicado por Priotti et al. (2017), los
microcristales elaborados con hidroxietilcelulosa y quitosano, proveyeron cristales

de menor tamafio y mejores perfiles de disolucién que el albendazol.

Una de las mayores ventajas de obtener nuevos sistemas terapéuticos optimizados
es posibilitar la administraciéon de dosis menores a las recomendadas, resultando
por ello menos severos los posibles efectos adversos. Administrar dosis mas bajas
del ingrediente activo seria menos téxico para el huésped y permitiria tratamientos
mas prolongados (Codina et al.,, 2015). Los resultados del ensayo in vitro indican que
la concentracidon efectiva de albendazol es importante para aumentar la mortalidad
de los parasitos y podria proporcionar la base para establecer una terapia eficaz

para el tratamiento de la trichinellosis con dosis bajas.

El segundo objetivo especifico de esta tesis consistid en determinar los parametros
farmacocinéticos de las nuevas formulaciones y compararlos con el farmaco puro.
Dado el bajo nivel de albendazol detectado en sangre, la actividad antiparasitaria se
debe al albendazol sulféxido (ABZSO). La biodisponibilidad después de la
administracion oral, estimada calculando el AUC de la curva de concentracion
plasmatica de ABZSO frente al tiempo, fue mayor en los ratones que recibieron las
formulaciones S4A y S10A que en los que tomaron ABZ puro. En esta variable se
observaron diferencias atribuibles a efectos de genotipo y sexo. Curiosamente, s6lo
se observd un efecto significativo del genotipo para el farmaco puro (AUC (0-24n),
Tablas V y VI, pags. 61 y 63) aunque, en general, los ratones CBi/L tuvieron mayor
concentracion plasmatica de albendazol sulféxido que los ratones CBi+. Cuando el
albendazol se administré en forma de microcristales estabilizados con los polimeros
hidroxietilcelulosa (S4A) o quitosano (S10A), su absorcidén se increment6. El
rendimiento de los sistemas, estimado a través de la biodisponibilidad relativa

(AUCro-24h), mostré diferencias entre las formulaciones. El sistema S10A tuvo un
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mejor rendimiento que S4A en ambas lineas de ratones. Esta diferencia puede estar
relacionada con las caracteristicas de los polimeros utilizados para estabilizar los
microcristales en suspensidn. El quitosano, utilizado para el sistema S10A, muestra
bioadhesividad a las membranas, razén por la cual podria retardar la disolucién y
absorcién de albendazol a través de la mucosa intestinal (Barbosa et al., 2017). Estos
resultados concuerdan con los valores de Tmax 0bservados en ambos sistemas de
microcristales. Los ratones CBi+ que recibieron S10A mostraron valores de Tmax mas

altos que S4A.

Dado que los estudios de farmacocinética en humanos indican que las variables
concentracion plasmatica maxima y area bajo la curva para ABZSO son mas altas en
mujeres que en hombres (Mirfazaelian et al., 2002) y que, por lo general, los ratones
hembra pesan menos que los machos, las dosis administradas se calcularon para el
peso promedio de cada sexo y linea. Por lo tanto, las diferencias entre sexos

observadas en este estudio no son atribuibles a una diferencia de peso.

Las diferencias en los parametros farmacocinéticos entre lineas o entre machos y
hembras pueden deberse a la variabilidad en los genes que codifican proteinas
involucradas en los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién
(ADME), enzimas del metabolismo oxidativos de fArmacos y proteinas plasmaticas
y transportadores (Alarcon-Valdés et al., 2017). El citocromo P450 (codificado por
los genes CYP) comprende una familia de enzimas responsables de alrededor de las
tres cuartas partes de todas las reacciones metabdlicas de farmacos. Si bien existen
muchas isoformas, la mayoria de las reacciones son realizadas por los productos de
los genes CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 (Waring, 2020). Ademas de estar
presentes en el higado también se expresan en muchos otros tejidos, incluida la
mucosa intestinal que es, probablemente, el tejido extrahepatico mas importante
para el metabolismo de los fArmacos que se administran por via oral. Por ello, las
enzimas CYP influyen, no solo en el metabolismo hepatico de albendazol y aparicién
de albendazol sulféxido en plasma (Waxman & Holloway, 2009) sino también, en la
degradacidn de albendazol en el epitelio intestinal por CYP3A4 (McCarthy & Moore,
2015). La gran superfamilia de genes cuyo producto son las enzimas del citocromo
P450 es altamente polimérfica, lo que lleva a diferencias en la eficiencia funcional

de sus enzimas (Waring, 2020). Esto puede traducirse en diferentes fenotipos
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dentro de una poblacién y, en base a eso, los individuos pueden ser clasificados de
acuerdo a su capacidad de metabolizacion de farmacos (Gaedigk et al., 2017). Por
tanto, estos polimorfismos contribuyen a las diferencias en la biodisponibilidad de
los medicamentos sustratos de CYP administrados por via oral (Tornio & Backman,
2018). Sumado a esto, los excipientes, supuestamente “inertes”, pueden afectar la
actividad de los transportadores intestinales alterando la biodisponibilidad del
farmaco, la eficacia terapéutica y los efectos secundarios adversos de manera
diferente en machos y hembras (Mai et al, 2017). Investigaciones recientes
determinaron que, en los machos, los excipientes aumentaron la biodisponibilidad
de un farmaco sustrato de la glicoproteina-P al disminuir la expresion intestinal de
dicho transportador. Esta asociacion se deberia a que los excipientes modulan los
niveles de testosterona, en este caso, aumentandolos (Mai et al., 2022). Comprender
el rol los excipientes en la fisiologia intestinal y los niveles hormonales puede, por
lo tanto, mejorar el disefio farmacéutico, la eficacia clinica y promover el desarrollo

de formulaciones de dltima generacién personalizadas, especificas de sexo.

Los excipientes utilizados para preparar las formulaciones microcristalinas
(hidroxietilcelulosa y quitosano) demostraron ser seguros. La hidroxietilcelulosa se
usa ampliamente en formulaciones farmacéuticas y esta incluida en la Lista de
ingredientes inactivos de la FDA para productos farmacéuticos aprobados (US
Food and Drug Administration, 2019). El quitosano se utiliza actualmente en
diferentes vias de administracion y se puede modificar quimicamente para
satisfacer ~diversas necesidades biolégicas y médicas. Tiene buena
biocompatibilidad, biodegradabilidad, mucoadhesividad y baja toxicidad (Ahmad et
al., 2017). Ademas, los microcristales desarrollados tuvieron un contenido de
albendazol del 80 %, utilizando un método simple y rapido, sin equipo especializado,

facilitando la traslacion a la clinica.

Cabe destacar que en esta tesis se administraron farmacos sin utilizar solventes
como etanol o soluciones acidas como ocurre en la mayoria de los estudios con
animales, que no reproducen las condiciones reales de la terapéutica humana. Se
desarrolld y ajustdé un procedimiento para administrar formulaciones en forma

solida, como sustituto de la administraciéon a través de una sonda buco-gastrica
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donde la formulacién debe ser solubilizada o suspendida al momento de la

administracion.

La modificaciéon de las propiedades de los compuestos sélidos a través de la
microcristalizacién de albendazol nos permitié obtener formulaciones con mejores
propiedades biofarmacéuticas y una eficacia potencialmente mejorada. El siguiente
paso fue probar la eficacia terapéutica in vivo de las formulaciones albendazol en las

tres fases de la infeccion con T. spiralis: enteral, migratoria y parenteral.

La eficacia de albendazol y de las formulaciones S4A y S10A se investigd
inicialmente en la fase enteral de la infeccion, como estadio mas susceptible del ciclo
biolégico de T. spiralis. La carga parasitaria intestinal de los animales tratados no se
modific6 comparada con la de los ratones control, pero si se observé una
disminucién en la viabilidad de las hembras de T. spiralis. Estas presentaron
alteraciones en su morfologia interna que también se vieron en los gusanos hembra
durante el ensayo in vitro. Estas alteraciones morfoldgicas condujeron, muy
probablemente, a una alteracion de la fecundidad y a la consiguiente reduccién de
larvas enquistadas en musculo. La disminucién significativa de la carga parasitaria
muscular en la fase crdnica sugiere que el tratamiento en la fase aguda provocoé una
inhibicion reproductiva, ya que es poco probable que las formulaciones
administradas en los dias 5-7 posinfeccion afecten a las larvas migratorias. Un
resultado similar fue reportado por Campbell y Cuckler (1964) después de
alimentar a ratones infectados con una dieta que contenia 0.05 % de tiabendazol
durante los dias 4 a 11 posinfeccion: el tratamiento no erradic6 los gusanos del
intestino, pero suprimid su reproducciéon. También apoya esta idea el hallazgo de
de-la-Rosaetal. (2007) en ratones infectados experimentalmente y tratados con una
dosis insuficiente de albendazol o mebendazol en el dia 5 posinfeccion: la capacidad
reproductiva de las hembras de T. spiralis recuperadas mostr6é una disminucién

significativa, que desapareci6 cuando el farmaco se elimin6 del sistema.

Notablemente, albendazol y las formulaciones administradas en la fase enteral
fueron igualmente efectivas en ambas lineas y sexos: la carga parasitaria muscular
relativa se redujo un 90 %, comparados con sus controles respectivos, en animales
resistentes y susceptibles a pesar de que estos ultimos tienen una carga parasitaria

intestinal y muscular significativamente mayor que los ratones resistentes. Aunque
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como ya se explico, el diagndstico de la trichinellosis en estadios tempranos es
dificultoso, se sabe que albendazol es efectivo contra T. spiralis cuando se administra
en la primera etapa del ciclo del parasito. Por tanto, nuestros resultados

confirmaron este hecho.

La fase migratoria de la infeccion (Mitreva & Jasmer, 2006) comienza cuando las
larvas recién nacidas atraviesan la mucosa intestinal, penetran a través de los
capilares linfaticos y venosos para alcanzar la circulaciéon general a través del
conducto toracico y se abren paso a través de las fibras musculares para iniciar la
fase muscular de la infeccidn. El tiempo que dura esta etapa depende de la rapidez
con que los parasitos son expulsados, lo que estd determinado, en parte, por el
genotipo del hospedero (Vallance et al., 1997; Steel et al., 2019). La fase migratoria
es refractaria al tratamiento, probablemente debido a que esta fase implica siempre
estados en distinto nivel de desarrollo, a diferencia de las fases intestinal y muscular,
en las que en un periodo corto de tiempo se produce la maduracién a un estado
morfoldégico determinado y la consiguiente estabilidad en el mismo. En la etapa
migratoria existe un periodo de tiempo en el que pueden coexistir larvas recién
nacidas con otras que estan en fase de pre-enquistamiento y, en consecuencia, su
susceptibilidad a farmacos puede ser muy diferente al encontrarse en una situacion
metabdlica distinta. En este contexto, a pesar de diferencias atribuibles al
hospedero, la longevidad de los adultos en el nicho intracelular intestinal, el nimero
de larvas recién nacidas por hembra y su supervivencia durante la migracion, el
numero de larvas L1 recuperadas en la fase crénica ha sido utilizado por numerosos
investigadores como un indice de éxito para un tratamiento dado (Denham &
Martinez, 1970; Bell et al., 1985; Garcia-Rodriguez et al., 2001; Garcia et al., 2003;
Eid et al., 2020).

Aunque no se alcanzé el significativo estadistico, las formulaciones administradas
durante la fase migratoria redujeron a la mitad la carga parasitaria muscular, lo que
sugiere que los microcristales mejoran la eficacia de albendazol en esta etapa. Esta
tendencia a presentar una mejor eficacia terapéutica se observo solo en machos,
independiente del genotipo del hospedero. Las formulaciones pueden haber
afectado a las larvas recién nacidas o larvas pre-enquistadas, como sugiere la

disminucién en el nimero de larvas enquistadas y los resultados del experimento in
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vitro realizado previamente. En dicho ensayo, la movilidad de las larvas recién
nacidas se vio afectada en diversos grados por las formulaciones S4A y S10A,
mostrando pérdida completa de movimiento después de 2 h y hasta el final del

experimento (24 h).

El tratamiento de la fase croénica de la trichinellosis es critico, ya que es posible que
los tratamientos existentes no eliminen el parasito una vez que las larvas se han
establecido en las células musculares. Estos casos suelen requerir tratamientos
repetidos o mas prolongados que conllevan una mayor probabilidad de sufrir
efectos secundarios. Por tanto, el éxito terapéutico de las formulaciones en esta fase
estaria relacionado con su capacidad de entrar en el quiste para matar las larvas. Los
estudios de efectividad del tratamiento en la fase cronica de la infecciéon han
arrojado resultados mixtos cuando las larvas musculares estan completamente
encapsuladas (Lopez-Garcia et al., 1997; Siriyasatien et al., 2003; de la Torre-Iglesias
et al., 2014); de hecho, ni albendazol ni mebendazol son igualmente eficaces contra
todos los estadios larvarios (Knopp et al., 2012). Como afirman Shimoni y Froom
(2015), las concentraciones adecuadas de los farmacos o sus metabolitos activos
deben llegar a las larvas que han invadido el musculo para que sean efectivos
sistémicamente. Las concentraciones adecuadas generalmente se logran con
periodos de tratamientos mas prolongados y dosis antihelminticas mas altas o
desarrollando formulaciones que mejoren la solubilidad acuosa del farmaco para
mejorar la biodisponibilidad (Garcia-Rodriguez et al., 2001; Casulli et al,, 2006;
Codina et al,, 2015). Los protocolos de tratamiento en este estudio utilizaron una
dosis baja de ABZ por periodos cortos que, en la fase parenteral de la infeccién, no
fue suficiente para reducir el nimero de larvas enquistadas, pero si afecté su
viabilidad. Los machos y hembras CBi/L tratados con S10A mostraron un aumento
en la proporcion de larvas L1 muertas en comparacion con ABZ, significativo en los
machos. Se observo un efecto similar en los machos CBi+, mientras que las hembras
no respondieron a ninguna formulacion. Como ya se explico, las enfermedades
parasitarias difieren en prevalencia, curso y gravedad entre hombres y mujeres; el
sexo bioldgico influye en la fisiologia, las respuestas inmunitarias, el metabolismo
de los farmacos, afectando asi la progresion de la enfermedad (Nava-Castro et al.,
2012; Dkhil, 2015; Hegazy et al., 2019; Lockard et al., 2019). Este efecto de sexo solo

se observd en la linea resistente: los machos CBi/L tuvieron, generalmente, cargas
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parasitarias musculares mas altas que las hembras. Por el contrario, machos y
hembras de la linea CBi+ susceptible presentaron cargas parasitarias similares.
Estos resultados resaltan la importancia de considerar las caracteristicas del
huésped en respuesta al tratamiento y la necesidad de incorporar el sexo y el
genotipo como variables en la evaluacién de la eficacia terapéutica en estudios

preclinicos (Clayton & Collins, 2014).

Como mencionamos anteriormente, el andlisis farmacocinético revelé un aumento
significativo en la biodisponibilidad de albendazol cuando se administr6 como
formulaciones microcristalinas. Sin embargo, el genotipo y el sexo del huésped
influyeron en los parametros farmacocinéticos medidos: las hembras CBi/L
alcanzaron una Cmax significativamente mayor que los machos; pero no se observé
efecto del sexo en los ratones CBi+. Por esto, cuando las formulaciones se
administraron en hembras, en las fases migratoria o parenteral de la infeccidn, la
baja o nula efectividad terapéutica observada en este sexo fue un resultado
inesperado. Una posible explicaciéon es que el metabolismo y la excreciéon de
albendazol podrian ser mayores en hembras que en machos. El metabolito activo,
sulféxido de albendazol (ABZSO0), responsable de la actividad antiparasitaria frente
a diferentes nematodos, se biotransforma en el metabolito inactivo, albendazol
sulfona (ABZS02) principalmente por CYP3A4, que se expresa mas en mujeres que
en hombres, lo que resulta en una mayor tasa de eliminacion (Wolbold et al., 2003).
Fuscoe et al. (2020) informaron un efecto de sexo en la expresion del gen Cyp3aZ, el

ortologo de rata del gen humano CYP3A44.

También hay que sefialar que ABZSO tiene un centro de asimetria que da lugar a dos
enantiomeros (+) y (-), los cuales presentan diferencias conocidas en su perfil
farmacocinético y actividad frente a otros helmintos (Cristofol et al., 2001). Capece
y colaboradores (2000) encontraron diferencias en la farmacocinética de los
enantiomeros de ABZSO en ovejas de ambos sexos pero no en el total de ABZSO o
ABZS02:; también observaron una diferencia de sexo en la Tmax de los enantiémeros;
los valores de Cmax para (-) ABZSO fueron similares en ambos sexos, pero las
concentraciones maximas difirieron. Por lo tanto, estos datos sugieren otro posible

efecto de sexo en el metabolismo ABZSO.
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El efecto de la infeccién en curso sobre la biodisponibilidad de albendazol podria
descartarse ya que los resultados reportados por Garcia Rodriguez y colaboradores
(2009) sugieren que, aunque la infeccion intestinal por T. spiralis induce una
inflamaciéon aguda transitoria, ésta se anula casi por completo después de la
expulsion del gusano del intestino. Esta situacién impulsa la recuperaciéon de la
capacidad de absorcién y biodisponibilidad oral de farmacos cuando se administra
en las fases sistémicas de la infeccion. Los microcristales S10A, a base de quitosano,
mostraron una mejor eficacia terapéutica en comparaciéon con albendazol o S4A
cuando se administra en la fase cronica de la infeccion. Este aumento de efectividad,
significativa en machos CBi/L, probablemente esté relacionado con las interacciones
conocidas del quitosano con el sistema inmunoldgico. Se ha encontrado que el
quitosano es activo contra una variedad de enfermedades y que posee propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas. Ha mostrado actividad contra Cryptosporidium
parvum in vitro e in vivo (Mammeri et al., 2018), ha reducido los sintomas de colitis
ulcerosa inducida en un modelo murino, mejorando la funcién de la barrera mucosa
intestinal y modificando la microflora intestinal (Wang et al., 2019), y ha mejorado
la eficacia de las vacunas como adyuvante (Sun et al, 2018). Ademas, las
propiedades mucoadhesivas del quitosano demostraron mejorar la absorcion de
farmacos (Khan et al., 2019). De hecho, en un periodo de 24 h, se observo una mayor
biodisponibilidad de albendazol en ratones que recibieron S10A en comparacion
con albendazol puro o S4A (Codina et al., 2020b). Las actividades biologicas de los
quitosanos dependerian tanto del peso molecular como de la solubilidad en agua de
la molécula de este compuesto que se utilice como excipiente (Zeng et al., 2008) y
del genotipo del huésped, como muestran nuestros resultados (Fig. 18, Tablas V y

VI, pags. 60, 61y 63).

Los resultados obtenidos con la formulacién a base de quitosano concuerdan con los
de una publicacién reciente donde portadores de lipidos nanoestructurados se
recubrieron con quitosano y fueron administrados a ratones en las tres fases de la
infeccion por T. spiralis (Eid et al., 2020). Los autores informaron que el numero de
larvas enquistadas viables se redujo a la mitad al ser tratadas con nanoportadores
recubiertos de quitosano en comparacion con la suspensiéon albendazol. En este
estudio, el microcristal a base de quitosano (S10A) aument6 de 1.4 a 2.3 veces el

porcentaje de larvas muertas en comparacion con albendazol. Es importante sefialar
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que mientras los nanotransportadores se preparan con una alta proporcién de
excipiente (aproximadamente 92%), los microcristales requieren menor cantidad
del polimero (aproximadamente 20%). Esta diferencia hace que la formulacién

microcristalina sea prometedora para la traslacién a un producto final.

En resumen, los microcristales a base de quitosano mostraron una mejor eficacia
terapéutica en la fase cronica de la infeccion cuando las formulaciones actualmente
en uso no son efectivas o necesitan ser administrados en dosis mas altas o por
periodos mas prolongados. Las formulaciones microcristalinas serian sistemas

adecuados para tratar la infeccion de T. spiralis en la fase croénica.

En la segunda parte de esta tesis, se utiliz6 al mebendazol como ingrediente
farmacéutico activo con el que se prepararon nuevos sistemas que aumentaran su
solubilidad. Los objetivos especificos planteados siguieron el mismo esquema que
con albendazol: evaluar in vitro la efectividad de las nuevas formulaciones de
mebendazol, determinar sus parametros farmacocinéticos y estimar in vivo su

eficacia antiparasitaria.

Los nuevos sistemas de mebendazol ensayados in vitro mostraron una mejora en su
actividad antihelmintica en comparacion con mebendazol puro. Sin embargo, la
diferencia en la actividad fue significativa solo para la formulacién nanoparticulada;
la actividad del complejo de inclusion de citrato de B-ciclodextrina no difirio
respecto al fArmaco puro. Aunque la movilidad de las larvas recién nacidas liberadas
por las hembras de T. spiralis no se vio afectada por las formulaciones, se observo
una menor cantidad de larvas en los pocillos que contenian el sistema
nanoparticulado. Se sabe que el aumento de solubilidad de un ingrediente
farmacéutico activo puede obtenerse por “reduccion de tamafio” de las particulas, lo
que conlleva a un incremento en el area superficial y a un aumento de la velocidad
de disolucién (Brough & Williams, 2013). El tamafio de las nanoparticulas de esta
formulacién fue lo suficientemente pequefio para favorecer el pasaje rapido del
farmaco a través de la cuticula de la hembra de T. spiralis, por lo que fue capaz de
perturbar la capacidad reproductiva de los gusanos hembra y producir cierto grado

de infertilidad en el lapso del ensayo in vitro.

Como mencionamos en la introduccién (1.4.2), la baja biodisponibilidad del

mebendazol a dosis terapéuticas se debe a una combinacion del rapido metabolismo
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de “primer paso” hepatico y a la muy baja solubilidad del compuesto (Dawson et al.,
1985). Modificar la forma galénica, en lugar de administrar dosis mayores, puede
ser un método eficaz para aumentar sus niveles plasmaticos. La administracion de
mebendazol en forma de nanoparticulas o acomplejado con citrato de [-
ciclodextrina produjo un aumento de la concentracién plasmatica del farmaco. Los
parametros derivados del estudio de biodisponibilidad mostraron efecto de
genotipo y sexo del hospedero. Los ratones CBi/L tratados con mebendazol puro
tuvieron valores de Cmax y AUC significativamente mayores que CBi+ pero no
difirieron en Tmax (Fig. 20, Tablas XII y XIII, pags. 71, 72 y 73). Esta diferencia entre
genotipos, aunque en grado menor, se observo en los animales a los que se
administré cualquiera de las formulaciones. En estos grupos también hubo
diferencias en Tmax, tanto entre genotipos dentro de sexos como entre sexos dentro
de genotipos. Tmax €s una medida indirecta y aproximada de la duracién del proceso
de absorcién y su valor es proporcional a la velocidad a la cual se produce la misma
(Errecalde et al., 2012), por lo que su valor junto con el de Cmax, que esta en parte
determinado por el equilibrio de velocidades (velocidad de entrada y velocidad de
salida), estima la velocidad de absorcién del principio activo que, en este

experimento, se vio afectada por el sexo y el genotipo del hospedero.

Como se discutié anteriormente en esta seccion, el sexo bioldgico juega un papel
preponderante en la variabilidad de las respuestas a tratamientos farmacologicos
por su efecto sobre los genes que intervienen tanto en el metabolismo y transporte
del principio farmacéutico activo como de los compuestos usados como excipientes;
la magnitud de las diferencias de sexo dependen de los sustratos y las vias
metabolicas implicadas (Kato & Kamataki, 1982). A esto debe agregarse que
revisiones recientes han enfatizado el rol del sexo como variable biolégica que
influye significativamente sobre la eficacia y toxicidad de nanomateriales utilizados
en terapéutica (Hajipour et al., 2021; Sharifi et al., 2021). Hay evidencia reciente
convincente de que las diferencias de sexo pueden alterar la eficacia de las
nanoparticulas a nivel celular. Entre otros, el nivel y la via de captacion de
nanoparticulas y el trafico intracelular en ciertas células humanas dependen en gran
medida del sexo; ademas, la composicion de la corona biomolecular/proteica (es
decir, una capa de diversas biomoléculas que se forma en la superficie de las

nanoparticulas al entrar en contacto con un fluido biolégico) se ve afectada por
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factores paracrinos especificos del sexo (Hajipour et al., 2021). Las variaciones
anatémicas y fisiologicas entre sexos afectan los cuatro pasos principales por los que
pasan los nanomedicamentos administrados: absorcidn, distribuciéon, metabolismo
y eliminacién (Sharifi et al., 2021). Hay algunas diferencias en el funcionamiento del
sistema gastrointestinal en hombres y mujeres. Las hormonas sexuales femeninas,
los receptores de hormonas gastricas y el 6xido nitrico tienen efectos sobre la
motilidad gastrica, lo que probablemente resulte en una disminucién de la
frecuencia de las contracciones y un vaciado gastrico lento, como se ha observado
en ratas. La diferencia de composicion corporal dependiente del sexo también puede
influir en la distribucién de formulaciones farmacolégicas o no medicinales. Por
ejemplo, los machos y las hembras tienen una distribucién total de agua distinta, asi

como una distribuciéon de musculo y grasa.

Las diferencias observadas también podrian involucrar a las enzimas del citocromo
P450. Como ya se explic6 previamente, los genes CYP son muy polimérficos y
constituyen una fuente importante de variabilidad en la farmacocinética y la
respuesta a los farmacos. Ademas, se ha documentado que varios CYP tienen
expresion o actividad dependiente del sexo. CYP3A4 en particular es un citocromo
hepatico critico que metaboliza hasta el 50 % de todos los farmacos y es la isoenzima
CYP mas abundante en el higado humano. Hay una mayor expresion de ARN
mensajero y proteina CYP3A4 en biopsias de higado de mujeres que de hombres. La
mayoria de los estudios clinicos indican que las mujeres metabolizan los
medicamentos mas rapido que los hombres (Zanger & Schwab, 2013). Reconocer las
fuentes y comprender los factores que contribuyen a la variabilidad farmacocinética
y farmacodinamica dentro y entre individuos sigue siendo un desafio de particular
importancia, en especial para los medicamentos con un indice terapéutico estrecho

(Lin, 2007).

El siguiente paso fue la evaluacién de la eficacia terapéutica in vivo de las dos
formulaciones y compararla con la del farmaco puro, en la etapa croénica de la

infeccién con Trichinella spiralis, en el modelo murino de trichinellosis CBi-IGE.

El grado de infeccion alcanzado por cada animal, medido a través de ia carga
parasitaria muscular relativa (CPr), mostré diferencias significativas entre las

lineas. CBi+ presentd una alta CPr a mientras que CBi/L mostr6 baja CPr,
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corroborando las diferencias en la capacidad de resistencia a la infeccién con T.
spiralis en estos genotipos (Vasconi et al., 2015). El tratamiento con mebendazol en
los dias 27, 28 y 29 posinfeccion no causé reduccion en el niumero de larvas respecto
a los animales control. Otros autores han obtenido, en ratones, efectividad
antihelmintica contra larvas enquistadas usando mebendazol puro como
tratamiento. Tal es el caso Rodriguez Caabeiro y colabores que administraron
mebendazol a ratones previamente infectados con T. spiralis, los dias 45, 46 y 47
posinfeccion y los sacrificaron a los 15 dias postratamiento, obteniendo un
porcentaje de reduccion del 89 %. Sin embargo, fue con una dosis de mebendazol de

60 mg/kg, cuatro veces mas grande a la utilizada en este trabajo.

La administracion de las formulaciones NP o Comp redujo significativamente la
carga parasitaria muscular en ambos genotipos y sexos. Las hembras CBi/L tuvieron
una reduccién del 60-70 % mientras que en los machos CBi/L y machos y hembras
CBi+ la disminucion fue de 80-90 %, a pesar de que los animales susceptibles tienen
una carga parasitaria muscular 8 a 9 veces mayor que los ratones resistentes. Con
un protocolo de administraciéon y dosis similares, Martinez Fernandez (1991)
obtuvo resultados semejantes a los nuestros. En sus ensayos utilizé una disolucién
solida de mebendazol en polivinilpirrolidona, administrada en una tnica dosis de
10 mg/kg el dia 30 posinfeccion o en dosis repetidas, de 5 mg/kg, los dias 30,31y
32 posinfeccion. Los animales se sacrificaron 10 dias después de haber finalizado el
tratamiento. La eficacia de reduccion fue del 90 % para el primer caso y del 100 %

en el segundo.

Durante la fase parenteral las larvas de T. spiralis que penetran en las células
musculares las modifican, generando un nicho protector denominado célula nodriza
o quiste larval. Sobre la superficie del quiste se genera una red capilar nueva a partir
de vasos sanguineos preexistentes que se requiere para la nutricion de las larvas y
la eliminacién de desechos (Ock et al., 2013). Ese complejo larva infectante - célula
nodriza se caracteriza por establecer una inflamacién croénica en el sitio de la
infeccidn, la cual es sustentada por la “invasién” de células del sistema inmune del
huésped al tejido muscular infectado con el objetivo de destruirlo. Esta reacciéon

inflamatoria es responsable de la patologia denominada miositis.
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El quiste ejerce un papel esencial contra las defensas inmunolégicas del organismo
hospedador. Estudios histolégicos realizados por otros autores (De Nollin et al,
1974; Rodriguez Caabeiro et al., 1978) concluyeron que el mebendazol actuaria
principalmente sobre el tejido que rodea a la larva, haciendo que los metabolitos de
la larva junto con sus antigenos entren a la circulacion del hospedero,
desencadenando una respuesta inmune e inflamatoria mas intensa. El mebendazol
provocaria marcados cambios degenerativos sobre los quistes, lo que permitiria el
paso de células inflamatorias que terminarian destruyendo al parasito. La accion del
antihelmintico al desorganizar el componente celular de la matriz quistica,
convertiria a cada larva en un foco antigénico desnudo sobre el que se
desencadenaria la inmunidad mediada por células (Martinez-Fernandez et al.,
1980). Este efecto no ha sido descrito en la terapia con albendazol. De hecho, el
mebendazol mostr6é mejores efectos sobre las larvas musculares que el albendazol
en ratones (McCracken, 1978). Asi pues, albendazol y mebendazol no son

igualmente efectivos contra todos los estadios larvales (Knopp et al.,, 2012).

Es importante destacar que, en este trabajo, 80 a 100 % de las larvas recuperadas
de los animales tratados con NP y Comp, s estaban muertas. Esto ocurrié en ratones
de ambos sexos y genotipos. Ademas, las larvas muertas recuperadas presentaron
su estructura interna destruida. Por el contario, las pocas larvas muertas
recuperadas de los animales tratados con mebendazol conservaban su
conformacion interna. Si la accion antihelmintica del mebendazol en la fase
muscular fuera el resultado de un efecto farmacolégico combinado con un efecto
inmunolégico, se podria especular que un mayor nimero de larvas muertas
desencadenaria una mayor respuesta inmune, que derivaria en la destruccion de su
estructura interna, pudiendo llegar a la desintegracion total de la larva. Esto
explicaria los resultados obtenidos en machos CBi/L, en los que no se logré

recuperar larvas musculares.

Si bien el mebendazol ha demostrado poseer, en ratones tratados con dosis altas, un
efecto considerable en todas las fases del ciclo biologico de T. spiralis, su uso estaria
limitado en la clinica humana. Pozio y colaboradores (2001) demostraron que el
mebendazol sélo fue efectivo contra las larvas recién nacidas presentes en los vasos

sanguineos y linfaticos, pero no sobre las larvas encapsuladas en las células
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musculares: una vez iniciada la encapsulaciéon en humanos, las larvas de T. spiralis
son resistentes al tratamiento con mebendazol. Es importante sefialar que no es
recomendable el uso del mebendazol para el tratamiento de trichinellosis humana
en su fase muscular, ya que por exacerbar el proceso inmunitario generado por la
presencia del quiste larvario, puede provocar un cuadro similar a un choque

anafilactico peligroso (Martinez-Fernandez et al., 1980).

En resumen, el notorio aumento de la eficacia antihelmintica del mebendazol contra
parasitos de T. spiralis ya enquistados, seria una consecuencia directa del aumento
de su absorcion al ser administrado en forma de nanoparticula o complejo de
inclusion. Estas formulaciones podrian proporcionar un sistema farmacolégico mas
seguro para farmacos orales poco solubles en agua, ya que no s6lo aumentan la
concentracion del principio activo, ain a dosis bajas, sino que ademas son

totalmente inocuas al ser administradas via oral.

Para finalizar, los nuevos sistemas de albendazol y mebendazol desarrollados para
este trabajo de tesis nos permitieron obtener mejores propiedades
biofarmacéuticas y mejoraron potencialmente la eficacia terapéutica en la fase
cronica de la trichinellosis. En nuestro modelo experimental y en las condiciones en
que se hicieron los experimentos, las formulaciones de mebendazol mostraron una
mejor performance que las de albendazol en la etapa crdnica de la infeccidn.
Nuestros hallazgos indican que el genotipo y el sexo del hospedero influyen en la
respuesta de las formulaciones y deben ser considerados en estudios preclinicos.
Asimismo, corroboran que la eficacia terapéutica en las diferentes fases de la
infeccion con T. spiralis depende de varios factores, como la respuesta inmunitaria
del huésped, la susceptibilidad al estadio de T. spiralis, la biodisponibilidad del

farmaco y los componentes de las formulaciones.
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CONCLUSIONES

Se realizaron ensayos in vitro e in vivo con albendazol puro, mebendazol puro y los
nuevos sistemas terapéuticos de ambos farmacos, con el fin de evaluar su eficacia
antiparasitaria contra Trichinella spiralis, en dos lineas de ratones CBi-IGE, con
fenotipos extremos de resistencia/susceptibilidad al parasito. Los resultados

obtenidos nos permitieron concluir que:

- la metodologia utilizada para obtener microcristales de albendazol fue
efectiva ya que mejord significativamente la actividad antiparasitaria in vitro

e in vivo del ingrediente farmacéutico activo.

- el estudio farmacocinético reveld que los sistemas S4A y S10A optimizaron

la biodisponibilidad del albendazol puro.

- las experiencias in vivo demostraron que albendazol, S4A y S10A fueron
igualmente efectivos cuando se administran en la etapa aguda de la infeccion.
Los tratamientos produjeron un cambio en la morfologia interna de las
hembras de Trichinella spiralis que se vio reflejado en una menor carga

parasitaria muscular.

- el tratamiento con albendazol o las formulaciones S4A y S10A en la etapa
migratoria de la infeccion, mostré una mejor respuesta terapéutica de los
microcristales, aunque no estadisticamente significativa, en comparacion
con albendazol sin procesar. Los machos de ambos genotipos que recibieron
S4A y S10A redujeron a la mitad la carga muscular de las larvas en
comparacién con los controles; sin embargo, esta respuesta no se observé en

las hembras.

- en la etapa crénica sélo la formulacién con quitosano (S10A) mostré una

eficacia terapéutica significativamente mejor en machos de la linea CBi/L.

- la nanoparticula (NP) de mebendazol y el complejo de inclusién (Comp),
citrato de [-ciclodextrina, mostraron una mejoria en la actividad
antihelmintica in vitro en comparacién con mebendazol puro, siendo la

nanoparticula la mas eficaz.
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- el andlisis farmacocinético indic6 que NP y Comp optimizan Ia
biodisponibilidad de mebendazol en ratones machos y hembras del modelo

murino de trichinellosis CBi-IGE.

- el ensayo in vivo mostré que tanto la NP como el Comp son efectivos cuando
se administran en la fase cronica de la trichinellosis. El aumento de las
variables farmacocinéticas de estas formulaciones se vio reflejado en una
disminucién significativa de la carga parasitaria muscular, comparados con

los grupos control y tratado con mebendazol puro.

El modelo murino de trichinellosis utilizado en esta tesis fue adecuado para el
estudio de la compleja y dindmica relacién entre hospedero - parasito - farmaco.
Nos permitié corroborar el rol del genotipo y sexo del hospedero sobre el
desarrollo de esta parasitosis asi como su influencia sobre la respuesta

farmacoloégica.
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