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Introduccion

El incorrecto uso de farmacos en Medicina Veterinaria y la inadecuada valoracion
de sus efectos indeseables sobre el animal tratado, la salud del consumidor y el
medio ambiente, son problemas ain no resueltos. La comprensién de los
procesos farmacocinéticos y metabdlicos que sufre una molécula xenobidtica
cuando toma contacto con un organismo vivo, como asi también, la caracterizacion
de ciertos factores que pueden afectar dichos procesos, son relevantes para: a)
optimizar la respuesta farmacolégica cuando se trate de sustancias utilizadas con
fines terapéuticos 6 profilacticos; b) evitar la aparicién de efectos colaterales
indeseables; c) evitar el desarrollo de resistencia (farmacos antibacterianos,
antiparasitarios, etc.); d) determinar adecuados periodos de retirada, previo a que
la carne 6 leche de un animal tratado se destine a consumo humano; e) predecir
un eventual impacto ambiental negativo como consecuencia de la eliminacion de
residuos quimicos en materia fecal.

La enfermedad parasitaria es la causa mas importante de pérdidas en productividad
ganadera en muchas regiones del mundo. Estas pérdidas econdmicas se
relacionan con morbilidad y mortalidad de animales, reduccion de los niveles de
produccién, alteraciones reproductivas e inversion en medidas de control quimico.
Aunque se ha avanzado en la basqueda de estrategias de control no quimico
(control bioldgico, vacunas etc.), el tratamiento antiparasitario todavia depende (y
pareciera que por mucho tiempo mas) del uso de farmacos. Una porcion relevante
de las pérdidas econémicas causadas por parasitismo en producciéon animal,
estd dada por la inversion en medidas de control. El fracaso en el control
antiparasitario, basado casi exclusivamente en quimioterapia, tiene una
importancia econémica de enorme trascendencia en paises como la Argentina,
donde las condiciones climaticas y de explotacion favorecen una alta incidencia
del parasitismo. La disponibilidad futura de nuevas moléculas antiparasitarias
estd comprometida por el progresivo aumento del fenémeno de resistencia y los
crecientes costos de investigacion y desarrollo. Ademas, el elevado umbral que
significé el descubrimiento de los farmacos endectocidas por sus caracteristicas
de espectro y potencia, ha complicado las posibilidades para que la industria
farmacéutica pueda desarrollar alguna molécula «superior» que justifique una
inversion en investigacion y desarrollo, considerando lo poco atractivo que en
términos econémicos resulta el fragmento de Salud Animal comparado al de Salud
Humana para las grandes corporaciones farmacéuticas. Dado el alto costo y bajo
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retorno de la investigacién/desarrollo de farmacos parasiticidas, se requieren
nuevos enfoques en el proceso de descubrimiento de drogas, lo que implicara
mayor investigacion basica y costos mas elevados (Geary, 1999). El desafio es
encontrar estrategias de control que permitan un uso prudente y racional de los
farmacos disponibles, quiza en el futuro combinados con estrategias de control no
quimico, que aseguren mantener las poblaciones parasitarias por debajo de su
umbral econdmico, sin riesgos de residuos medicamentosos en carne y leche
(FAO, 2003). La falta de integracion entre manejo animal y tratamiento, el incorrecto
uso de drogas antihelminticas debido al desconocimiento de sus propiedades
farmacoldgicas y de los factores que afectan las mismas, han sido elementos
relevantes en la falla del control antiparasitario en animales de produccion.

Se requiere de investigacion de base farmacoldgica para optimizar el uso de las
drogas antiparasitarias disponibles y preservar de manera sustentable en el tiempo
aquellas moléculas nuevas que puedan desarrollarse. El Programa de
Investigacion que se desarrolla en nuestro Laboratorio desde el afio 1992 ha
contribuido con la generacién de conocimiento original en la interfase de las
disciplinas Farmacologia y Parasitologia Veterinaria. El mismo esta basado en un
abordaje interdisciplinario integral, que busca profundizar en el entendimiento de
los aspectos farmacoldgicos que hacen a la mas adecuada y eficiente utilizacion
terapéutica de farmacos antiparasitarios en rumiantes, en busca de una
optimizacion del tratamiento que evite/retarde la aparicién de resistencia, que
redunde en un menor costo de produccioén y, que permita un mas certero
conocimiento de los perfiles de residuos de droga en tejidos de animales tratados
que van al consumo humano. Modificaciones farmacocinéticas y metabdlicas
pueden afectar la concentracion y/o periodo de tiempo en el que los parasitos
estan expuestos a droga activa y, por consecuencia la eficacia clinica de los
tratamientos y el éxito de los programas de control antiparasitario en Salud y
Produccién Animal.

El programa global comprende diferentes aspectos de la investigacion orientada
a caracterizar la relacion entre farmacocinética, metabolismo, distribucion tisular e
interaccion droga-parasito para farmacos antiparasitarios en rumiantes. Se busca
generar informacidon de base farmacolégica que abarca desde aspectos
moleculares basicos de la relacién hospedador-farmaco-parasito, hasta la
generacion de investigacion aplicada que permita caracterizar la influencia de
diferentes factores sobre el comportamiento farmacocinético/metabdlico y los
procesos de distribucion tisular y captacion parasitaria de drogas antiparasitarias
en rumiantes. Ademas de la caracterizaciéon farmacocinética y de los factores que
afectan a la misma, se buscan alternativas para incrementar la biodisponibilidad
y eficacia de estos farmacos antiparasitarios, mediante la interferencia con
diferentes procesos metabdlicos y cinéticos. Se desarrollan modelos de infeccién
parasitaria experimental para valorar la correlacion entre caracteristicas
farmacoldgicas y actividad antihelmintica de drogas/metabolitos. Se ha progresado
en la identificacion estrategias cientificas que relacionan conceptos de quiralidad
y metabolismo enantioselectivo, como asi también la caracterizacién molecular de

sistemas transportadores celulares involucrados en el metabolismo y excrecion
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de farmacos en el hospedador y en el parasito blanco, con especial énfasis en la
comprension de los mecanismos de resistencia antihelmintica. Tomando a los
farmacos benzimidazoles como modelo de una molécula antihelmintica y a las
lactonas macrociclicas como modelo de compuestos endectocidas, se
caracterizan mediante ensayos farmacocinéticos in vivo, estudios ex vivo e in
vitro de biotransformacion y transporte celular de farmacos y metabolitos,
estudios de interaccion droga/parasito (susceptibles y resistentes) y con el apoyo
de técnicas de biologia molecular, diferentes aspectos de base farmacoldgica
gue son criticos para optimizar el control antiparasitario en sanidad y produccion
animal. Las principales estrategias de estudio en el marco del mencionado
Programa de Investigacion en la Farmacologia de las Drogas Antiparasitarias y
tomando como abordaje el eje conceptual hospedador-farmaco-parasito, se
resumen en la Figura 1.

FARMACOS ANTIPARASITARIOS

RS )RS

» Comportamiento cinético plasmdtico y tisular
HOSPEDADOR

» Distribucién a sitios de localizacién parasitaria
FARMACO EE) > Patrén de biotransformacién

l » Mecanismos de difusién/captacién parasitaria

PARASITO . S : o
» Mecanismos de detoxificacién/eflujo en el pardsito

Estudios in vivo, ex vivo e in vitro

Figura 1: Representacion esquematica de las principales estrategias de investigacion
bajo desarrollo en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria, UNCPBA.

El presente articulo es sélo un marco referencial que describe en forma
esquemaética los principales resultados obtenidos en la investigacion farmaco-
parasitolégica enunciada, abordando aspectos generales de las bases
moleculares de la resistencia antihelmintica e incluyendo el soporte bibliografico
necesario para la busqueda de informacion mas detallada en cada una de las
tematicas que se discuten.
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Bases farmacoldgicas de la actividad antihelmintica

La eficacia de los farmacos antihelminticos sobre parasitos localizados en
tejidos de dificil acceso depende de la disponibilidad sistémica y del tiempo de
permanencia de droga activa en el organismo del animal tratado. Para lograr un
efecto sistémico, un farmaco antihelmintico administrado por una via enteral o
parenteral debe ser absorbido, distribuido en diferentes tejidos y alcanzar
concentraciones adecuadas en el sitio de localizacion parasitaria. Diferentes
factores de manejo pueden inducir modificaciones que impacten sobre la cantidad
de droga activa que llega al lugar donde el parasito esté localizado, y mas importante
aun, sobre la extension del periodo de tiempo en el cual una concentracion toxica
del farmaco esta en contacto con dicho estadio parasitario. Tal como se describe
a lo largo de este articulo, la estrecha relacion entre farmacocinética y actividad
antiparasitaria ha sido demostrada. Un notable progreso en la comprension de
los procesos que gobiernan la distribucion del farmaco/metabolito activo hacia los
sitios de localizacion de los parasitos mas patégenos en rumiantes, ha sido
alcanzado (ver Alvarez, et al. 1999, 2000, 2007 y Lifschitz et al. 2000). Del trabajo
realizado surge la existencia de una correlacion entre las caracteristicas fisico-
quimicas de los farmacos estudiados, la cantidad de droga que llega al tejido
donde se encuentra el parasito blanco y los procesos de captacion/difusion de la
misma en diferentes helmintos (cestodes, trematodes y nematodes) (ver Alvarez
et al. 1999, 2000, 2007). Esto ha sido ademas correlacionado con los procesos de
captacion de droga/metabolitos por diferentes géneros parasitarios. Los aspectos
béasicos de los cuales depende la actividad antiparasitaria se enumeran en la
Figura 2. La comprension de cada uno de esos aspectos resume la mayor parte
de las contribuciones disciplinares de nuestro grupo que se describen en el
presente trabajo. Dicho conocimiento béasico es critico para poder optimizar el uso
de los farmacos disponibles (o de eventuales nuevas moléculas) frente al fenémeno
de desarrollo de resistencia.

v

v

Figura 2: Elementos farmacolégicos criticos para lograr un adecuado efecto antiparasitario.
Bases farmacolégicas que definen la susceptibilidad y/o resistencia al efecto de un
farmaco antihelmintico.
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Farmacos nematodicidas: antihelminticos benzimidazoles

Los antihelminticos benzimidazoles (BZD) comparten un grupo central
benzimidazole, a partir del cual se han sintetizado gran cantidad de moléculas. Se
clasifican en cuatro grupos: BZD tiazoles; BZD metil-carbamatos; pro-BZD y BZD
halogenados (Lanusse y Prichard, 1993). Tiabendazole (TBZ) un BZD tiazol, fue el
primer BZD aprobado como antihelmintico. La adicion en posicion 2- del nucleo
BZD de un grupo metil-carbamato, incrementé la liposolubilidad y potencia
antihelmintica de estas moléculas. Los principales BZD metilcarbamatos utilizados
incluyen albendazole (ABZ) y su metabolito activo ABZ-sulféxido (ABZSO, también
conocido como ricobendazole), fenbendazole (FBZ) y su metabolito activo FBZ-
sulféxido conocido como oxfendazole (OFZ), oxibendazole (OBZ) y mebendazole
(MBZ). Los farmacos pro-BZD carecen de actividad farmacolégica, por lo cual
deben ser metabolizados en el organismo para generar moléculas activas. Mientras
que febantel (FBT) es oxidado principalmente en higado a fenbendazole (FBZ)
(Montessissa et al., 1989), netobimin (NTB) es reducido por la microflora ruminal
a ABZ. Si bien NTB puede formularse como una solucion de administracion
parenteral, el uso de esta via evita en gran medida la sulforeduccion bacteriana
ruminal (Lanusse et al., 1990), lo cual resulta en una reducida biodisponibilidad
de los metabolitos activos. Dentro de los BZD halogenados encontramos a
triclabendazole (TCBZ). Esta molécula es la Gnica reconocida con elevada eficacia
sobre estadios inmaduros y maduros de Fasciola hepética.

El mecanismo de accion de los antihelminticos BZD se basa en la unién de
estos con la tubulina, proteina soluble que constituye la estructura basica de los
microtubulos. Diferentes estudios han demostrado que los BZD se unen en forma
reversible al sitio de unién de colchicina en la subunidad 3 de la tubulina (Lacey,
1990). Los dimeros de tubulina unidos a la molécula del farmaco BZD no pueden
polimerizarse para formar los microtibulos, alterandose de esta forma el equilibrio
microtubulos-tubulina. Existe un gran numero de funciones celulares que son
dependientes de la integridad de los microtlbulos. La mayor afinidad de los BZD
por la tubulina de los parasitos helmintos, explica la baja toxicidad de los mismos
en mamiferos. El efecto ovicida demostrado para la mayoria de los BZD, asi como
los efectos teratogénicos evidenciados luego de su uso en hembras ovinas
gestantes pueden explicarse por su accion anti-microtubular. La disrupcion del
equilibrio microttbulos-tubulina bloquea la absorcion y excrecion de nutrientes por
el parésito. In vivo la accién antihelmintica de los BZD no es inmediata; se requieren
concentraciones sostenidas en el tiempo para asegurar la modificacion de ciertas
funciones vitales que faciliten el desprendimiento de los helmintos de sus sitios
predilectos de localizacion. Por esta razén, mientras que la administracion de una
Unica dosis (3.8 mg/kg) de ABZ en ovinos redujo el numero de Haemonchus contortus
resistentes en un 21.1 %, la administracién durante 5 dias consecutivos (1 mg/kg)
elevo este porcentaje al 89 %. (Kwan et al., 1988) En consecuencia, aumentos en
la biodisponibilidad de estos compuestos sumados a una mayor persistencia,
redundaran en elevada eficacia antihelmintica.
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El comportamiento farmacocinético de los farmacos BZD en rumiantes
esta condicionado por las caracteristicas fisico-quimicas y posibilidades
farmacotécnicas para formular los mismos. La baja solubilidad acuosa de los
BZD determina que se los formule como suspensiones. Este tipo de formulacion
presenta la limitante de que sélo puede ser administrada por via enteral (oral 6
intraruminal). La disolucion del principio activo debe preceder necesariamente a la
absorcion. Las moléculas que no logren disolverse no presentaran actividad
farmacoldgica y seran eliminadas con la materia fecal. Después de administrada,
la droga se adsorbe en gran proporcién al material particulado presente en el
contenido ruminal. Los BZD metilcarbamatos se disuelven en mayor grado a bajos
valores de pH, constituyendo el abomaso un sitio ideal para la disolucion de los
mismos. Sumado a esto, el rumen «libera» farmaco en forma gradual facilitando
el proceso de disolucion. El ayuno de los animales previo al tratamiento retarda el
transito gastrointestinal (GI) y favorece una mejor disolucién de la formulacién, lo
cual se traduce en incrementos significativos de las concentraciones plasmaticas
de los principios activos (Sanchez et al., 1997). Si un BZD administrado por via oral
estimula el cierre de la gotera esofagica, el compuesto sera depositado
directamente en el abomaso evitando su paso por el rumen. La llegada masiva del
farmaco al abomaso, impide que las particulas de la formulacién se disuelvan en
forma optima (Hennessy, 1993). En consecuencia, existirA menor absorcion y
menor disponibilidad sistémica de droga activa, con compromiso de la eficacia
del tratamiento.

La droga absorbida puede sufrir metabolismo intestinal, hepético (principal
sitio de metabolismo) y/o pulmonar. Dada la liposolubilidad de los compuestos
BZD metilcarbamatos, un intenso proceso de biotransformacién es requerido para
facilitar su posterior eliminacién. Por esta razén, son muy bajas o nulas las
concentraciones de droga madre detectadas en el plasma de los animales tratados,
siendo los metabolitos sulfoxidos las principales moléculas detectadas. Los
principales sistemas enzimaticos responsables del metabolismo de los BZD se
encuentran localizados en el reticulo endoplasmico (fraccién microsomal) de los
hepatocitos o del enterocito. Estos son el sistema enzimético flavin-monooxigenasa
(FMO) y el sistema citocromo P-450 (Cit. P-450). El sistema FMO es responsable
de la oxidacion de ABZ y FBZ a nivel del atomo de azufre (sulfoxidacion), originando
ABZSO u OFZ, respectivamente. Los sulféxidos son los principales metabolitos
plasméticos recuperados en ovinos. Una segunda oxidacion a cargo del sistema
Cit. P-450, produce el metabolito sulfona a partir den sulféxido. Mientras que los
metabolitos sulféxidos poseen actividad farmacoldgica (menor que la droga madre),
las sulfonas son metabolitos inactivos. Los metabolitos sulféxidos (ABZSO, OFZ)
son eficientemente reducidos a sus respectivas drogas madre (ABZ, FBZ,
respectivamente) por accion de la flora microbiana ruminal e intestinal (Lanusse
et al., 1992b). Esta reduccion incrementa la disponibilidad de droga madre a nivel
intestinal favoreciendo el efecto antihelmintico final dado que ABZ o FBZ tienen
mayor liposolubilidad, mayor capacidad de atravesar la cuticula de los nematodos
y concentrarse en su interior y mayor afinidad por la B tubulina del parasito,
comparado con sus respectivos metabolitos sulféxidos. De hecho, gran parte de

la actividad antihelmintica observada tras la administracion de ABZSO U OFZ puede
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ser atribuida a las concentraciones de droga madre originadas a partir de la
reduccion microbiana de los metabolitos. Al presentar un atomo de carbono
asimétrico, ABZSO y/o OFZ se presentan con dos conformaciones espaciales
diferentes denominadas enantiomeros. Tras la administracion de ABZ en ovinos,
el 86 % del ABZSO presente en plasma corresponde al enantiomero (+) (Delatour
et al., 1990). Este diferente patron de concentraciones de cada enantiomero estaria
dado por un metabolismo enantioselectivo mediado por Cit. P-450 (sulfonacién).
Las caracteristicas del metabolismo enatioselectivo (sulfoxidaciéon) de ABZ y FBZ
en higado y de la sulforeduccién e inversion quiral de los enantiomeros de ABZSO
y OFZ en rumiantes, ha sido extensivamente investigada en nuestro laboratorio
(ver Virkel et al., 2002; Virkel et al., 2004), dada la importancia que estos fendmenos
tienen en la actividad antihelmintica de estas moléculas.

Desde la circulacion sanguinea, los metabolitos se distribuyen a los
diferentes compartimentos tisulares. El gradiente de pH existente entre el plasma
y el abomaso favorece el «atrapamiento» de las moléculas a este nivel (Lanusse
y Prichard, 1993b). Una parte importante del farmaco presente en la circulacién
sistémica puede alcanzar el tubo digestivo con las secreciones abomasales e
intestinales. Dada la mayor liposolubilidad de las moléculas madre (ABZ, FBZ),
estas se concentran en tejidos de mayor contenido lipidico, asegurando su
presencia en mucosas y en los mismos parasitos «blanco», lo cual es fundamental
desde el punto de vista de la eficacia clinica . La recirculacion de farmaco entre el
plasma y el tracto Gl es sumamente importante en el efecto antihelmintico sobre
parasitos localizados a nivel de las mucosas Gl. Por otro lado, la distribucion del
farmaco desde al plasma hacia diferentes tejidos posibilita el acceso al pulmoén y
los conductos biliares que son sitios de localizacién de parasitos tales como
Dictyocaulus spp. y F. hepatica, respectivamente.

Los BZD metilcarbamatos pueden tener en posicion 5- del nucleo quimico
BZD, un reemplazo aromatico (FBZ, OFZ) o alifatico (ABZ, PBZ). Las diferencias en
el grupo quimico de reemplazo tienen implicancias en el metabolismo y la
eliminacion. Las moléculas con una sustitucion aromética son metabolizadas con
mayor dificultad, y en consecuencia tras la administracion de FBZ es posible detectar
bajas concentraciones de la droga madre en plasma. Ademas, la eliminacion se
realiza mayoritariamente por bilis. Por el contrario, tras la administracion de ABZ
éste es rapidamente metabolizado, siendo eliminado en un 70 % por via urinaria
(Hennessy et al., 1989). En orina de ovinos tratados con ABZ el principal metabolito
recuperado es ABZSO detectandose pequefas cantidades (aproximadamente el
1 % de la dosis administrada) de ABZ. Sélo el 30 % de la dosis de ABZ administrada
es eliminada por materia fecal. El farmaco presente en la misma proviene de
aquel que no llegé a disolverse y atraveso el tracto Gl sin absorberse, el eliminado
por bilis, el eliminado por secrecion abomasal e intestinal. Tras la administracion
de ABZ en cabras, las concentraciones plasmaticas de los metabolitos sulfoxido y
sulfona caen mas rapidamente comparado con los ovinos (Hennessy et al., 1993).
Los procesos farmacocinéticos son los que en definitiva determinan las
concentraciones de farmaco en el sitio de localizacién de los parasitos que se
pretende eliminar. Por tal razén, existe una estrecha relaciéon entre farmacocinética
y efecto antihelmintico.
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Los antihelminticos BZD son farmacos que poseen un amplio espectro
antihelmintico, con actividad variable sobre diferentes helmintos de acuerdo al
farmaco. En ovinos a la dosis de 5 mg/kg, ABZ presenta una eficacia superior al 98
% frente a nematodes Gl y tenias. También a esta dosis presenta actividad sobre
parasitos pulmonares y larvas hipobidticas. Dosis mayores de ABZ (7,5 mg/kg),
son requeridas para el control de F. hepatica adultas (> 12 semanas) y Thysanosoma
actinoides, cestode localizado en el conducto colédoco (Campbell, 1990). Ademas
de presentar actividad sobre nematodos, trematodos y cestodos, ABZ ha
demostrado ser eficaz contra Giardia lamblia (Xiao et al., 1996). En humanos, ABZ
es considerado como farmaco de eleccion para el tratamiento de neurocisticercosis
e hidatidosis.

La resistencia parasitaria a farmacos antihelminticos representa un
problema serio en la mayoria de los sistemas productivos del mundo,
especialmente en aquellos intensivos o semi-extensivos. Con el objetivo de
minimizar las probabilidades de un fracaso terapéutico tras el tratamiento
antihelmintico, se han desarrollado diferentes formas farmacéuticas y/o
formulaciones que incluyen uno o varios principios activos con diferente
mecanismo de accion. En infestaciones parasitarias mixtas es frecuente
encontrar diferentes cepas de parasitos resistentes a un Unico grupo quimico.
Por tal razén, es de esperar que tras el tratamiento simultaneo con dos principios
activos que actuan por diferentes mecanismos, se alcance un efectivo control
antihelmintico dado que un parasito resistente al farmaco A, sera eliminado
por el farmaco B y viceversa. En el mercado farmacéutico veterinario,
especialmente en Uruguay, Australia y Nueva Zelanda, se encuentran
disponibles productos comerciales de administracion oral en ovinos que
combinan farmacos de diferente grupos quimicos: ABZ + levamisole; FBZ +
levamisole; OFZ + levamisole; OFZ + closantel; FBZ + levamisole + praziquantel,
ABZ + ivermectina + levamisole; ABZ + abamectina + levamisole + closantel;
naftalofés + ABZ + levamisol. No existen evidencias de una potenciacién en el
efecto antiparasitario entre farmacos con diferente mecanismo de accion, de
tal forma que los mejores resultados terapéuticos se relacionan a un efecto
aditivo entre los diferentes principios activos que componen el producto
comercial. Nuevamente, el uso indiscriminado de este tipo de preparados sin
supervision profesional, puede determinar una gran presion de seleccion de
cepas multi-resistentes, agravando el cuadro de resistencia parasitaria.

Solo algunas moléculas pertenecientes al grupo de los antihelminticos
BZD pueden ser utilizadas como trematodicidas para el control de Fhepatica y F.
gigantica. Entre ellas, las de mayor uso son netobimin (pro-BZD), albendazole
(ABZ) y triclabendazole (TCBZ). TCBZ es un BZD halogenado que a diferencia de
ABZ presenta actividad sobre estadios maduros e inmaduros de F. hepatica (> 2
dias), pero no tiene actividad contra nematodos y/o cestodos. Mientras que la
actividad fasciolicida de ABZ se basa en una actividad antimicrotubular, el
mecanismo de accién de TCBZ aun no ha sido fehacientemente determinado.
Tras la administracién oral de TCBZ, sélo sus metabolitos TCBZ-sulféxido (TCBZSO)
y TCBZ-sulfona (TCBZSO,) son detectados en plasma por un periodo de
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aproximadamente 120 h. Las méximas concentraciones plasméaticas en ovinos
se encuentran en el rango de 13,3 (TCBZSO) y 13,2 (TCBZSO,) ug/ml y son
alcanzados a las 18 y 36 h post-tratamiento, respectivamente. Las altas
concentraciones de los metabolitos de TCBZ en plasma comparado con otros
BZD, se relacionan con la elevada union a proteinas plasmaticas (>99%) de estos
compuestos, principalmente a albimina. Metabolitos hidroxilados en su forma
libre o conjugada con acido glucuroénico o sulfatos son detectados en la bilis de los
animales tratados. La actividad farmacologica de TCBZ depende en gran parte de
la actividad del metabolito sulfoxido y probablemente de la del propio TCBZ que en
bajas concentraciones puede ser recuperado en bilis y en especimenes de F.
hepatica recuperadas de animales tratados. La caracterizacién de las vias
metabolicas por las cuales TCBZ es oxidado tanto en el animal hospedador (Virkel
et al., 2006) como en la propio parasito blanco (Mottier et al., 2004), como de los
mecanismos involucrados en el influjo/eflujo de TCBZ y sus metabolitos en F.
hepatica (Alvarez et al., 2007) ha sido investigado en profundidad por su vinculacion
con el desarrollo de resistencia, siendo este un aporte sustancial al conocimiento
sobre la temética que se ha hecho desde nuestro Laboratorio (ver Alvarez et al.
2007). En efecto, incrementos en el metabolismo oxidativo y en el eflujo mediado
por transportadores celulares que limitan la acumulacion de TCBZ y metabolitos
en dentro de la Fasciola, han sido propuestos como mecanismos de resistencia
al farmaco, un inconveniente de trascendencia creciente en muchas regiones del
mundo. Adicionalmente, TCBZ se presenta formulado en combinacién con otros
farmacos antihelminticos para uso oral en ovinos en especial con avermectinas
(ivermectina, abamectina), con el objetivo de incrementar el espectro antiparasitario
del preparado comercial. Recientemente hemos demostrado la existencia de una
interaccion entre ambos tipos de farmacos (TCBZ e ivermectina) tanto in vitro
como in vivo basada en la competencia entre ambas moléculas por sistemas
transportadores involucrados en la excrecion intestinal (ver Lifschitz et al., 2009).

Farmacos ecto-endoparasiticidas: avermectinas y milbemicinas

Ivermectina (IVM) fue la primer avermectina introducida como farmaco
antiparasitiario en Medicina Veterinaria en 1981, sucediéndole mas tarde la
incorporacion de otros compuestos de este grupo, como asi también de la familia
de las milbemicinas (moxidectin). Las drogas de ambas familias poseen actividad
sobre endo y ectoparasitos, recibiendo la denominacion de farmacos endectocidas,
lo cual define la combinacién de sus efectos nematodicida, insecticida y acaricida.
La elevada potencia, su dosificadcién en el orden de los microgramos por kilo, el
amplio espectro y la persistencia de su actividad antiparasitaria significaron un
notable éxito, siendo hoy las drogas mas vendidas en la historia de la terapéutica
en Medicina Veterinaria.

Principios farmaco-quimicos de la actividad endectocida. Los farmacos
endectocidas (lactonas macrociclicas) pertenecen a dos grandes familias segun
sea el actinomiceto de cuya fermentacion provienen: avermectinas y milbemicinas.
La compleja estructura quimica de estos farmacos corresponde a una lactona
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macrociclica de 16 miembros similar a aquella de los antibiéticos macrdlidos,
pero sin tener efecto antibacteriano, unida a un grupo benzofurano (C,a C,) y a un
anillo espiroquetal (C,, a C,.). Son moléculas de gran tamafio con peso molecular
entre 600 Kd (milbemicinas) y 800 Kd (avermectinas). Las avermectinas (AVM)
clasicas, abamectina (ABM), ivermectina (IVM), doramectina (DRM), eprinomectin
(EPM) derivan de la fermentacion del actinomiceto Streptomyces avermitilis. ABM
es el producto natural proveniente de la fermentacion (AVM B, ) e IVM es un derivado
semisintético de la AVM B, ,, conteniendo un 80% de 22,23-dihidroavermectina B,
y no mas de un 20% de 22,23 dihidroavermectina B,,. (Fisher y Mrozik, 1989). ABM
difiere de IVM a nivel de la doble unién no saturada entre C22-C23. DRM (25-
ciclohexilo-avermectina B,) fue obtenida por biosintesis mutacional, en la cual el
precursor (acido ciclohexanocarboxilico) se incorporé a una cepa mutante de
Streptomyces avermitilis obteniéndose una AVM que difiere de IVM en cuanto a
estructura quimica, por la presencia de un nicleo ciclohexilo a nivel de C,, (Goudie
et al., 1993). Eprinomectin (EPM) es una AVM disefiada para administracion tdpica
particularmente en ganado bovino lechero, que presenta como Unica diferencia
quimica con IVM, un grupo acetilamino en la posicion 4" del grupo disacarido
(Shoop et al., 1996). Moxidectin (MXD) (23-O-metiloxima-nemadectin), farmaco
endectocida perteneciente a la familia de las milbemicinas (MBM) es producido
por una combinacién de fermentacién y sintesis quimica. MXD se obtiene por
modificacion quimica de nemadectin, compuesto natural obtenido como producto
de fermentacion del actinomiceto Streptomyces cyaneogriseus. (Takiguchi et al.,
1980). Las lactonas macrociclicas de ambas familias son farmacos de elevada
liposolubilidad, solubles en la mayoria de los solventes organicos, con baja
solubilidad en agua y sensibles a la luz ultravioleta. Estas drogas endectocidas
comparten las propiedades fisico-quimicas generales, pero existen pequefias
diferencias en la estructura quimica entre AVM y MBM 6 aun dentro de las AVM, que
determinan cambios en el comportamiento farmacocinético, lo cual impacta sobre
la eficacia y persistencia antiparasitaria de las mismas.

Los endectocidas producen paralisis en artrépodos y nematodos al
incrementar la permeabilidad de la membrana celular para los iones cloruro (CI),
con la resultante hiperpolarizacion y paralisis a nivel de la musculatura faringea y
somatica de los parasitos. Los efectos paraliticos son mediados a través de canales
de cloro ligados a GABA o glutamato. Sin embargo concentraciones
considerablemente mas altas son requeridas para los efectos mediados por GABA
comparadas a las necesarias para abrir los canales de cloro ligados a glutamato.
La alta afinidad de estas drogas estaria dada por la unién a las subunidades alfa
de estos canales de cloro (Arena et al., 1992; Cully et al., 1994). De esta manera
una paralisis a nivel de la musculatura faringea y somatica de los parasitos, dada
por la apertura de los canales de cloro ligados al glutamato es propuesta como el
principal mecanismo de accion (Martin et al., 2002; Geary 2005). Ademas efectos
inhibitorios a nivel del tracto reproductivo en las hembras podria explicar la reduccion
en la postura de huevos que se observa tras la accion de este tipo de farmacos en
nematodos (Fellowes et al., 2000). La informacion disponible hasta el momento
sugiere que las MBM comparten el mismo mecanismo de accién con las AVM,
aunque existen diferencias farmacodindmicas muy sutiles entre ambos grupos.
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MXD presenta una mayor potencia farmacoldgica que se evidencia frente a su
accion sobre cepas resistentes a IVM. Esta mayor potencia estaria dada por una
mayor afinidad de MXD por las subunidades alfa del recepto de glutamato asociado
a canales de cloro. Por otra parte, MXD tendria una menor afinidad por el
transportador de membrana llamado glicoproteina-P (Prichard y Roulet, 2005).
Dicho transportador actla como una bomba de eflujo y su sobreexpresion en
cepas de parasitos resistentes ha sido demostrada, y la menor afinidad de MXD
por la glicoproteina-P, podria explicar alguna ventaja en su eficacia sobre nematodos
resistentes a VM en ovinos. La falta de actividad de las AYM y MBM sobre trematodes
y cestodes se debe a la ausencia, 0 al menos a una menor trascendencia, de la
transmisién mediada por ese tipo de canales de cloro en la coordinacion
neuromuscular de estos parasitos, en comparacion con nematodes o artrépodos.

El comportamiento farmacocinético de estas moléculas difiere del resto de
las drogas antiparasitarias, teniendo en cuenta la prolongada permanencia de
concentraciones detectables en los diferentes tejidos del animal tratado. Existe
una importante diferencia de solubilidad acuosa entre IVM (0,006-0,009 mg/ml) y
MXD (4 mg/ml), lo que influencia la flexibilidad para preparar una formulacion
farmacéutica. Las formulaciones clasicas utilizadas por via subcutanea consisten
en una preparacion de base no acuosa. La preparacion clasica de IVM esté basada
en propilenglicol/glicerol formal 60:40. DRM viene formulada en una preparacion
de base oleosa (aceite de sésamo/oleato de etilo 90:10). El tipo de formulacién
farmacéutica afecta la velocidad de absorcion que presentan MXD, IVM y DRM
desde el sitio de administracion subcutaneo en bovinos. El depdsito de droga que
se produce en el espacio subcutaneo tras la administracion de DRM retarda el
proceso de absorcion, lo cual se refleja méas lenta reflejandose en los valores de
vida media de absorcion y tiempo en alcanzar el pico de concentracion plasmatica
(Lanusse et al., 1997, Lifschitz et al., 1999a). Una vez que estos farmacos se
absorben desde el espacio subcutaneo y se encuentran en la circulacion sistémica,
la lipofilicidad de cada compuesto va a ser determinante para la distribucion de los
mismos hacia los diferentes tejidos, incluidos los sitios donde se encuentran los
parasitos blanco. IVM, DRM y MXD son farmacos muy liposolubles lo que se
correlaciona con la extensa distribucion tisular hacia los diferentes tejidos del
organismo, el cual es particularmente elevado para el caso de MXD. Las drogas
endectocidas alcanzan elevadas concentraciones en tejidos de localizacion
parasitaria como las mucosas abomasal e intestinal, piel y tejido pulmonar, siendo
estas concentraciones significativamente mayores a las obtenidas en plasma, lo
que resulta relevante para su eficacia y persistencia antiparasitaria (ver Lifschitz et
al., 1999b, 2000). Por otra parte, existe una importante correlacion entre los perfiles
de concentracion de droga alcanzados en la circulaciéon sistémica (plasma) y en
diferentes tejidos de localizacion parasitaria. MXD es una molécula mas liposoluble
que IVM y DRM, lo cual impacta notoriamente en su patrén de distribucion tisular y
permanencia en el organismo del animal tratado. La elevada afinidad de los
endectocidas por los lipidos facilita su depdsito en el tejido adiposo, principalmente
de higado y grasa, el cual actia como un reservorio de droga que es relevante para
la persistencia de actividad antiparasitaria de estas drogas. MXD presenta una
mayor persistencia de concentraciones con una extensa fase de eliminacion por
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contribucion del depdsito graso del farmaco. Esto explica las prolongadas vidas
medias de eliminacion descriptos para MXD en plasma y en diferentes tejidos, en
relacion a IVM y DRM (Lifschitz et al., 1999b, 2000).

Estas moléculas endectocidas son minimamente metabolizadas en
rumiantes, siendo excretadas por bilis y materia fecal como droga madre sin
modificar (méas del 90 % de la dosis administrada) (Chiu et al., 1990a; Afzal et al.,
1994). Las drogas endectocidas han mostrado ser sustratos del transportador
proteico glicoproteina-P (P-gp) (Pouliot et al. 1997; Dupuy et al. 2001). En los
mamiferos este transportador participa en los mecanismos de secrecién biliar e
intestinal, ademas de limitar su entrada al sistema nervioso central. La importancia
de la secrecion intestinal ha sido demostrada como mecanismo de eliminacion
de IVM (Laffont et al., 2002). El uso de moduladores de la glicoproteina-P como
verapamilo (Molento et al., 2004), itraconazole (Ballent et al., 2007) y loperamida
(Lifschitz et al., 2002) induce un significativo incremento en la disponibilidad de IVM
y MXD en ovinos y bovinos. Estudios realizados en nuestro Laboratorio permiten
concluir que la cinética de disposicion de un sustrato del transportador la P-gp
como es IVM, en los diferentes tejidos gastrointestinales estudiados, resulta
notoriamente modificada por la presencia de diferentes moduladores de esta
proteina transportadora, tanto bajo condiciones in vitro como in vivo. Esto confirma
la importancia de la actividad de la P-gp sobre el proceso de secrecién intestinal
de esta droga. En este contexto, se ha incorporado la técnica de camaras de
Ussing para estudiar el transporte celular de farmacos en tejido intestinal de
diferentes especies animales.

Otra importante via de excrecién de las moléculas endectocidas es a través
de la glandula mamaria cuando son administradas a animales en lactacion. El 5,5
% de la dosis de IVM es eliminada a través de la glandula mamaria en bovinos
lecheros (Toutain et al., 1990). IVM y DRM alcanzan similares o mayores
concentraciones en leche, respecto a las obtenidas en plasma de ovinos y caprinos.
El porcentaje de la dosis eliminada por leche esta influenciado por el tenor graso
de la misma. En ovinos lecheros de alta produccién tratados con IVM y MXD, el
elevado tenor graso de la leche (7,8%) determind la presencia de mayores
concentraciones en la misma respecto del plasma. Teniendo en cuenta la elevada
eliminacién por glandula mamaria, las AVM y MBM clasicas no estan indicadas
para ser utilizadas en animales productores de leche, aunque su uso «extra-
label» es conocido en muchos paises. Eprinomectin (EPM) es una 4”-epi-amino-
avermectina formulada para aplicacién pour-on, con un patrén de distribucion
plasma/leche diferente al de los compuestos clasicos. Mientras que la relacion
entre la disponibilidad leche/plasma es igual o mayor a 1 para IVM, MXD y DRM, en
ovinos, caprinos y bovinos lecheros (Imperiale et al. 2004) la relacién leche/plasma
para EPM en bovinos, ovinos y caprinos tras el tratamiento pour-on fue entre 0,1
and 0,2 (Shoop et al. 1996; Alvinerie et al. 1999a; 1999b, Imperiale. et al., 2004).
Debido a su baja eliminacion lactea con concentraciones maximas (Cmax) en
leche que no superan los 4 ng/ml en bovinos, y teniendo en cuenta que el limite
maximo de residuos (LMR) en leche es de 20 ng/g, EPM se recomienda para el
tratamiento antiprasitario en bovinos lecheros sin periodo de descarte para la
leche de animales tratados.
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Dada las dificultades para el desarrollo de nuevas moléculas, la estrategia
de la industria farmacéutica ha sido la incorporacién de nuevas formulaciones de
una misma droga y/o novedosos sistemas de liberacion. Esta bien documentado
que el tipo de formulacion farmacéutica influencia el proceso de absorcion de las
drogas endectocidas desde el sitio de administracién parenteral. Tras la
administracion de IVM en una formulacion de base oleosa se produce una absorcion
retardada de la droga, asi como un retardo en la eliminacion comparado al
tratamiento con la formulacion clasica en base a propilenglicol/glicerol formal
(60:40). Estas diferencias resultan en una mayor persistencia de concentraciones
de IVM en los sitios de localizacion parasitaria luego de la administracion de la
formulacion oleosa (Lifschitz et al., 1999a). La utilidad practica de este tipo de
formulaciones de larga accion de endectocidas, en las que existe una eliminacion
retardada de droga que permite obtener mayores concentraciones en plasma y
tejidos de localizacion parasitaria durante la fase de eliminacidon post-
administracion, lo cual puede impactar en forma diferente en la actividad sobre
distintos tipos de parasitos internos y externos. Diferentes vias de administracion
han sido ensayadas para la administracién de drogas endectocidas. En ovinos el
tratamiento con IVM por via oral resulta en una menor disponibilidad sistémica de
droga en comparacion con la via subcutanea. La administracién oral de MXD en
ovinos resulta en una absorcion mas rapida y en un menor tiempo medio de
residencia, respecto de la administracién subcutanea (Imperiale et al., 2004). La
menor disponibilidad sistémica de IVM obtenida tras su administracion oral, impacta
en su eficacia sobre parasitos externos, por lo cual no se recomienda esta via de
administracion para el tratamiento de la sarna. A su vez, luego de la administracion
subcutanea de IVM en ovinos, la persistencia de accion antiparasitaria sobre
nematodes Gl resulta mas prolongada comparada a la obtenida tras el tratamiento
por via oral (Borgsteede, 1993). La menor disponibilidad de MXD e IVM tras la
administraciéon oral respecto de la administracion subcutanea, se debe al alto
porcentaje de unidn al material particulado de la ingesta que tienen estas drogas,
lo que limita la droga disponible para ser absorbida tras su administracion por via
oral. La baja proporcion de droga libre en el tracto Gl se encuentra sometida a la
accion de eflujo por parte del transportador celular proteico P-gp que limita su
absorcion.

La complejidad del tracto digestivo de los rumiantes y la funcionalidad del
mismo pueden afectar notoriamente el comportamiento farmacocinético de
diversas drogas utilizadas en medicina veterinaria. Un factor importante que puede
modificar el proceso de absorcién de drogas administradas por la via oral es la
motilidad del tracto gastrointestinal y por consiguiente la tasa de pasaje de la
ingesta. La tasa de pasaje, definida como la medida del tiempo durante el cual los
componentes de la ingesta estan expuestos a los procesos de mezcla, digestion
y absorcién en el tracto Gl, resulta uno de los principales factores que pueden
alterar el comportamiento farmacocinético de drogas antiparasitarias. Factores de
manejo (frecuencia y tipo de alimentacion), ambientales (temperatura ambiente) y
pertenecientes al animal (edad, condicién corporal, etc), influencian la tasa de
pasaje digestivo. Dentro de los factores dietarios, la cantidad de fibra de la dieta
(tipo de dieta), asi como la cantidad ingerida (el nivel de consumo alimenticio)
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afecta la velocidad de pasaje del bolo alimenticio a lo largo del tracto gastrointestinal.
Se ha demostrado que un incremento en la disponibilidad plasmatica de IVM
administrada por via oral se puede obtener en ovinos alimentados con un bajo
nivel alimenticio. EI menor consumo alimenticio de los animales restringidos en
su alimentacién, determinaria una menor tasa de pasaje a nivel del tracto Gl
retardando su eliminacion por materia fecal y favoreciendo el proceso de reciclado
entero-hepético, lo cual aporta para explicar la mayor disponibilidad plasmatica de
IVM obtenida en los animales con restriccion alimenticia (Ali y Hennessy, 1996). La
composicién corporal es otro factor a tener en cuenta en el uso de estas drogas tan
liposolubles, particularmente con relacion al contenido de tejido adiposo. Las
diferencias en la composicion corporal impactan directamente en la velocidad de
absorcion desde el sitio de administracion subcutaneo, en el proceso de distribucién
tisular y fundamentalmente en el reservorio graso de estos farmacos. En estudios
de valoracién de residuos tisulares de MXD en ovinos, se observaron mayores
concentraciones tisulares del farmaco (tejido adiposo, higado) en animales de
mayor peso corporal sacrificados a 49 dias post-tratamiento en relaciéon con
animales de menor peso corporal sacrificados mas tempranamente. La
composicion corporal puede influir en el comportamiento farmacoldgico de las
drogas endectocidas y por lo tanto en la persistencia de su accién antiparasitaria.

El objetivo del tratamiento antiparasitario es que la droga activa alcance al
parasito blanco en concentraciones adecuadas y por el periodo de tiempo necesario
para generar su efecto farmacologico (interacciéon farmacodinamica), alterando la
funcionalidad del mismo. Los diferentes géneros y/o estadios parasitarios tienen
diversas localizaciones en el organismo animal que parasitan y tras un tratamiento
con un farmaco antihelmintico, estaran expuestos a las concentraciones de droga/
metabolitos que se alcancen en sus respectivos tejidos/sitios de localizacion. La
extension del tiempo de exposicion del parasito a la droga esta determinada por la
difusion de la misma desde la circulacion sistémica hacia los distintos tejidos, es
decir por el patron de distribucion tisular de dicho farmaco a los sitios donde se
localizan los parasitos blanco. Las lactonas endectocidas son drogas de amplio
espectro antiparasitario, que actian sobre endo y ectoparasitos. Dado la
prolongada permanencia que estos compuestos tienen en el organismo animal,
es que con ellos surge el concepto de tiempo de persistencia antiparasitaria.
Desde el punto de vista farmacoldgico, la eficacia y persistencia antiparasitaria
dependen del comportamiento farmacocinético de estas drogas y particularmente
de su distribucion tisular. Cabe aclarar que la persistencia de accion antiparasitaria
en ovinos se da tras la administracién de cualquiera de las drogas endectocidas
por via inyectable y no asi, luego de su administracion oral. Los farmacos
endectocidas poseen caracteristicas cinéticas muy diferentes a cualquier otro tipo
de drogas antiparasitarias, lo que sustenta esa actividad persistente entre 2 a 5
semanas post-tratamiento sobre nematodos y artropodos segun la formulacion y/
0 droga administrada.
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Aspectos farmacoldgicos de la resistencia antihelmintica

La intensificaciéon de los sistemas de produccién animal ha dado lugar a
una dependencia casi exclusiva de la quimioterapia. El desarrollo de resistencia
de diferentes géneros parasitarios a la accion de diversos grupos de sustancias
quimicas es una seria amenaza. La resistencia a farmacos se define como un
estado de no susceptibilidad o susceptibilidad disminuida al efecto de una
concentracion determinada de un farmaco, que en condiciones normales causa
inhibicion del crecimiento o muerte celular. Las modificaciones genéticas (mutacién,
transferencia y/o amplificacion génica) que confieren resistencia se traducen en
diferentes modificaciones bioquimico-moleculares que son la base farmacoldgica
de la disminucion del efecto de un farmaco en la célula u organismo resistente.
Estas alteraciones moleculares pueden ser: 1-Cambios celulares estructurales y/
o funcionales que modifican la captacion (llegada) de una droga al sitio de accion
6 incrementan su metabolismo/inactivacion y/o eflujo celular, afectando la capacidad
de la droga para acumularse intracelularmente; 2-Alteracion de sistemas
enzimaticos necesarios para el efecto farmacolégico de la droga; 3-Alteracién en
la estructura de receptores celulares que afectan la union del farmaco con su sitio
de accion y por lo tanto, su efecto farmacoldgico, ya sea por disminucién en el
namero de receptores o en la afinidad de la molécula a los mismos; 4-Variaciones
en diferentes procesos celulares que compensan o contrarrestan el efecto inducido
por un farmaco (ver Figura 3).

BASES BIOQUIMICAS DE LA RESISTENCIA

DROGA

CAPTACION

Modificacion afinidad

cuali-cuantitativa <

SITIO ACTIVO numero

(Receptor)

METABOLISMO EFLUJO

Figura 3: Procesos bioquimico-farmacolégicos funcionales que sustentan el desarrollo
de resistencia (R) en bacterias, parasitos y/o células tumorales.
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El desarrollo de resistencia de diferentes géneros parasitarios a la accién de
diversos grupos de sustancias quimicas es una seria amenaza. El mecanismo de
accion de un farmaco antihelmintico determina el efecto sobre el parasito blanco y
el riesgo para desarrollo de resistencia. La aparicion de resistencia ha motivado el
desarrollo de estudios farmacodindmicos que han contribuido a la comprension
de los mecanismos de accién de los farmacos antihelminticos més utilizados:
Benzimidazoles (BZD), Imidazotiazoles (levamisole) y Avermectinas y milbemicinas.
Los BZD actian ligandose a la tubulina, modificando el patron de polimerizacion
para la formacién de los microtubulos, lo que lleva a la alteracion de diversas
funciones celulares. La resistencia ocurre cuando mutaciones en los genes que
codifican para la produccion de & tubulina causan la pérdida del receptor de alta
afinidad. Levamisole actla como agonista colinérgico sobre las membranas de
las células musculares de los nematodos. Los mutantes resistentes a levamisole
son deficientes en receptores para acetilcolina. Las avermectinas y milbemicinas
actian como agonistas de elevada afinidad sobre un receptor de glutamato
asociado a canales de cloro (localizados mayoritariamente a nivel de la bomba
faringea y células musculares somaticas), lo cual origina la hiperpolarizacién de la
neurona del parasito blanco (nematodos y artropodos), inhibiéndose la transmision
de impulsos nerviosos. La resistencia a estos farmacos podria estar asociada a
mutaciones en dos subunidades del canal de cloro y/o a la expresién aumentada
del transportador glicoproteina P (P-gp), lo que impediria alcanzar concentraciones
suficientes para activar el receptor de glutamato en el parasito resistente. La
resistencia multiple a drogas (MDR) es una resistencia cruzada inespecifica a
drogas hidrofébicas con diferente estructura quimica y mecanismo de accion, que
penetran a las células por difusion pasiva y son eliminadas por mecanismos
activos con gasto energético. Las células que tienen el fenotipo MDR expresan
elevados niveles de P-gp. La resistencia se debe entonces a una disminucion de
la acumulacion de la droga en el interior celular debido a un aumento en el eflujo
de la misma (ver Figura 4). El grado de sobreproduccion de P-gp se correlaciona
bien con el grado de resistencia. En conclusion, la expresion exagerada de esta
proteina transportadora y el aumento en la capacidad para remover drogas del
citosol celular, caracterizan al fenotipo MDR y son las bases de esta resistencia
cruzada inespecifica ampliamente demostrada en quimioterapia anticancerigena
y que esta siendo investigada como posible mecanismo bioquimico relacionado
al fendmeno de resistencia antihelmintica.

.
. !

.

Figura 4: Secuencia de eventos representando como la sobre-expresion de la proteina
excretora Gilcoproteina- P (P-GP) en un parasito puede generar resistencia al efecto de

un farmaco.
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El desarrollo de resistencia parece ser una consecuencia inevitable del
uso de los farmacos antiparasitarios a lo largo del tiempo y lleva implicito cambios
genéticos que se heredan de generacion en generacion. Teniendo en cuenta que
ninguna droga resulta 100% eficaz contra el 100% de las especies parasitarias
durante el 100% de los tratamientos, cada vez que un antiparasitario es usado
existen en la poblacion individuos sobrevivientes al tratamiento, que contienen la
informacién genética que aporta resistencia a ese tipo de droga. Una frecuencia
intensiva de tratamientos aumenta la presion de seleccion, permitiendo que los
individuos resistentes y sus progenies aumenten su proporcién dentro de la
poblacién parasitaria, detectandose cuando la resistencia alcanzo niveles elevados
y el tratamiento antihelmintico resulta inefectivo. Existe descripcion de casos de
resistencia a IVM principalmente en nematodes de ovinos y caprinos y mas
recientemente en bovinos. La resistencia en ovinos y caprinos, originalmente en
H. contortus, se ha extendido a otros géneros como Teladorsagia circumcincta
and T. colubriformis. Ademas el uso intensivo de endectocidas, particularmente de
IVM desde la aparicion de diferentes formulaciones genéricas de este compuesto,
resultd en un importante aumento en la presion de seleccion y en la aparicion de
los primeros reportes de resistencia a en nematodos de bovinos. Debe remarcarse
que en algunos casos, MXD mantiene la eficacia sobre nematodes resistentes a
IVM lo que estaria basado en su mayor potencia farmacoldgica. Una disminucion
de la presién de seleccién, disminuyendo el nimero de tratamientos por afio
dentro de un sistema integrado de control antiparasitario es necesario para
conservar la utilidad terapéutica de las drogas endectocidas en los diferentes
sistemas de produccion.

A pesar de los importantes avances alcanzados en la caracterizacion
molecular y genética poblacional de la resistencia de parasitos a la accion de
drogas antihelminticas, tenemos aln muchas dificultades para proponer
soluciones concretas, tendientes a frenar el desarrollo del fendmeno de resistencia
en condiciones practicas. La consideracion de distintos aspectos epidemiolégicos
y medidas de manejo acordes al mismo, son también factores relevantes en la
prevencion de la aparicion de resistencia y en la reversion de la ya existente.
Conservar la susceptibilidad antihelmintica en algunas poblaciones parasitarias
es de fundamental importancia. Se deben admitir algunas pérdidas de produccién
debidas a parasitos para lograr el mantenimiento de dicha susceptibilidad. Es
necesario desestimular aquellas estrategias que promuevan la reduccién de las
poblaciones de parasitos en el huésped y en el «refugio» a través de la aplicacion
sistematica de drogas. (ej. sistemas supresivos). Cuando la resistencia esta
presente no tiene sentido seguir utilizando la misma droga e incluso el mismo
grupo quimico a una frecuencia cada vez mas alta. En general, la seleccion para
resistencia ocurre con aquellos farmacos que alcanzan concentraciones que matan
los parasitos susceptibles, pero permiten que sobrevivan parasitos con genes
(heterocigotas u homocigotas) para resistencia. La subdosificacién de
antiparasitarios (por debajo de sus niveles de eficacia) dada entre otras causas
por el uso de preparaciones farmacéuticas de baja calidad, inadecuado célculo de

peso y/o dosis, etc, favorecen la seleccion de parasitos resistentes (heterocigotas).
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Lo ideal seria que dentro de la poblacién parasitaria prevalezcan los homocigotas
susceptibles y los heterocigotas, lo cual ayudaria a diluir los genes para resistencia,
retardando el desarrollo de resistencia.

Debido al inmenso esfuerzo que significa el desarrollo de nuevas moléculas,
resulta prioritario optimizar el uso de las drogas existentes. Aumentar la
biodisponibilidad de droga activa es una estrategia farmacoldgica que coopera en
la optimizacion del tratamiento y en retardar el desarrollo de resistencia. Toda
herramienta farmacoldgica que permita aumentar la biodisponibilidad sistémica
del farmaco antihelmintico, posibilitara que mayores concentraciones de droga
con una duracion suficiente alcancen los sitios de localizacion parasitaria y puedan
entrar en contacto con los helmintos blanco. Esta mayor biodisponibilidad permitira
que menor cantidad de parasitos que portan genes para resistencia dentro de la
poblacidn puedan sobrevivir al tratamiento. Esto es aplicable a aquellos
mecanismos de resistencia que dependan de la concentracion del antihelmintico.
Como herramientas farmacoldgicas podemos citar: interferencia en el metabolismo
y eliminacion, y manejo de la alimentacion (tipo y cantidad de dieta, ayuno pre/post
tratamiento, etc.). Se puede modificar el comportamiento farmacocinético de las
drogas disminuyendo el consumo alimenticio temporariamente previo al tratamiento
antihelmintico o ayunando ovinos y bovinos antes y después del tratamiento
antihelmintico. Esto retarda el transito gastrointestinal, prolongando la duracién de
la absorcion gastrointestinal, y los procesos de eliminacion biliar y reciclado
enterohepatico de los compuestos antihelminticos, resultando en un aumento de
la biodisponibilidad sistémica de los mismos. Recientemente se ha experimentado
con éxito en el impacto que los sistemas transportadores pueden tener tanto a
nivel de los mecanismos de excrecién del farmaco en el hospedador como en la
interferencia farmacoldgica para disminuir el eflujo del farmaco del parésito. Esto
que se conoce como estrategia de modulacién del eflujo de farmaco endectocidas
(a través del uso de agentes moduladores de la P-gp) ha sido extensivamente
investigado en nuestro Laboratorio (ver Figura 5). Algunos resultados de dichas
estrategias cientificas son promisorios dado el incremento que se obtiene en
eficacia antihelmintica frente a cepas de nematodos resistentes cuando IVM o
MXD se combinan con loperamida (agente modulador de la actividad transportadora

de la proteina transportadora P-gp (ver Lifschitz et al., 2010).
ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS ACTUALES
-
ROL DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS

Mecanismos de absorcién Eflujo de droga
y excrecién de droga en pardsitos susceptibles
activa en el hospedador y resistentes

Figura 5: Estrategias de estudio para comprender el rol de las proteinas transportadoras
de farmacos en el hospedador y en el parasito blanco.
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La rotacién anual o combinacion de compuestos antihelminticos con
diferente modo de accién y el uso de tan pocos tratamientos anuales como sea
posible parecen ser las recomendaciones practicas mas viables en la actualidad,
para disminuir el desarrollo de resistencia. A pesar de los intentos por introducir un
control antiparasitario integrado, las medidas de control continian siendo basadas,
casi exclusivamente, en el tratamiento quimico. Los tratamientos antihelminticos
supresivos frecuentes, las sub-dosificaciones y la falta de utilizacion intercalada
de drogas de distinta clase, son las causas primarias que aumentan la presion de
seleccion favoreciendo el desarrollo y diseminacion de la resistencia antiparasitaria.
La falta de integracion entre medidas de manejo animal y tratamientos es un factor
de alto riesgo en el desarrollo de resistencia.

La disponibilidad futura de nuevas moléculas con actividad antihelmintica,
se encuentra comprometida por el creciente costo requerido para el
descubrimiento, investigacion y desarrollo de compuestos quimicamente
diferentes. No obstante, en la Ultima década se han generado estudios
farmacoldgicos que involucran nuevas moléculas con potente actividad
antiparasitaria: Marcfortine y Paraherquamide (antagonistas colinérgicos),
Ciclodepsipétidos (agonistas GABAérgicos y antagonistas colinérgicos),
Neuropéptidos (FaRP) (efectos mio-moduladores en nematodos, trematodos y
artropodos) y mas recientemente la identificaciéon de los derivados amino-
acetonitrilo (AADs) (con efecto de paralisis espastica actuando sobre una subunidad
del receptor colinérgico especifico de los nematodos). En ese contexto los recientes
avances presentados sobre el descubrimiento de moléculas con mecanismos de
accion diferentes y con actividad sobre nematodes resistentes a los grupos
quimicos disponibles son altamente promisorios. Esto incluye a: 1) El
descubrimiento del emodepside (farmaco de la familia de los Ciclodepsipétidos)
que ha sido introducido para uso en felinos (Bayer Animal Health), pero que ofrece
un enorme potencial para ser desarrollado para utilizacion en el tratamiento de
nematodos resistentes a otros grupos quimicos en animales rumiantes (Jeschke
et al.,, 2005; Harder et al. 2005). 2) La reciente identificacion de la actividad
antihelmintica de los derivados amino-acetonitrilo (AADs) (Novartis Animal Health
Inc.) (Kaminsky et al. 2008a), como una nueva clase de moléculas antihelminticas
que resulté en la reciente desarrollo del compuesto monepantel (Kaminsky et al.

2008b), ofrece un potencial farmacoldgico promisorio.

Conclusiones

El uso de agentes quimicos junto con medidas de manejo animal representan las
principales medidas para el control antiparasitario en produccion animal. El
tratamiento antiparasitario se sustenta en que la droga activa alcance al parasito
blanco para interactuar con sus receptores y desarrollar su efecto farmacolégico.
La cantidad de droga y la extension del tiempo de exposicion del parasito a la
misma dependen de las caracteristicas de los procesos farmacocinéticos de los
diferentes tipos de farmacos. Existe una directa y, cientificamente evidenciada,
relacion entre comportamiento cinético y eficacia/persistencia de la actividad
antiparasitaria.
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Mas alla de la posibilidad futura de contar con nuevas moléculas con
actividad antihelmintica, el uso racional de quimicos en el control antiparasitario
es indispensable para asegurar un desarrollo productivo sustentable. Es claro
que el trabajo interdisciplinario conjunto sera crucial para proponer soluciones,
que basadas en el conocimiento cientifico sobre el tema, puedan aportar alternativas
para retardar el desarrollo de resistencia a los farmacos disponibles. El cuerpo de
informacién de base farmacoldgica especifica que se ha generado en nuestro
Laboratorio a lo largo muchos afios de trabajo, en forma complementaria a la
generada en otros centros, significa una contribucion de relevancia para la
optimizacion del control antiparasitario en rumiantes. Una representacion
esquematica de los aspectos técnicos que sustentan la integracién del

conocimiento farmaco-parasitoldégico generado se presenta en la Figura 6.

CONOCIMIENTO
FARMACO-PARASITOLOGICO
INTEGRADO

HOSPEDADOR
Mecanismos de
influjo/eflujo Absorcion y cinética
de disposicion
Metabolismo i Biotransformacion
- hepdtica y extra-hepdtica
Mecanismos de — =
accion y resistencia L s
localizacién parasitaria
DROGA
Propiedades fisico-quimicas

PARASITO
BLANCO

Figura 6: Bases de la generacién de conocimiento farmaco-parasitolégico integrado. Aportes
a la comprensién de la relacion Farmaco-Hospedador—Parasito realizados desde nuestro
Laboratorio de Farmacologia Veterinaria, UNCPBA.
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Consideraciones especiales

Balance del aporte disciplinar

Considero oportuno aprovechar la distincion que me otorga la Academia para
realizar un balance sobre la actividad académica realizada por nuestro grupo de
trabajo. La investigacion desarrollada ha permitido dar un salto cualitativo de
envergadura en la implementacion de estudios farmaco-parasitolégicos
integradores necesarios para la comprension de aspectos moleculares cruciales
que ayudan a lograr una optimizacion y uso sustentable del control quimico del
parasitismo en Produccion Animal. Se ha generado informaciéon de base
farmacoldgica que abarca desde aspectos moleculares basicos sobre la relacion
hospedador-farmaco-parasito, hasta la generacion de investigacion aplicada que
permita optimizar la utilizacién terapéutica de drogas antiparasitarias en rumiantes.
Este enfoque farmacoldgico integral, ademas de novedoso y original tanto para la
Farmacologia Veterinaria como Humana, es crucial para la optimizacion del control
antiparasitario frente al preocupante crecimiento del fendomeno de resistencia,
elemento critico para el control sustentable del parasitismo en el futuro inmediato.

Los aportes cientificos especificos se han llevado a cabo con una actividad
complementaria en lo relacionado a la prestacion de servicios de consultoria y en
actividades de desarrollo tecnolédgico en el area especifica de nuestra especialidad
dentro de la Farmacologia. Una fructifera y equilibrada relacion entre las actividades
de investigacion realizadas en nuestro laboratorio y la prestacion de servicios y/o
desarrollos tecnologicos para la industria farmacéutica, ha sido lograda.
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En el marco académico, el desarrollo de este Programa de Investigacion llevo
implicito una estrategia de formacion de recursos humanos en el 4rea. La estrategia
se baso en la preparacion de recursos con una sélida formacion integral en docencia
e investigacion, y cuya continuidad laboral pueda estar dentro o fuera de la actividad
académico. Tras haberse cumplido 18 afios desde mi regreso al pais (afio 1992)
luego de completar mi formacion Doctoral en Canada, considero necesario resaltar
que la formacion de un equipo de investigacién con una definida «identidad
tematica» (donde en la actualidad trabajan mas de 20 personas estables entre
investigadores, becarios, doctorandos, etc), que ha alcanzado una notable insercion
internacional dentro de la Farmacologia Veterinaria, es la contribucion mas
significativa alcanzada. Lo que fue una apuesta inicial orientada al desarrollo de
un Laboratorio de Farmacologia Veterinaria en la FCV, UNCPBA, con especial
énfasis en la formacién de recursos humanos en el area especifica y otras
relacionadas, tuvo un resultado altamente satisfactorio tal como se desprende de
los antecedentes curriculares alcanzados por quienes hoy son mis discipulos y
comparieros de trabajo. Sobre la base de la performance cientifica del grupo que
nos permiti6 en pocos afios ocupar un reconocido sitio de liderazgo mundial
dentro de la «Farmacologia de las Drogas Antiparasitarias», al aporte de la UNCPBA,
a la interaccién con la industria farmacéutica y al abanico de instituciones de
ciencia y tecnologia que han aportado recursos a nuestros proyectos, hoy contamos
con personal altamente calificado y un laboratorio con la maxima capacidad técnico-
metodoldgica.
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