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A mis padres,
por su esfuerzo y amor






“En el escenario de la maravillosa pero también dolorosa dialéctica de la vida, la
ciencia se abre camino entre los fuegos cruzados de intereses contrapuestos. Por un
lado, los de aquellos poderosos que buscan constreiiirla y vaciarla de toda objetividad
penetrante, y por el otro, las fuerzas colectivas, forjadas alrededor de las necesidades
estratégicas de los pueblos, que anhelan una ciencia responsable, buscando un
conocimiento independiente, holistico, profundo, veraz y liberador que acomparie sus

luchas por la vida en equidad y por la salud.”

Jaime Breilh en “La pandemia y el derecho a una ciencia veraz, humilde y
emancipadora”. Prologo de “Ciencias y pandemia. Una epistemologia para los derechos
humanos” EDULP 2022.
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Acronimos

%IC Grado de cristalinidad

ADN Acido desoxirribonucleico

AUC Area bajo la curva

BNZ benznidazol, N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida

Caco-2 Linea celular inmortal de adenocarcinoma colorrectal humano (Caucasian colon
adenocarcinoma cell line)

CHO Linea celular de ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovarian cell line)

dpi Dias post-infeccion

DLS Dispersion dinamica de la luz (Dynamic light scattering)

DMEM Medio Eagle modificado de Dulbeco (Dulbecco's modified eagle's medium)

DMSO

Dimetil sulfoxido




DSC Calorimetria diferencial de barrido (Differential scanning calorimetry)

EE, % Eficiencia de encapsulacion

FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier transformed

infrared spectroscopy)

FBS Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum)

GFP Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia (High Performance Liquid
Chromatography)

1P Ioduro de propidio

LC-MS/MS  Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (Liguid

Cromatography- Mass Spectrometry)

MM Miristil miristato (Myristyl myristate)

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio




NLC Nanovehiculos lipidicos nanoestructurados (Nanostructured Lipid Carriers)

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

P188 Poloxamero P188, también Kolliphor® P188, o Pluronic® F68

PBS Buffer fosfato salino (Phosphate-buffer saline)

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PdI indice de polidispersion (Polydispersity index)

P-gp Glicoproteina P

p.o. Via de administracion oral (del Latin per os, por la boca)

RPMI-164 Medio de cultivo 1640 obtenido en el Instituto Roswell Park Memorial (Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium)

SLN Nanoparticulas so6lidas lipidicas (Solid Lipid Nanoparticles)




TEM Microscopia electronica de transmision (Transmission electron microscopy)

TGA Analisis termogravimétrico (Thermogravimetric analysis)

TDR Tropical Disease Research

XRD Difraccion de rayos X (X-ray diffraction)

PotZo( Potencial Zeta

Vero Células epiteliales de rifidn de mono del género Chlorocebus sp., del esperanto

“verda reno=riiion verde??
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CAPITULO 1

INTRODUCCION




Capitulo 1

Introduccion

Enfermedad de Chagas

1. Breve resefia historica

La enfermedad de Chagas ha afectado a nuestro conteniente desde épocas milenarias,
como lo demuestra el estudio de asentamientos de comunidades precolombinas del sur
de Peru (Ilo) y norte de Chile (Antofagasta). Alli, en yacimientos arqueoldgico de las
comunidades de los primeros habitantes de la zona, los chinchorros, se encontro
material genético del agente etiologico de la enfermedad de Chagas gracias al analisis
de tejidos conservados de momias que datan de 7050 a. C. (1). Los paleoparasitdlogos
postularon la hipotesis que con anterioridad a la llegada de los chinchorros a la region
andina otros mamiferos eran reservorio del agente etioldgico, y que el ciclo se
estableci6 previamente a la llegada de los habitantes humanos, extendiéndose luego a
las comunidades humanas cuando estas se introdujeron en ese ecosistema.

Avanzando hacia el siglo XX, en 1909 se realiz6 la primera descripcion formal de la
patologia en el marco de una investigacion académica llevada a cabo por Carlos Chagas,
el investigador en honor a cuyo esfuerzo se nombro6 la enfermedad.

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-1934) nacio en el pequeiio pueblo de Oliveira,
Minas Gerais, Brasil, en el seno de una familia que manejaba una modesta plantacion de
café. En esos momentos, Brasil era un pais de unos 10 millones de habitantes en pleno
crecimiento gracias al desarrollo del comercio en ciudades portuarias como Rio de
Janeiro. Estos incipientes puertos eran los lugares ideales de aglomeracion donde
abundaban enfermedades infecciosas como la fiebre amarilla, la viruela y la enfermedad
producida por la bacteria Yersinia pestis, cominmente conocida como la peste bubonica.
La madre de Chagas quiso que ¢l estudiara Ingenieria en Mineria, proyectando un
fructifero futuro laboral, pero fueron dos de sus tios quienes lo llevaron hacia la
Medicina alegando la necesidad del pais de atacar el problema de las enfermedades
infecciosas que obstaculizaban el progreso, excluyendo a los puertos de Brasil de
alianzas con paises europeos. En 1903, finalizando sus estudios académicos, Chagas

eligio abordar los aspectos hematologicos de la malaria para su trabajo de maestria en la
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Facultad de Medicina de Rio de Janeiro. Este entrenamiento fue decisivo para los
aportes que luego haria en la descripcion de una nueva enfermedad. Durante esos afios
conocio a Oswaldo Cruz quien trabajaba en la erradicacion del mosquito vector de la
fiebre amarilla y un proyecto de vacunacidén masiva contra la viruela en Manguinhos.
Trabajando junto a Cruz, Chagas inici6 una campafia preventiva contra la malaria en
Mina Gerais en beneficio de los trabajadores ferroviarios de lo que muchos afios mas
tarde seria la Rede Ferroviaria Federal S.A. (RFFSA). En ese contexto, Cruz comenzo
a profundizar el saber de la época realizando una red en salud que entretejeria a la
medicina asistencial con la investigacion y educacion, cambiando la concepcion de la
salud del Brasil de aquel entonces (2). Alli, en su base operativa en Lassance, Chagas
observo por primera vez cierto insecto recurrente en los habitaculos de los trabajadores.
A partir del contenido del intestino de esos insectos logrd aislar un protozoario del
género Trypanosoma que designd Trypanosoma cruzi en honor a su mentor.
Seguidamente, en 1909, Chagas publicé una serie de trabajos de investigacion, el
primero de ellos titulado “Uber eine neue trypanosomiasis des menschen' (3) en el
Archiv fiir Schiffs und Tropen-Hygiene, donde describio el desarrollo de la enfermedad a
partir de la infeccion de animales por el parasito. En el transcurso de dos afios Chagas
caracterizo los signos clinicos, patologia, la biologia del insecto vector y los modos de
transmision, es decir, el ciclo completo de la enfermedad. Pese a haber conseguido
visibilidad en la comunidad cientifica internacional, y haber sido candidato dos veces al
premio Nobel, no obstante, su aporte cientifico fue puesto en duda por razones politicas:
la dilucidacion de la enfermedad representaba para los politicos brasileros un problema
en torno a la situacion socioecondomica de los afectados (4). Sus ultimos afios se
desempefio en la catedra de Medicina Tropical, manteniendo su interés en el estudio de
las infecciones tropicales (5, 6).

En Argentina, la voz de Chagas se hizo eco llegando a miembros del Instituto
Bacteriologico del Departamento Nacional de Higiene, quienes se interesaron en la
enfermedad ya que podian ver reflejadas en nuestro pais condiciones propiciatorias de
vivienda y clima similares a las del pais vecino. Fue asi como encomendaron la tarea a
distintas misiones a recorrer provincias en busqueda de evidencia autdctona de la
enfermedad. Estas campanas no fueron muy fructiferas, y tendrian que pasar 10 afios

mas para que el interés resurgiera. En 1926, la Universidad de Buenos Aires,

! “Sobre una nueva tripanosomiasis humana”, Carlos Chagas en “Archivos de Higiene Maritima y
Tropical (1909).”



influenciada por la investigacion de Charles Nicolle (médico y microbidlogo francés
experto en enfermedades infecciosas) sobre la deteccion del agente etioldgico en la
sangre, cre6 la Mision de Estudios de Patologia Regional Argentina (MEPRA).
Salvador Mazza, médico y bacteridlogo quien trabajara junto a Nicolle, fue director de
la MEPRA al momento de identificarse los primeros casos de la enfermedad en 1933.
En el afio 1946, con la asuncion del presidente Juan Domingo Perdn y la designacion
del sanitarista Ramoén Carrillo como ministro de salud, se comenz6 a considerar a la
enfermedad de Chagas como un problema nacional y se cre6 el Comité Directivo de
Investigaciones y Profilaxis de la Enfermedad de Chagas, la primera organizacion a
cargo de la problematica. Hacia 1960 se comenzaron a sancionar las primeras
estrategias publicas para el control de la enfermedad en paises de América Latina (7)

(Figura 1.1).

Circulacion de T crwzi en Primeros casos de la Sancion  de  las  leyes
comunidades precolombinas cnfermedad de 26.281/2007 “Prevencion v
Chagas  reportados control de todas las formas
cn Argentina de  transmision  de la

enfermedad de Chagas” y
26.279/2007 “Régimen para
la deteccion  y  posterior
tratamicnte de determinadas
patologias en ¢l recién
nacido.” en Argentina,

Carlos Chagas realiza su trabajo
de maestria en  aspectos
hematologicos de la malaria.

Creacion en Argentina S"‘_"Ui{’" de las
del Comité Directivo | Primera

de Tnvestiguciones y | cstrategias
Profilaxis  de  la | Publicas de Ta

Creacion de la
Mision de
Descripeion de Estudios de

infi ; mano del
la Enfermedad | Patologia E‘if;;:eddd de saniarist
de Chagas Reglonlal Ramén Carrillo
Argentina
(MEPRA)

Figura 1.1. Linea temporal con algunos hechos e hitos en la historia de la enfermedad

de Chagas.

En nuestro pais, entre el periodo de tiempo desde la descripcion de la enfermedad en el
afio 1920 hasta el afio 2007 cuando se sancionaron la ley N° 26.281/2007 “Prevencion y
control de todas las formas de transmision de la enfermedad de Chagas” y la ley N°
26.279/2007 “Régimen para la deteccion y posterior tratamiento de determinadas
patologias en el recién nacido.” pasaron 87 afios de olvido. Ademads, tuvieron que pasar

15 afios mas para que la ley sea reglamentada, lo que sucedi6 a principios del afio 2022
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a través del decreto 202/2022. Nuestro pais ha dejado en el olvido a sus pacientes, y
globalmente ha sido una enfermedad poco conocida hasta hace algunos anos. Para
visibilizar la problematica e incluirla en la agenda mundial, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) establecidé hacia el afio 2005 (8) la categoria de “enfermedades
tropicales desatendidas” en la cual incluy6 a la enfermedad de Chagas junto al dengue,
la leishmaniasis y la lepra, entre otras enfermedades, que afectan en su mayoria a los
sectores mas empobrecidos de los pueblos, ya sea por las condiciones de vivienda,
acceso a los servicios de salud o localizacion geografica (9).

En las altimas décadas, paises endémicos y no endémicos han mostrado interés en la
investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos y herramientas diagnosticas para la
enfermedad de Chagas, ya que el numero de pacientes ha ido incrementandose en esos
paises debido principalmente a las corrientes migratorias (10). Estados Unidos y Espafia
reportaron el mayor nimero de pacientes como paises desarrollados en sus respectivos
continentes cuyas cifras se incrementaron en los ultimos afios. Estados Unidos con
238.091 pacientes en el afio 2012 (10) y un estimado de 300.000 segun los ultimos
calculos realizados en el afio 2022 (11); en el caso de Espafia solo se encontro el dato
con estimaciones del afio 2010 con un rango de pacientes entre 48.000 y 86.000 (12). El
aumento del nimero de pacientes en paises desarrollados llevo a una creciente inversion
desde el sector industrial en la quimioterapia contra el Chagas. Compaiiias como Eisai,
Co. Ltd. y Astellas Pharma Inc. en Japon, y Novartis en Suiza han invertido tanto en
programas educativos como en investigacion y desarrollo (13). En Argentina,
histoéricamente la inversion ha sido dirigida principalmente a la erradicacion del vector y
el desarrollo de serologias diagndsticas (14), aunque actualmente la inversion se centra
en la investigacion basica y el desarrollo/reposicionamiento de farmacos (15).

En relacion con el tratamiento de la enfermedad, el farmaco de primera linea (el
benznidazol, BNZ), desarrollado en 1970 por Roche, dej6 de ser comercializado por la
compafiia hacia el afio 2011; Roche transfirio entonces la tecnologia a Lafepe, una
compaiiia farmacéutica brasilera. Hubo que esperar poco tiempo para que la
farmacéutica argentina Elea (con el apoyo de la fundacion “Mundo Sano”) adoptara la
tecnologia para producir formulaciones de BNZ a nivel local, recibiendo la autorizacion
para su comercializacion de la autoridad regulatoria argentina (ANMAT) rapidamente
en 2012. Desafortunadamente, se carece de informacion de biodisponibilidad vinculada

este medicamento (16).



2. Epidemiologia

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas, también conocida como
tripanosomiasis americana, es el protozooario hemoflagelado Trypanosoma cruzi
perteneciente a la clase Kinetoplastea, orden Trypanosomatidae. Segin cifras
publicadas este afio por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estima que 6-7
millones de personas en el mundo, la mayoria habitantes de América latina, estdn
infectados con el parésito, las tasas de infeccion y de muerte son 30.000 y 12.000
anuales respectivamente; unos 70,2 millones de personas se encuentran en riesgo de
contagio (17), y 8.600 recién nacidos se infectan anualmente durante la gestacion (18).
Existen varias vias de transmision de 7. cruzi, una de las cuales implica la transmision
por vectores invertebrados hemipteros de la familia Reduviidae, mayormente el grupo
de la subfamilia Triatominae. La infeccion por 7. cruzi es endémica en las zonas donde
existe el vector, desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Chile y Argentina. El
area del Gran Chaco en nuestro pais es hiperendémica, mientras que otras zonas como
el norte de Santa Fe, Corrientes, Cordoba y Misiones también presentan elevado riesgo
de contagio y presencia del vector. 10 de las 19 provincias con registro historico del
vector lograron la certificacion de la interrupcion de la transmision vectorial. Durante el
2022, 4 de las 9 provincias restantes se perfilaron como las proéximas a obtener la
certificacion de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) de la interrupcion de
la transmision vectorial, certificacion basada en datos epidemioldgicos del vector y
serologicos de la poblacion (19) (Figura 1.2).

En Argentina, las cifras muestran que 1,6 millones de personas estdn infectadas, 7
millones estan en riesgo de infectarse, y 1.500 bebés nacen infectados cada afio (20). La
mayor cantidad de casos se encuentran en zonas rurales donde el vector halla
condiciones propicias para su reproduccién, y un nimero muy importante de casos se

localizan en las grandes ciudades, debido a las migraciones.
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Figura 1.2. Provincias argentinas mayormente afectadas por la presencia del vector.
Fuente: Boletin epidemiologico 2022 (19).
Provincias con presencia historica de 7. infestans: Catamarca, Chaco, Cdérdoba,
Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones,
Neuquén, Rio Negro, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero y
Tucuman.
Provincias que han logrado la certificacion por la OPS de la interrupcion de la
transmision vectorial del Chagas: Tucuman, Santa Fe, Misiones, Corrientes, Entre
Rios, San Luis, La Pampa, Neuquen y Rio Negro.
Provincias sin presencia autéctona historica de 7. infestans son aquellas en las que
no se ha identificado la presencia de colonias autoctonas del vector: Buenos Aires,
Chubut, Tierra del Fuego, Santa Cruz.
Provincias con presencia historica de 7. infestans priorizadas, tanto nacional como
provincialmente, para consolidar departamentos y llegar a indicadores
compatibles con la certificacion por la OPS de la interrupcion de la transmision

vectorial del Chagas: Cordoba, Mendoza, Salta y Santiago del Estero.

3. Vias de transmision

La principal via de transmision de la enfermedad de Chagas en zonas endémicas es

vectorial, y representa un 80% de los casos. En Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,



Paraguay, Uruguay y Peru la especie predominante del insecto vector es Triatoma
infestans; en Colombia, Venezuela y Centroamérica, Rhodnius prolixus; en Ecuador,
Triatoma dimidiata y en Panama, Rhodnius pallescens (18). Estos insectos presentan
poca actividad durante el dia y se alimentan por la noche. La transmision a través del
vector opera mediante la alimentacion de la sangre de un mamifero y posterior
defecacion, también conocida como transmision estercorariana. En las heces del insecto
se encuentran los parasitos, los cuales son depositados proximos a la herida dejada por
el insecto al alimentarse; la picadura genera picazén y al rascarse se introduce el
parasito a la circulacion sanguinea del mamifero.

En paises no endémicos, la transmision puede ocurrir mayoritariamente por
transfusiones de sangre o trasplantes de organos. Estados Unidos, Espafia, Suiza y, mas
recientemente, Japon han reportado casos de este tipo de transmision. En Estados
Unidos a partir de enero del 2007, luego de la aprobacion de la FDA (FDA, Food and
Drug Administration) de una prueba serologica certificada, comenzaron a realizarse
examenes cubriendo el 75-90% de todas las donaciones de sangre en busca del parasito.
En Europa las pruebas comenzaron en 1999 en Reino Unido, seguidos por Espana en
2005 y Suiza en el 2012. En Japon, hasta el 2022 no se incorpor6 de rutina la prueba
contra 7. cruzi en el esquema de testeo de la Cruz Roja , aunque si se realiza un
cuestionario para evaluar el riesgo de contagio de los donantes (4). En estos paises la
presencia de la enfermedad estd correlacionada con la inmigracion de poblacion
latinoamericana.

De igual manera, el trasplante de 6rganos se ha establecido como una via de transmision
similar a la transfusion sanguinea en paises no endémicos. En Estados Unidos, el testeo
en organos fue implementado un afio mas tarde que el de sangre. En el 2008 se testearon
993 donantes de los cuales 6 resultaron positivos a las pruebas serologicas,
representando un estimado de 17 o6rganos descartados para el trasplante (21).

La transmision congénita o vertical es también una via de contagio relevante. La
Sociedad Argentina de Pediatria informé que el contagio por la via transplacentaria ha
crecido (22), y que muchos casos no se detectan ya sea porque los bebés no presentan
sintomas o presentan sintomas inespecificos que se desestiman, como remarcd el Dr.
Jaime Altcheh, médico pediatra e investigador principal del CONICET especialista en
la enfermedad, “Lamentablemente, un adulto enfermo es un nifio que no se detectd”
(22). Se estima que en paises endémicos la transmision ocurre en un 5% de los

embarazos (23). La fundacion “Mundo Sano” generé una campafia publicitaria
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denominada “Ningun bebé con Chagas para el 2030 a fin de visibilizar la problematica
(24). Cabe reiterar que desde el afio 2007, en Argentina, se encuentra promulgada la ley
de pesquisa neonatal 26.279 que impone la realizacion de pruebas de deteccion de
agentes infecciosos para distintas patologias, entre ellas la enfermedad de Chagas, en
recién nacidos. Dentro del alcance de la ley 26.281/07 llamada “Prevencién y control de
todas las formas de transmision de la enfermedad de Chagas”, los controles también se
realizan en personas gestantes, idealmente en su primer control pre-natal, registrandose
los resultados a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud SNVS2.0 (19,25).
Otras vias de transmisidon menos frecuentes son los accidentes en laboratorios de
investigacion o la ingesta de alimentos contaminados como sucedi6 en el 2006 en Par4,
una zona endémica de Brasil en la que 178 personas se contagiaron por consumir fruta

acai contaminada (26).

4. Trypanosoma cruzi

Como se ha mencionado anteriormente, 7. cruzi es un microorganismo eucariota del
reino protista. Es un protozoario unicelular flagelado, perteneciente a la clase
Kinetoplastea, orden Trypanosomatidae a la cual también pertenecen los
microorganismos  Irypanosoma brucei 'y Leishmania spp. causantes de la
tripanosomiasis africana y de la leishmaniasis, respectivamente. El orden Kinetoplastida
se diferencia de otros grupos de protozoarios por poseer un kinetoplasto, una region
especializada de la mitocondria que contiene “kADN”, material genético localizado
cerca de la base del flagelo (27). E1 kKADN representa 30% del ADN total y consiste en
miles de moléculas circulares de dos tamafos: minicirculos de 0,5 a 10 kb, y
maxicirculos de 20 a 40 kb concatenados entre si (28). La funcion de este ADN es
codificar a los genes que traducidos dan lugar a las proteinas de la cadena respiratoria, y
RNA guias para la edicion génica (29, 30). La posicion del kinetoplasto-flagelo respecto
al ntcleo permite clasificar los diferentes estadios en el ciclo de vida del parésito (28).
Clasicamente, se hizo referencia a cuatro estadios: los tripomastigotes metaciclicos,
amastigotes, tripomastigotes no replicativos y epimastigotes. Los tripomastigotes
metaciclicos se encuentran en las heces del vector; estas formas motiles penetran la piel
a través de la picadura o por membranas mucosas. Una vez en el organismo pueden

invadir un nimero amplio de células fagociticas o no fagociticas. Hay tres mecanismos



por los que T. cruzi ingresa a las células: mediado por la exocitosis de lisosomas (31), la
via endocitica (32) y el mecanismo autofagico (33).

En el mecanismo de exocitosis de lisosomas, el parasito ingresa a células fagociticas no
profesionales en un mecanismo independiente de actina, diferente de la fagocitosis, que
involucra la movilizacion de lisosomas originada por sefales de dafio ocasionadas por el
parasito, y posterior fusion de esos lisosomas con la membrana plasmatica (10). Una
invasion efectiva ocurre si los microtubulos del citoesqueleto de la célula del
hospedador son dirigidos a reclutar lisosomas para movilizarlos hacia el punto donde el
parasito causd, con su movimiento flagelar, un dafio en la membrana (34). Los
lisosomas se fusionan con la membrana formando una vacuola y liberando su contenido
al espacio extracelular, incluyendo una enzima lisosomal denominada esfingomielinasa
acida (35). Esta enzima produce ceramidas lo que facilita la internalizacion del
microorganismo mediando la invaginacion de la seccion de la membrana plasmatica
donde se encuentra el parasito. Gracias al aporte de los lisosomas, la acidificacion de la
vacuola resulta en la expresion de una molécula formadora de poro Tc-Tox gracias a la
cual los tripanosomas pueden escapar de la misma y continuar con el ciclo infectivo
(36).

El mecanismo de endocitosis es otra via de entrada del parasito, evidenciada al bloquear
experimentalmente la fusion de lisosomas con la membrana plasmatica. La primordial
diferencia con el mecanismo anteriormente descrito es la secuencia de fusion de los
lisosomas, siendo tardia en este caso. 7. cruzi puede ingresar por una vacuola resultado
de la invaginacion de la membrana plasmatica que mas tarde si se fusiona con lisosomas
ya que se encontraron marcadores de lisosomas en aquella (32). El Gltimo mecanismo
mencionado, la autofagia, se manifiesta en condiciones de carencia de nutrientes o por
induccién farmacoldgica en las que se observd un aumento de la infecciéon y un
paralelismo con el aumento de un marcador de autofagosomas (una vesicula de doble
membrana que se fusiona con lisosomas, involucrada en procesos de catabolismo
celular) rastreadas mediante video in vivo utilizando un marcador de vacuola (33).

Una vez en el citosol (Figura 1.3), los parasitos se diferencian a amastigotes (II)
perdiendo el flagelo y adquiriendo una forma redondeada de 3-5 pm de diametro (37).
Los amastigotes proliferan por fision binaria hasta ocupar toda la célula (IIT), momento
en el que comienzan a diferenciarse nuevamente a tripomastigotes (de un largo
aproximado de 20 um y flageados), y lisan la membrana celular del hospedador para

liberarse (IV). Si la lisis ocurre prematuramente aparecen amastigotes en sangre que
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pueden ser tomados por el insecto vector o que podrian invadir otras células de
mamifero, ya que este estadio también puede invadir células (38, 39). Luego de la lisis,
abundan en sangre los tripomastigotes (I) capaces de invadir nuevas células o ingresar
en el vector cuando este se alimenta (37). El insecto puede también incorporar hasta un
10% de amastigotes circulantes en sangre en una comida (38). En el tracto digestivo del
vector los tripomastigotes se diferencian a amastigotes y epimastigotes, ambas formas
replicativas para proliferar y finalmente migran hacia la porcion final del tracto
digestivo donde se unen hidrofébicamente a una cuticula de la pared del intestino,
iniciando la diferenciacién a tripomastigotes metaciclicos. Una vez concluido ese

proceso se desprenden de la cuticula y son excretados cerrando el ciclo (40).

Figura 1.3. Esquema del ciclo reproductivo de 7. cruzi.

Diferentes aportes cientificos sugieren que estas cuatro morfologias pueden no ser las
unicas, dado que los ciclos en el insecto y en los mamiferos son mas complejos de lo

que se describi6 inicialmente (41, 42). Se encontré que los tripomastigotes circulantes
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pueden describirse segiin una morfologia ancha o angosta: la forma ancha tendria menor
capacidad infecciosa y mayor resistencia a anticuerpos, dando lugar a una parasitemia
tardia (41). Esta forma posee tropismo por musculo esquelético, liso y cardiaco. En
cambio, la forma angosta genera una parasitemia temprana, es mas sensible a
anticuerpos y tiene tropismo por células del sistema fagocitico mononuclear (42). La
proporcion de cada una de estas morfologias en circulacion sistémica depende de la
cepa. Ademds, como ya se menciond, la diferenciacion de los tripomastigotes a
amastigotes puede ocurrir extracelularmente, por lo que esta ultima morfologia también
podria encontrarse en la sangre. Por otra parte, se ha descrito a los llamados “zoid”, una
célula de corta vida media sin nucleo, conteniendo tinicamente el kinetoplasto y flagelo
(43), resultado de la diferenciacion asimétrica de tripomastigotes metaciclicos a
amastigotes. Tal vez uno de los hallazgos mas interesantes, reportado en el afio 2017,
sea el de una poblacion de amastigotes quiescentes, asi como se han descrito para otros
protozoarios como Plasmodium y Toxoplasma. Estas formas pueden residir en tejidos
infectados durante largos periodos de tiempo y restablecer espontaneamente su ciclo
celular luego de concluido un ciclo de tratamiento farmacoldgico. Todavia se
desconocen los detalles de este proceso (44).

Por otro lado, 7. cruzi puede clasificarse en unidades discretas de tipificacion (DTU, por
sus siglas en inglés: Discrete Typing Unit), de acuerdo con su amplia variabilidad
genética y fenotipica. Existen 7 DTUs; Tcl a TcVI mas Tcbat; las cepas
correspondientes a cada una de ellas presentan caracteristicas en comun de acuerdo con
su distribucion geografica, asociaciones eco-epidemioldgicas y manifestaciones
clinicas, aunque pueden presentar otros atributos altamente variables como virulencia o
respuesta a tratamiento. Por ejemplo, Brasil presenta una mayor prevalencia de Tcl

mientras que en Argentina predominan cepas de TcV y TcVI (45, 46).

5. Fases clinicas de la enfermedad de Chagas

Pueden distinguirse tres fases clinicas de la enfermedad: la aguda, la
cronica-indeterminada y la cronica-sintomatica. La fase aguda se caracteriza por una
amplia diseminacion del parésito en la circulacion sanguinea, la cual puede evidenciarse
facilmente con la observacion de una muestra de sangre al microscopio. Las
manifestaciones de la fase aguda ocurren luego de un periodo de incubaciéon de 7 a 30

dias, y en ella se observan signos y sintomas en su mayoria inespecificos caracteristicos
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de procesos infeccioso, tales como fiebre, anorexia, vomitos, mialgia, taquicardia,
linfocitosis. Esta inespecificidad conduce a que en un alto porcentaje de los pacientes
los sintomas se desestimen; nada mas un 10% de los casos desarrollan sintomas mas
especificos (47). Si el contagio es vectorial, la entrada del parasito a una persona en
ocasiones puede evidenciarse por un proceso de inflamacién (nombrado como
chagoma), que a nivel ocular puede generar conjuntivitis, adenopatia satélite
preauricular en la conjuntiva ocular o edema unilateral palpebral (identificada como

signo de Romafia) (Figura 1.4).

Figura 1.4. (A) Chagoma y (B) Signo de romana. (A) Compartido de Kinoshita-Yanaga
A, et al. Accidental infection by Trypanosoma cruzi follow-up by the polymerase chain
reaction: case report. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. (2009) (B) OMS/TDR (Tropical
Disease Research) bajo los términos de la licencia Creative Commons Attribution

licence (CC-BY).

T. cruzi produce una bateria de moléculas que le permite evadir la respuesta inmune del
paciente: cruzipaina, una cistein-proteasa que bloquea la activacion de NF- «B; mucina
que reduce la interaccidon con anticuerpos; peroxidasas para resistir el estrés oxidativo
en la entrada a la célula; y la glicoproteina de membrana T-DAF (factor acelerador del
decaimiento del complemento en tripomastigotes) similar a la DAF humana, que ayuda
a inhibir la uniéon en la membrana de las proteinas del complemento, entre otras (48).

En los nifios, la fase aguda congénita bien puede ser asintomatica o producir
hepatoesplenomegalia, ictericia, hemorragias en la piel, y signos neurologicos, en
especial en infantes prematuros (49). 5-10% de los pacientes sintomaticos sin
tratamiento mueren durante la fase aguda debido a encefalomielitis o falla cardiaca

severa (49). Caso contrario, la fase aguda puede durar de 4 a 16 semanas, disminuyendo
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la parasitemia después de los 90 dias hasta raramente poder detectar parésitos en la
sangre periférica.

Si no reciben tratamiento los pacientes ingresan en una primera fase cronica
indeterminada caracterizada por una latencia clinica que puede durar de 10 a 30 afios o
durante toda la vida del paciente. La mitad del grupo de infectados en zonas endémicas
pasan por la fase indeterminada de la enfermedad presentando hemograma,
electrocardiogramas y ecografias del corazon, es6fago y colon normales. Aun asi, las
pruebas serologicas y la determinacion de la carga parasitaria son positivas, y en
algunos casos pueden observarse leves anomalias en es6fago y corazon. 60% de las
biopsias endomiocardiales de pacientes transitando una fase cronica indeterminada
revela focos de lesiones. Alin se debate si estas lesiones son remanentes de la fase aguda
0 si son activas (49).

Al parecer existe una dependencia, alin todavia no enteramente dilucidada, entre la DTU
infectiva y la aparicion de manifestaciones clinicas distintivas en la reactivacion de la
fase cronica (50), siendo los 6rganos mas afectados en la fase cronica sintomatica el
corazdn, el sistema digestivo y el sistema nervioso (51). Las afecciones al corazon
suceden en un 20-30% de los casos, las gastrointestinales en el orden del 15-20%, y
menos frecuentemente las lesiones al sistema nervioso periférico con la aparicion de
polineuropatias sensoriales en menos de un 5% de los pacientes (47). La miocardiopatia
es la complicacion mas comun de la enfermedad, asociada a tromboembolismos,
dolores precordiales, aneurismas del ventriculo izquierdo y muerte subita (49).
Volviendo sobre las DTU, las cardiomiopatias estan asociadas a Tcl en la zona del norte
del Amazonas, mientras que Tcll, IV y VI se asocian con la aparicion de megaesdfago y
megacolon en el centro de Brasil y la region del cono sur. En altima instancia, la
patogénesis es un proceso complejo que dependerd de una combinacion de factores
como la carga parasitaria, la DTU y el sistema inmune del paciente (47). La
complejidad de la patogénesis aumenta alin mas si se tiene en cuenta la posibilidad de
infecciones mixtas con cepas de 7. cruzi categorizadas en distintas DTU conviviendo en
un mismo paciente (52). Este tipo de infecciones podrian ocasionarse ya sea por dos o
mas mordeduras de distintos vectores infectados con cepas del parasito, o por la
mordedura de un vector cuyo tracto digestivo alberga un una combinaciéon de cepas,

como se logrd identificar en triatominos en Bolivia (53).
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6. Diagndstico y farmacoterapia

El diagndstico en la fase aguda se basa en la aparicion de una alta tasa de
tripomastigotes en sangre periférica reflejo del pico de la parasitemia que caracteriza a
esta fase, por lo que las muestras requeridas para el diagndstico son muestras de sangre
sin pasar por un proceso de congelamiento y con menos de 6 horas desde la extraccion.
La sangre es procesada para microscopia por gota fresca, gota gruesa, frotis o para
xenodiagnodstico (exponiendo a un vector sin infectar al paciente bajo la observacion
posterior del vector) o PCR (54). En casos de sospecha de transmision congénita luego
de los 8 meses de edad o en casos de seroconversion en la fase aguda por contagio por
otras vias de transmision se realiza el seguimiento mediante la prueba patron de
referencia, que es una prueba serologica (ya sea un ensayo ELISA o una prueba de
inmunoprecipitacion) (55). En casos de pacientes con sospecha de estar cursando la fase
cronica indeterminada o la sintomadtica se utilizan como diagnostico dos métodos
serologicos (ELISA o inmunocromatografia rapida), seguidos de un tercero en caso de
resultados no coincidentes. En el caso de mujeres embarazadas se suma ademas la
prueba de PCR en busqueda de ADN de 7. cruzi, ya que cantidades de material genético
detectables incrementan el riesgo de transmision congénita; esta prueba también se
adiciona al seguimiento de pacientes inmunosuprimidos para verificar la eficacia del
tratamiento (46).

Actualmente, se utilizan dos farmacos para el tratamiento: BNZ (Figura 1.5) y
nifurtimox (NFX). Ambos datan de las décadas de 1960-1970, y estdn asociados
frecuentemente a una discontinuacion del tratamiento debido a los efectos adversos que

provocan (56, 57).

)\@ F

Figura 1.5. Estructura quimica del BNZ.
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Los mecanismos de accién de estos farmacos se basan en la biotransformacion a
metabolitos que poseen actividad contra 7. cruzi. En el caso del NFX la formacion de un
grupo nitroso y uno hidroxilamina seguida por fragmentacién produce un nitrilo de
cadena abierta insaturada que puede formar aductos con el ADN y los grupos tiol de las
proteinas. La metabolizacion del BNZ, por otra parte, da lugar a un grupo hidroxilamina
y un hidroxilo cuyos re-arreglos generan un grupo dihidroxidihidro que al
descomponerse forma el producto reactivo glioxal, causante de dafio a nivel del ADN,
kADN, proteinas y esteroles, entre otras macromoléculas (58). Como se menciono
anteriormente, el uso de estos fAirmacos esta asociado a efectos adversos genotoxicos,
carcinogénicos, toxicidad fetal, reacciones de hipersensibilidad de la piel, efectos en el
sistema nervioso central y periférico, y manifestaciones hematologicas por depresion de
la médula 6sea, ademas de que el tratamiento es largo (60-90 dias) lo que contribuye a
la baja adherencia de los pacientes. En los ltimos 20 afios, BNZ fue aprobado por la
FDA para su comercializacion en Estados Unidos (en el afio 2017), para el tratamiento
de nifios de 2 a 12 afios (59), y el uso pediatrico de NFX fue aprobado por la FDA en el
afio 2021 (60).

El seguimiento de la eficacia clinica de los farmacos utilizados presenta controversias.
Algunas aristas a evaluar son los métodos de deteccion y los biomarcadores utilizados
para el seguimiento de la infeccion. El criterio actual para establecer el éxito en el
tratamiento es la conversion serologica de positiva a negativa en asociacion con los
resultados negativos de las pruebas parasitologicas (hemocultivo/xenodiagndstico).
Vermelho y colaboradores (61) remarcan en su articulo “Why hasn't there been more
progress in new Chagas disease drug discovery?” los avances que hubo y las
posibilidades de mejora en el proceso de descubrimiento, siendo el monitoreo de la
respuesta al tratamiento uno de los items clave desarrollados. El monitoreo del
tratamiento también puede llevarse a cabo mediante métodos microscépicos y/o PCR.
Estos métodos suelen ser costosos por lo que hoy en dia comienza a apostarse por la
integracion de herramientas de plataformas protedémicas para la generacion de
marcadores. Por otra parte, el desarrollo de ensayos in vitro y modelos in vivo con
mayor capacidad predictiva, la contemplacion de la diversidad genética del parasito en
el screening de nuevas terapias potenciales, la promocion de consorcios publico/privado
en la busqueda de financiacion, y la eficacia de los fArmacos en las distintas fases de la

enfermedad son, segln los autores, puntos para mejorar (61).
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La eficacia del BNZ en la etapa aguda de nifios y adultos es del 80-90%. En nifios
cursando la etapa crénica-indeterminada, la respuesta al tratamiento es del 90% para
NFX y 94% para BNZ. En adultos en etapa cronica, el 7-8% de los pacientes responden
adecuadamente al tratamiento con NFX (62, 63), mientras que para BNZ la tasa de
curacion es mas variable del 8-20%. Aun se esperan los reportes de los resultados de los
ensayos clinicos TESEO (#NCT03981523) y EQUITY (#NCT02369978) que estudian
la equivalencia entre ambos fAirmacos en adultos.

El primer estudio prospectivo, multicéntrico y aleatorizado de adultos en la fase cronica
“Benznidazole ~ Evaluation  for  Interrupting  Trypanosomiasis ~ (BENEFIT)
(#NCT00123916)”, cuyos resultados se reportaron en 2016, arrojé esa ultima
conclusion: el BNZ no redujo la progresion clinica en pacientes con una cardiomiopatia
establecida (64). Sin embargo, varios investigadores han discutido estas conclusiones,
siendo los aportes mas interesantes, a nuestro juicio, aquellos brindados por Rassi, Rassi
Jr y Marin-Neto (2017) (para tener en cuenta, Rassi y Marin-Neto fueron dos de los
autores de los lineamientos del protocolo original del ensayo clinico) (65). Ellos
discuten las conclusiones estableciendo que los resultados de BENEFIT podrian haber
sido positivos si se hubiera tenido en cuenta, por ejemplo, la admision en el hospital
como criterio de punto de corte, ya que en el tratamiento del Chagas crénico es una de
las metas principales que los pacientes no tengan que ser hospitalizados (65). También
critican el uso del criterio de tiempo hasta la aparicion del primer evento considerandolo
como sub-0ptimo en una enfermedad cronica en la que muchos eventos no fatales
pueden ocurrir, y que comprende un periodo prolongado antes de la muerte. Las
conclusiones de BENEFIT establecen que BNZ no mejora las cardiopatias cronicas del
Chagas, lo que llevaria a muchos médicos a no prescribir el fArmaco en pacientes
cursando esa etapa de la enfermedad; Rassi y Marin-Neto, en cambio, recomiendan usar
BNZ en el tratamiento cronico alegando que “la ausencia de evidencia no significa
evidencia de ausencia”. En esa linea, Crespillo-Andujar y colaboradores realizaron un
meta-analisis a partir de ensayos clinicos y estudios observacionales en los que
concluyen que en nifios cursando la fase cronica seria recomendable continuar el
tratamiento con BNZ, asimismo en adultos contagiados con una DTU asociada a
sintomas gastrointestinales (66). Se esperan los resultados del ensayo clinico
“TRAtamiento EN pacientes Adultos (TRAENA) (#NCT02386358)” para evaluar el

efecto del BNZ en las alteraciones cardiacas causadas por la enfermedad.
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Contribuyendo a la falla terapéutica, se ha observado resistencia a BNZ y NFX in vitro,
in vivo y en escenarios clinicos. El concepto de dormancia ha adquirido peso en los
ultimos afios; los amastigotes demostraron ser resistentes a extensos periodos de
tratamiento, pudiendo reestablecer la infeccion hasta luego de 30 dias de la exposicion
al farmaco (61). En el laboratorio, la exposicion de 7. cruzi a los farmacos, por un
periodo largo de tiempo, estd asociado a una expresion defectuosa de ntr-i, el gen que
codifica la nitroreductasa tipo I, enzima que reduce el grupo nitro de los farmacos
formando especies citotoxicas (67). Otro mecanismo de resistencia esta dado por la
participacion de transportadores de eflujo del tipo ATP-binding cassette (en particular
ABCG-1, asi como Pgp-1 y Pgp-2) en la membrana del parésito. Estas proteinas estan
involucradas en el fenotipo resistente a multidrogas (MDR, Multiple Drug Resistance).
En particular se describieron dos genes tipo mdr en T. cruzi: TcPGP1 y TcPGP2 (68).
Estos transportadores remueven moléculas de farmaco del citosol, por lo que la
sobreexpresion de las bombas de eflujo en el parasito se asociaria a una disminucion en
el efecto de sus sustratos, entre ellos BNZ.

Por otra parte, la falla terapéutica del BNZ podria estar relacionada a una cuestion
farmacocinética, como el proceso de absorcion del farmaco. En 1995, Amidon y
colaboradores (69) desarrollaron el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BSC,
Biopharmaceutical Clasiffication System) (Figura 1.6) que clasifica a los principios
activos en cuatro categorias en funcién de su solubilidad y permeabilidad intestinal,
caracteristicas fundamentales que impactan en la absorcién. Se consideran fairmacos de
alta solubilidad a aquellos cuya maxima dosis terapéutica entregada por via oral es
completamente soluble en 250 mL en el rango de pH 1,2- 6,8 a una temperatura de 37+
1 °C, y se consideran farmacos de alta permeabilidad a aquellos con una fraccion

absorbida de la dosis por via oral mayor al 85%.
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Baja solubilida

Alta solubilida
Baja permeabilida aja permeabilidad

Figura 1.6. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BSC).

Algunos autores clasifican al BNZ como un farmaco de clase II (baja solubilidad, alta
permeabilidad) por su valor de solubilidad en el rango 0,2- 0,4 mg/mL en agua o fluidos
gastricos (70). La limitacion en la absorcion de los farmacos de clase II puede deberse a
su baja velocidad de disolucion (que guarda una correlacion directa con la solubilidad)
y/o a su escasa solubilidad, ocasionando una biodisponibilidad variable que podria
aumentar si se incrementara la velocidad de disolucion. Otros autores clasifican al BNZ
como farmaco de clase IV (baja solubilidad, baja permeabilidad) (71). En este caso, el
proceso de absorcion se vera perjudicado tanto por la baja solubilidad, la baja velocidad

de disolucion y por la dificultad para atravesar la pared gastrointestinal.

7. Avances hacia nuevos medicamentos

Los problemas de eficacia y seguridad de la limitada farmacoterapia disponible, junto
con la ampliacién en el conocimiento de la biologia del parésito, incluyendo su
tropismo hacia distintos tejidos, la diversidad genética y los estadios morfoldgicos, son
clave para orientar el descubrimiento de nuevas alternativas terapéuticas. Sin embargo,
dentro de las enfermedades desatendidas, la enfermedad de Chagas no ha ocupado el
primer lugar en la lista de prioridades de las grandes carteras de inversion; en el periodo
comprendido del 2009-2018 se invirtieron 35 billones de USD en enfermedades
desatendidas, de los cuales tan solo 236,31 millones de USD se destinaron a la
enfermedad de Chagas, es decir un 0,67% de lo invertido. Comparativamente con otras

enfermedades como HIV, tuberculosis y malaria, a las que se destinaron 25 billones de
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USD, los fondos destinados para la enfermedad de Chagas son, evidentemente, mucho
menores (15). En este contexto, la colaboracion entre los laboratorios académicos y las
organizaciones no gubernamentales han sido claves para el progreso en las fases
tempranas del descubrimiento de nuevos farmacos (61, 72). La iniciativa sin fines de
lucro “Drogas para Enfermedades Desatendidas” (DNDi, Drugs for Neglected Diseases
initiative) constituyé una red de colaboracion con industrias farmacéuticas y
laboratorios académicos para la mejora del tratamiento de la enfermedad de Chagas.
Una de las colaboraciones de DNDi es el consorcio denominado Neglected Tropical
Diseases Drug Discovery Booster financiado, entre otros, por Tecnologia Global en
Salud Innovativa (GHIT, Global Health Innovative Technology, la fundacion de Bill y
Melinda Gates (Bill & Melinda Gates Foundation), etc. (61, 73).

La Plataforma de Investigacion Clinica de Chagas (CCRP, Chagas Clinical Research
Platform), lanzada por la DNDi, ha definido el primer perfil de producto para un
farmaco contra la enfermedad de Chagas en el afio 2009, asi como la revision de las
pautas para un segundo uso de fairmacos aprobados para otras enfermedades (Figura
1.7) (40). Inicialmente, para el perfil de producto se establecid que el farmaco ideal
debiera ser eficaz tanto en la fase aguda como en la cronica, no tener contraindicaciones
ni genotoxicidad, teratogenicidad o potencial pro-arritmico.

En el afio 2008, el Programa Fiocruz de Investigaciéon y Desarrollo Tecnologico
(FPRTD, Fiocruz Program for Research and Technological Development) organizo y
presento el workshop “Modelos experimentales y screening de drogas en la enfermedad
de Chagas” donde se discuti6 e introdujo el término “cura parasitologica”, y donde se
propuso un procedimiento para el screening in vitro e in vivo de farmacos. En 2011, el
grupo de TDR y la OMS propusieron una ampliacién al protocolo para el screening de
farmacos (74). Profundizando brevemente sobre este segundo protocolo de screening,
se realizd un cribado de la libreria de compuestos Life Chemicals (Ucrania) (10.000
compuestos) que luego fueron ensayados in vitro contra amastigotes y para toxicidad
celular en células de pulméon (MRC-5). 171 compuestos resultaron activos con un
criterio inicial de ECy, < 1 pg/mL contra la cepa Tulahuen CL2 utilizando NFX como
control; 109 compuestos fueron eliminados por toxicidad celular y 11 por caracteristicas
quimicas desfavorables; de los 51 compuestos restantes, una serie fue transferida a la
Universidad de Sao Paulo para continuar las pruebas, y otra serie de 14 moléculas
presento selectividad ante el patdgeno y actividad a concentraciones muy bajas (0,22

ug/mL), aunque la toxicidad en células no fue muy alentadora (74).
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Carlos Chagas descubre la Salvador Mazza describe TIdentificacion de las
enfermedad las etapas clinicas morfologias alargadas y anchas

Division en dos linajes y categorizacion en  Primer reporte de diversidad genética ~ Primer reporte de

seis DTU: Tel y TCIa-TTe intracspeeifica (diferencia hasta un 40%) susceptibilidad de T7 cruzi
a drogas
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v

Figura 1.7. Hitos en la investigacion (celeste, cuadro superior) y linea temporal del
desarrollo de perfil de producto para farmacos (naranja, cuadro inferior) contra la

enfermedad de Chagas.

Seguidamente, en el 2015, DNDi y GHIT propusieron nuevas ampliaciones a los
protocolos de screening, estableciendo que el tratamiento deberia reducir la carga
parasitaria al menos en un 80%, (75,76). El protocolo planteado por GHIT hizo énfasis
en la necesidad de focalizar la bisqueda de compuestos en nuevas series quimicas

cambiando los rigurosos criterios de actividad por unos que no excluyeran series
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quimicas descartadas anteriormente. Cabe destacar que los criterios previos de seleccion
(ECsp < 3 uM) hubieran dejado desestimado tempranamente a los farmacos que se usan
actualmente en uso. Propusieron como criterio de seleccion de un compuesto una ECs, <
10 uM contra amastigotes, y como criterio de seleccion para la optimizacion que en un
modelo agudo el compuesto candidato demostrara una reduccion en la carga parasitaria
de un 80% en organos y tejidos, o que no se detectaran parasitos al final del tratamiento;
también incluyeron como criterio un incremento en la sobrevida con hasta 10 dosis de
50 mg/kg administradas oralmente (75). El protocolo de screening propuesto por DNDi
para una nueva serie quimica partié de un screening en amastigotes de la cepa Tulahuen
con un valor de corte de EC5, <5 uM, citotoxicidad con un indice de selectividad > 10,
potencia contra todos los genotipos del pardsito y en ensayos contra tripomastigotes,
solubilidad a pH 2 y 6,5 > 50 pg/mL, glog D <4, metabolismo hepatico in vitro < 0,5,
tolerabilidad en la cepa de ratones Balb/c, obtencion de informacion de perfiles
farmacocinéticos en Balb/c con dosis 20 mg/kg en administracion oral y 1 mg/kg
intraperitoneal, validacion contra la cepa 7. cruzi CL Brener, eficacia en un tratamiento
a la maxima dosis durante 5 dias en ratones Balb/c infectados con esa cepa, informaciéon
sobre estabilidad en plasma, union a proteinas plasmaticas, permeabilidad en modelo
Caco-2, eficacia in vitro en la cepa Tulahuen, eficacia in vivo en modelo agudo y
crénico, y un modelo de dosis-respuesta en el modelo crénico (76).

En el 2018, DNDi, propuso que los farmacos candidatos y los tratamientos efectivos
deberian alcanzar la cura parasitologica tanto en la fase aguda como crénica, con la
adicion de un renovado énfasis en el perfil ADME (procesos de Absorcion,
Distribucién, Metabolismo y Excrecion) de potenciales candidatos (77). Mas
recientemente, en el 2019, el Instituto Novartis de Enfermedades Tropicales (NITD,
Novartis Institute for Tropical Diseases) hizo una revision del perfil de producto,
agregando que los tratamientos debieran eliminar todos los parésitos de sangre y tejidos
y ser bien tolerados y seguros. Esto lleva a los requerimientos de un nuevo farmaco a
que cruce sin dificultades barreras biologicas, que sea activo ante amastigotes
quiescentes (40). Actualmente, segin DNDi, el perfil de un compuesto candidato
debiera reunir requisitos especificos en distintas categorias como eficacia, régimen de
tratamiento, etc. (Tabla 1.1).

Un aspecto para tener en cuenta es que la investigacion abocada al descubrimiento de
farmacos enfoca parte de sus esfuerzos a la realizacion de ensayos in vitro e in vivo para

la busqueda de compuestos activos contra blancos moleculares especificos y/o en
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cribado fenotipico (tamizaje de moléculas con actividad tripanocida), y es comlin que de
una gran diversidad de compuestos pocos sean seleccionados para pasar a etapas
clinicas de evaluacion, menos ain que tengan un desempefio exitoso. Considerando las
bajas tasas de éxito, tal vez deberian reevaluarse de manera continua o periodica los
criterios que se aplican en los screening (78), por ejemplo, la utilidad de una evaluacion
fenotipica in vitro en epimastigotes o tripomastigotes, o los puntos de corte que se
utilizan para considerar que un candidato es eficaz, ya que los compuestos elegidos de
acuerdo a estos criterios suelen fracasar en las proximas rondas de evaluacion,
representando una pérdida muy alta de inversion.

Por otra parte, la desatencion en el desarrollo y la investigacion en farmacos novedosos
contra la enfermedad de Chagas se evidencia considerando que el ultimo compuesto
cuya eficacia clinica se probo en pacientes es el fexinidazol, resultado de un
reposicionamiento de farmacos ya utilizados para la tripanosomiasis africana. Hacia el
2020 se probo que este farmaco fue eficaz en dosis de 1200 a 1800 mg/d en pacientes en
fase cronica indeterminada (#NCT02498782). Mas tarde se realizd un nuevo ensayo
clinico para probar regimenes de tratamiento mas cortos y dosis mas bajas para intentar
minimizar los efectos adversos observados en los estudios anteriores. Los resultados
estuvieron disponibles a principios de 2022 concluyendo en una eficacia no confirmada
luego de un afno. Se planea continuar con la investigacion del fexinidazol en
combinacion con otros farmacos o en nuevas indicaciones, como por ejemplo, en
pacientes inmunocomprometidos con riesgo de reactivacion (79). Por otra parte, otros
compuestos que surgieron de estudios de reposicionamiento no obtuvieron resultados
prometedores, entre ellos el posaconazol y E-1224 (prodroga de ravuconazol). Sin
embargo, en el caso del antimicotico de uso tdpico oxaborol (DNDI-6148) se
observaron resultados prometedores contra el Chagas en un modelo in vivo (80). Por
otra parte, se obtuvieron resultados esperanzadores en modelos in vivo para la
colchicina utilizada como un cardioprotector en cardiomiopatias chagasicas (81) al igual

que en el caso del selenio para reducir la progresion de la enfermedad cardiaca (82).

Tabla 1.1. Perfil de producto para la enfermedad de Chagas. Fuente: sitio web DNDJ.
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Aguda y cronica
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estandar de BNZ en fase
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. . < ias
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Nanovehiculos farmacéuticos

1. Mundo nano

El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de EE. UU. (NSTC, National Science and
Technology Council) defini6 a la nanotecnologia como “el entendimiento y control de la
materia en el rango aproximado entre 1-100 nm en el que fendmenos Uinicos permiten
aplicaciones novedosas. En la nanoescala, la materia puede exhibir propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas inusuales, difiriendo de las propiedades de la materia a granel.
Algunos materiales nanoestructurados son mas fuertes o tienen distintas propiedades
magnéticas en comparacion con otras formas o tamafios de la misma materia” (83). En
esta escala (Figura 1.8), el comportamiento de los materiales estan influenciados por
fenémenos como la dispersion de la luz, el confinamiento cudntico y la resonancia
superficial de plasmones, existiendo un predominio de las fuerzas electromagnéticas y
el movimiento browniano (84). Un nanomaterial podria resultar de cualquier material
natural o sintético si mas del 50% de las particulas que lo componen tienen al menos
una dimension en el rango de 1 a 100 nm. Este requisito tal vez sea demasiado exigente,
ya que frecuentemente particulas de tamafo mayor a 100 nm exhiben propiedades
“nano”, por ejemplo, son reconocidas y procesadas endociticamente por células del
sistema inmune (85). Entonces, flexibilizando la definicion, y acorde al Handbook of
Nanomedicines, en el ambito de las aplicaciones terapéuticas que nos compete, el limite

superior de la nanoescala se hallaria en los 300-400 nm (86).

Nanoparticulas
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Figura 1.8. Escala nanométrica.
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2. Nanovehiculos farmacéuticos

El 4rea de la salud ha sido interpelada por la nanotecnologia en los campos de la
ingenieria de tejidos, la toxicologia, el diagndstico y la terapéutica. Particularmente, en
el area de la terapéutica, la implicancia de la nanotecnologia ha permitido el desarrollo
de un abanico extenso de nanomedicinas basadas en liposomas, nanocristales y
nanoparticulas poliméricas, entre otras (Figura 1.9). La Fundacion Europea de Ciencia
(ESF, European Science Foundation) sefiala que “la nanomedicina usa herramientas en
la escala nano para el diagnéstico, prevencion y tratamiento de enfermedades y para
incrementar el entendimiento de los procesos pato-fisiologicos subyacentes de la

enfermedad” (87).
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Figura 1.9. Abanico de nanoparticulas. Modificado de Hicham Wahnou (2023),
compartido bajo los términos de la licencia Creative Commons Attribution licence

(CC-BY).

Para tener un panorama de la importancia actual de las nanomedicinas, solamente
involucrando liposomas, segiin una revision a abril del 2024 en el sitio web de ensayos
clinicos (clinicaltrials.gov) hay 169 ensayos clinicos activos, mayormente orientados al
tratamiento de distintos tipos de céancer, y algunos estudios enfocados en enfermedades
respiratorias (bronquiolitis e infecciones causadas por micobacterias), manejo del dolor
postquirirgico, y como adyuvantes de vacunas contra los virus de HIV y SARS-COV-2.

En relacion al crecimiento econdmico, se espera que el mercado de las nanomedicinas
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crezca de 219.850 millones de dolares en 2020 a 461.252 millones en 2026 (88),
incrementandose el nimero de productos aprobados para su comercializacién a mas de
100 nanomedicinas (89).

Las primeras publicaciones directamente vinculadas a sistemas nanoparticulados con
aplicaciones biomédicas se remontan a 1970; sin embargo, hasta 2005 menos de 30
articulos habian empleado el término “nanomedicina” (90). El impacto posterior de este
campo del conocimiento ha sido tal que diez afios después se relevaron mas de 1.000
articulos en la base de datos Web of Science (90). Actualmente esa cifra se eleva a mas
de 26.000 articulos, la mayoria de los cuales corresponden al area de farmacologia
(Figura 1.10).

Los nanovehiculos farmacéuticos cambiaron el paradigma clasico de la terapéutica
segin el cual la liberacion del farmaco desde su vehiculo farmacéutico era una
condicidén necesaria para que fuera absorbido. El advenimiento de las nanoparticulas
significo el desarrollo de vehiculos adaptados a las necesidades especificas de las
patologias, como, por ejemplo, el direccionamiento a ciertos tipos celulares a partir del
agregado de ligandos especificos, y la proteccion, transporte y entrega del fArmaco en el
sitio de accidn siguiendo una distribucion diferente a la del farmaco libre. Gracias a la
nanotecnologia podria ser posible obtener un sistema que logre encapsular al farmaco
protegiéndolo de procesos degradativos o biotransformaciones indeseables; dirigir el
principio activo a su sitio de accion liberandolo de manera localizada, reduciendo las
dosis requeridas, maximizando la eficacia y evitando la interaccién con inespecifica
(off-target); incrementar la permeabilidad y la velocidad de disolucién cuando fuera

necesario; y, finalmente, ser biodegradable y no acumularse en el organismo.
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Figura 1.10. A) Cantidad de articulos publicados por aio. B) Porcentaje de articulos
publicados agrupados segun area tematica. Busqueda utilizando “nanomedicine” en

titulo, abstract y palabras clave.

3. Nanoparticulas lipidicas

Volviendo sobre el abanico de nanoparticulas existentes, en este trabajo de tesis se hara
foco en nanoparticulas lipidicas y poliméricas. En relacion con las nanoparticulas
lipidicas, especificamente a los vehiculos lipidicos nanoestructurados (NLC,
Nanostructured Lipid Carriers), son una dispersion coloidal de nanoparticulas esféricas

con un nucleo lipidico so6lido a temperatura ambiente desestructurarado por la
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incorporacion de un lipido liquido a temperatura ambiente y estabilizado mediante uno
o mas surfactantes (Figura 1.11). Surgieron a partir de la investigacion del grupo del
Dr. Miiller (91) en nanoparticulas con un ntcleo lipidico sélido (SLN®, Solid Lipid
Nanoparticles) que a su vez se establecieron como una alternativa mas segura, barata
y/o estable en comparacion con emulsiones, microparticulas, nanoparticulas compuestas
de materiales inorganicos o liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos. Luego de
cumplidos unos 10 afios del desarrollo de las SLN, surgieron las NLC a raiz de la
evidencia de la expulsion del farmaco desde el nucleo de las nanoparticulas debido a
cambios en la estructuracion de la matriz lipidica durante el almacenamiento (92). La
sintesis de las SLN introduce configuraciones cristalinas de alta energia que se
reestructuran a otras de baja energia conforme transcurre el tiempo. En ese
reestructuramiento se observo la expulsion de farmaco de la matriz lipidica. El agregado
del aceite y la aparejada reduccion en la cristalinidad del nucleo soélido resultd en
formulaciones mas estables y con mayor capacidad de carga (93).

Las caracteristicas mas prometedoras de esta formulacion son su hidrofobicidad,
escalabilidad industrial, tamafo, carga superficial, permeabilidad, liberacion paulatina
de los principio activos, carga de farmaco, la innecesaridad de solventes organicos
durante la sintesis y biocompatibilidad.

Siendo fuertemente hidrofobicas, las nanoparticulas lipidicas no se hidratan en medios
acuosos por lo que no se disuelven en agua (ni se dispersan en el medio sin el agregado
de un tensioactivo). Su obtencion implica una alta tasa de transferencia de energia para
obtener particulas con amplia area superficial siendo la homogeneizacion a alta
temperatura y a alta presion las metodologias mas cominmente realizadas. Ademas,
esta ultima es un procedimiento establecido a gran escala en la industria farmacéutica
desde el afio 1950, cuando se comenzo6 a aplicar para la producciéon de emulsiones
parenterales. Esa linea de produccion actualmente suele estar equipada con unidades de
control de temperatura, por lo que podrian adaptar su uso a cualquiera de las dos
metodologias (93).

Por otro lado, el tamafo, la distribucion de tamafos y las moléculas/carga en la
superficie de las nanoparticulas son caracteristicas de las formulaciones que impactan
ampliamente en su aplicabilidad y son pardmetros fundamentales en el control de
calidad de los desarrollos. En primer lugar, el tamafio de las nanoparticulas afecta
sustancialmente su estabilidad, biodistribucién, su velocidad de disolucion y su

internalizacién celular.

29



Lipido solido ® e @ Lipido liquido

Surfactante
¢ I.W

Figura 1.11. Esquema de SLN y NLC. En naranja los 4tomos de oxigeno de los lipidos.
Modificado de Scioli-Montoto S, et al. Solid lipid nanoparticles for drug delivery:
pharmacological and biopharmaceutical aspects, Front. Mol. Biosci. (2020), bajo los

términos de la licencia Creative Commons Attribution licence (CC-BY).

Como se menciond anteriormente, las nanoparticulas no se dispersan espontaneamente
en agua, sino que tienden a agregarse para disminuir el area superficial expuesta y
minimizar la energia del sistema, por lo que las formulaciones necesitan ser
estabilizadas. Esto se consigue principalmente a través de dos estrategias: el
impedimento estérico provisto, por ejemplo, por surfactantes no iénicos, y la
estabilizacion electrostatica como resultado de repulsién entre cargas, provisto por
ejemplo mediante decoracion con surfactantes i6nicos (94). Se ha reportado que en
particulas obtenidas de compuestos orgéanicos aquellas con tamafos mayores a 500 nm
tienden a agregarse formando precipitados (95).

La extravasacion desde capilares hacia los tejidos también depende del tamafio,
encontrandose, por ejemplo, que solamente aquellas con un valor < 150 nm son capaces
de movilizarse por los capilares fenestrados del endotelio hepatico, pero que estas
mismas poseen menor penetrabilidad en capilares continuos que perfunden organos

como el corazén (96). Por este motivo es interesante tener en cuenta los limites de
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tamafio de las barreras fisioldgicas (93). Por ejemplo, los capilares sanguineos tienen un
didmetro de aproximadamente 5 a 40 um y un didmetro promedio de poro de 5 nm, por
debajo de este tamafo las nanoparticulas pueden atravesar el endotelio hacia el espacio
extracelular. Los constituyentes del plasma tienen diametros menores a 4 nm, con
excepcion de las proteinas plasmaticas que presentan didmetros mayores de 7 nm. El
punto de corte de tamafo en el rindn es de aproximadamente 48 kDa y 10 nm de
diametro. A nivel celular, la membrana celular no permite el pasaje de compuestos
mayores de 1 kDa y los poros nucleares tienen un diametro de alrededor de 10-25 nm.
El tamano de las vesiculas internalizadas varia de 60 a 120 nm, dependiendo del tipo de
endocitosis y es generalmente mucho mayor (rango micrométrico) para la
macropinocitosis y la fagocitosis (97).

La velocidad de disolucion de los farmacos también depende del tamafio de las
particulas aumentando la velocidad con la disminucion del tamafio. Esto se expone a
partir del aumento en el area superficial de las nanoparticulas, segin la expresion para la

velocidad de disolucion planteada en la ecuacion de Noyes-Whitney,

dC_ DA(Cs—C)

dt h

donde dC/dt es la velocidad de disolucion de las particulas, D es el coeficiente de
difusion (por ejemplo, en el medio gastrointestinal), A es el area superficial, h es el
espesor de la capa difusional alrededor de cada particula, Cs es la solubilidad del
farmaco en la capa difusional y C la concentracion de farmaco en el medio (98).

Aqui se evidencia que a mayor area superficial, mayor la velocidad de disolucion, por lo
que reduciendo las particulas del farmaco a la escala nanométrica podria mejorar la
disolucion de este, especialmente para farmacos de baja solubilidad como el BNZ.

Se ha mencionado el efecto de la carga superficial en la estabilidad de la formulacion,
falta mencionar su rol en la interaccion con las células. Las nanoparticulas con carga
positiva son captadas e internalizadas mas rapidamente por las células en comparacion
con las de carga negativa o neutra. Se sabe que las membranas celulares poseen una
carga ligeramente negativa (99) y que la internalizacién celular es impulsada por las
atracciones electrostaticas. Varios estudios demostraron que la interaccion electrostatica
entre la membrana y nanoparticulas positivas favorece la adhesion y facilita la
internalizacion (100, 101). Para particulas pequefas (2nm) una carga positiva puede

alterar el potencial de la membrana provocando un influjo de calcio e inhibiendo la
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proliferacion celular. Para particulas mas grandes (4-20 nm) la carga superficial puede
inducir la remodelacion de la bicapa lipidica. La interaccion de particulas negativas con
una membrana podria causar gelacion local mientras que la interaccion con
nanoparticulas positivas induciria la fluidez (102). Adicionalmente, componentes del
plasma, como la albiumina, interaccionan preferentemente con nanoparticulas positivas
(103) formando la corona proteica que afecta a la internalizacion celular, y parametros
farmacocinéticos (dependiendo también del tamafio, la morfologia de la nanoparticula y
de la composicion de la corona proteica); en algunos casos protegiendo a las
nanoparticulas del sistema inmune, acumulandose en 6rganos, o por el contrario, si la
interaccion es con opsoninas o fibrindgenos, acelerando su aclaramiento en el
organismo (104).

Entre los lipidos mas frecuentemente utilizados para la obtencion de SLN y NLC
encontramos triglicéridos, ésteres de glicerol parciales, dcidos grasos, esteroides (el de
uso mas comun es el colesterol) y ceras (105). Dentro de este ultimo grupo se incluye al
miristil miristato (Figura 1.12), un compuesto formado por la union éster entre el dcido
miristico y el alcohol miristilico, ambos con cadenas carbonadas saturadas de 14
carbonos constituyendo un producto ampliamente utilizado en cosmética como
emoliente por sus agradables caracteristicas sensoriales y baja-nula toxicidad topica,
ocular y oral (106, 107). Existe en la naturaleza en pequenas cantidades que pueden ser
extraidas a partir de coco, nuez moscada o almendras, aunque habitualmente se obtiene
sintéticamente mediante catalisis enzimatica con lipasas. Debido a su biocompatibilidad
se comenz6 a utilizar en la sintesis de nanoparticulas proporcionando un portfolio de

formulaciones eficientes para el encapsulamiento de farmacos (108-110).

Figura 1.12. Estructura quimica del miristil miristato.
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4. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas son vehiculos muy atractivos desde el punto de vista de
la versatilidad que tienen los polimeros a sufrir modificaciones. Los avances en el
control de los procesos de polimerizacion han sembrado el terreno para el desarrollo de
la ingenieria de nanoparticulas con un control sobre su morfologia, tamafio, superficie y
funcionalizacién, como, por ejemplo, nanoparticulas con respuesta a estimulos como el
pH, la temperatura, la presencia de enzimas y/o reacciones redox.

Las nanoparticulas poliméricas (Figura 1.13) puede obtenerese a partir de polimeros
naturales como, por ejemplo, alginato o quitosano, extraidos de especies marinas, o bien
de materiales sintéticos como los poloxdameros o los derivados de polimetacrilatos.

Los poloxdmeros son copolimeros no idnicos compuestos por una cadena central
hidrofébica de poli-oxipropileno flanqueada por dos cadenas hidrofilicas de
poli-oxietileno (111) (Figura 1.14). Los polimetacrilatos son polimeros de metacrilatos
de dimetilaminoetilo, acido metacrilico y ésteres de acido metacrilico en proporciones

variables (112).

Figura 1.13. Esquema de una nanoparticula polimérica esférica sencilla sin
recubrimiento. Modificado de Gagliardi A, et al. Biodegradable polymeric
nanoparticles for drug delivery to solid tumors, Front. Pharmacol. 12 (2021) bajo los

términos de la licencia Creative Commons Attribution licence (CC-BY).

Los polimetacrilatos se idearon como recubrimientos entéricos de especialidades
medicinales con propiedades superadoras a los materiales que se utilizaban hasta ese
momento, azicar y resinas. Comenzaron a comercializarse bajo la marca Eudragit®, que

se mantiene hoy con mas de 25 derivados de polimetacrilatos diferentes. En particular,
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el Eudragit® NE30D (Figura 1.15) es de interés por ser un polimero neutro,
biodegradable que se presenta como una dispersion acuosa ahorrando un paso previo de
disolucion del polimero (método que puede resultar trabajoso), y con propiedades de

liberacion modificada de farmacos (113).

HsC
o7, b O

Figura 1.14. Estructura quimica del poloxdmer 188. a, c = 80; b = 27.

a3

Figura 1.15. Estructura quimica del Eudragit® NE 30D

5. Nanovehiculos farmacéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas

Las investigaciones previamente mencionadas se han concentrado mayormente en la
caracterizacion estructural de las nanoparticulas, sus propiedades fisicoquimicas,
interacciones bioldgicas, toxicologicas y aplicaciones diagndsticas y terapéuticas,
incluyendo sus posibilidades como sistemas de entrega de farmacos (drug delivery) en
las cercanias del blanco terapéutico. Antes de sumergirnos en las aplicaciones de las
nanomedicinas en la enfermedad de Chagas, vale la pena mencionar que la
leishmaniasis es la enfermedad causada por tripanosoméatidos donde las nanomedicinas
han tenido mayor desarrollo. La primera formulacién aprobada para uso clinico por
autoridades sanitarias fue Ambisome®, una formulacién liposomal cargada con
anfotericina B, pensada inicialmente para enfermedades fungicas, especialmente de los

pulmones, pero reposicionada para el tratamiento de la leishmaniasis.
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Gran cantidad de nanoparticulas han sido disefadas para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas, incluidas aquellas de tipo polimérico. Por ejemplo, se han
ensayado nanoparticulas de polietilcianoacrilato (PECA) encapsulando NFX que
lograron una reduccion de la ECs, en epimastigotes de 0,0015 = 0,0006 pg/mL
comparado con 0,683 + 0,269 pg/mL en el caso de NFX libre (en solucion) (114), o
también nanoparticulas de PECA encapsulando alopurinol, con una reduccion en la
proliferacion de epimastigotes de 91,5% frente a 45,9% del farmaco libre a una
concentracion de 16,7 pg/mL. Este ultimo caso es interesante porque se reporto,
ademas, que el vehiculo vacio ensayado tenia actividad frente a los epimastigotes (115).
Otro sistema reportado consiste en BNZ encapsulado en nanoparticulas de carbonato de
calcio obteniendo una reduccién en la viabilidad del parasito con una cantidad 25 veces
menor en una solucion de nanoparticulas frente al farmaco en solucion (116). Un tipo
formulacion que ha resultado muy interesante en los ultimos tiempos es la de
nanocristales, por su amplia versatilidad en la eleccion de la via de administracion y por
su facil manufactura (117). Scalise y colaboradores probaron su formulacion de
nanocristales de BNZ en un modelo agudo tratando durante 30 dias con 50, 25 y 10
mg/kg/dia observando que los animales tratados con las dosis de 50 y 25 mg/kg/dia
presentaron una supervivencia del 100 % frente a una del 75 % para los animales
tratados con la dosis de 10 mg/kg/dia (118). Ademads, evaluaron la eficacia de los
nanocristales de BNZ en ratones cursando una fase cronica que presentaron una
reactivacion de la parasitemia luego de ser inmunosuprimidos. Una dosis de 25
mg/kg/dia durante 90 dias mostr6 una reduccion del 50% de ratones con anticuerpos
anti 7. cruzi, mientras que los ratones tratados con BNZ libre o sin tratar no mostraron
diferencias (119). Un punto aparte merece los sistemas lipidicos, que han obtenido
resultados dispares. En esta segunda categoria podrian incluirse a las formulaciones
liposomales encapsulando BNZ a partir de liposomas hechos con fosfatidilcolina
derivada de soja o archeolipidos de archeaebacterias, que no consiguieron un efecto
superador sobre la parasitemia en comparacion con el farmaco libre, en un modelo
murino de infeccion aguda (120). Hacia el 2017 se publicaron los resultados de lo
obtenido a partir del consorcio BERENICE (BEnznidazol and triazol REsearch group
for Nanomedicine and Innovation on Chagas diseasE, por sus siglas en inglés,
investigacion en innovaciéon y nanomedicinas para la enfermedad de Chagas)
establecido para la investigacion de nanoparticulas soélidas lipidicas, ciclodextrinas,

liposomas y quatsomas contra el Chagas (121). Estos sistemas tampoco aportaron
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mejoras significativas frente a la administracion del farmaco libre en términos de
disminucién en la parasitemia, excepto en el caso de las ciclodextrinas cuya toxicidad
no permiti6 el avance de la formulacidon hacia etapas posteriores de desarrollo. No todo
fueron derrotas para las nanomedicinas lipidicas del BNZ, ya que Streck y
colaboradores formularon al farmaco como nanoemulsion a partir de triglicéridos de
cadena mediana mejorando la solubilidad aparente y la eficacia frente a formas motiles
del parasito (122). Por otra parte, algunos farmacos no aprobados por los organismos
regulatorios para el tratamiento del Chagas también han sido candidatos para ser
formulados como nanoparticulas lipidicas, tales como los ejemplos de liposomas
sensibles al pH encapsulando el nitroimidazol, etanidazol (123), o las SLN con un
complejo de benzilditiocarbazato cuyos resultados fueron superiores in vitro € in vivo
frente al farmaco libre (124). Otros casos incluyen al ya mencionado ravuconazol en
sistemas auto-emulsionantes (125), el imiquimod y la hipericina en liposomas
(126,127), la violaceina en nanoparticulas solidas lipidicas, y el interesante caso de la
actinomicina D cargada en estructuras dodecaédricas compuestas a partir de una
saponina (128). Esta estructura funcionalizada con un anticuerpo anti-7. cruzi es, a
nuestro conocimiento, la primera clase de nanoparticula disefiada con un
direccionamiento activo a los parasito.

Considerando lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de tesis se baso en la
hipétesis de que las formulaciones de nanovehiculos farmacéuticos pueden modificar la
velocidad de disolucion y la permeabilidad del BNZ aumentando la biodisponibilidad
del farmaco. Al mismo tiempo, se hipotetizd que el BNZ nanoencapsulado veria
modificada su biodistribucion, su eliminacién sistémica y su perfil de seguridad,

permitiendo una mayor adhesion de los pacientes al tratamiento.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar nanovehiculos farmacéuticos como alternativas terapéuticas superadoras
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, optimizando la biodistribucion, eficacia

y seguridad de uno de los fArmacos antichagasicos actualmente disponibles.

Objetivos especificos

Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas soélidas lipidicas
nanoestructuradas y de nanoparticulas poliméricas que sirvan como nanovehiculos
farmacéuticos de BNZ, farmaco de primera linea en el tratamiento de la enfermedad de

Chagas.

Estudio de la cinética de liberacion de BNZ desde las nanoparticulas desarrolladas y

estudio de la toxicidad selectiva de los nanosistemas en células de mamifero.

Estudio de la permeabilidad de las nanoparticulas a través de una monocapa de células

Caco-2.
Evaluacion de la eficacia de las nanoparticulas en modelos celulares (tripomastigotes y

cultivos celulares de amastigotes de 7. cruzi) y murinos (modelo de infeccion aguda) de

la enfermedad de Chagas.
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CAPITULO 2

ESPECIFICACIONES REFERENTES A LOS
MATERIALES Y METODOLOGIAS EMPLEADAS
EN LOS EXPERIMENTOS
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Capitulo 2

Especificaciones referentes a los materiales y metodologias empleadas en
los experimentos

Materiales y métodos

1. Materiales

El BNZ (Lot #MKCD5602, pureza > 97%), el Kolliphor®P188 (poloxamer 188 o
P188), y el medio de cultivo RPMI-1640 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El
miristil miristato (Crodamol™ MM o MM, rango de fusiéon 3640 °C), y Crodamol™
GTCC-LQ (mezcla de triglicéridos saturados con punto de fusion -5 °C) fueron donados
por Croda, Argentina. El Eudragit NE-30D (EU) (poli(etilacrilato-metilmetacrilato)) es
un copolimero de acido metacrilico y metacrilato de metilo disperso en una solucion
acuosa con 30% de nonoxynol (a-(4-nonilfenil) whidroxipoli-(oxi-1, 2-etanedil)). Tiene
una temperatura de transicion vitrea (Tg) de -8°C y fue obtenido de Evonik Industries
(Alemania). El FBS fue adquirido a través de Internegocios, SA (Argentina), y el
medio de cultivo DMEM fue adquirido a Gibco (EE. UU.). Todos los reactivos
utilizados en la preparacion y andlisis de las formulaciones fueron de grado

HPLC/analitico, y fueron obtenidos de fuentes comerciales.

2. Formulacion de NLC-BNZ y EU-BNZ

Los nanovehiculos lipidicos y poliméricos cargados con BNZ (NLC-BNZ y EU-BNZ) y
las nanoparticulas vacias (NLC-VEHICULO y EU-VEHICULO) se obtuvieron por el
método de ultrasonicacion (1). Para la obtencion de NLC-BNZ, 400 mg de MM (2%
p/v) se fundieron en un bafio termostatizado a 60-70 °C. 40 uL. de GTCC-LQ se
agregaron a la fase lipidica junto a aproximadamente 10 mg exactos de BNZ. Por otra
parte, se prepar6d una fase acuosa disolviendo 600 mg de P188 (3% p/v) en 20 mL de
agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EE. UU.), precalentada en bano de Maria a la
misma temperatura que la fase lipidica. Luego de 30 minutos de incubacion en el bafio,
la solucidon acuosa se vertid sobre la fase lipidica, y se la sometid a ultrasonicacion en

un sonicador equipado con una punta de titanio de 6 mm (sonicador ultrasénico 130
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Watts, Cole- Parmer, EE. UU.) por 20 minutos a 80% de amplitud. Una vez concluida la
sonicacion, la formulacion se enfrid a temperatura ambiente y se midié el volumen
final. NLC-VEHICULO se sintetizé de igual manera sin el agregado de BNZ.

En el caso de EU-BNZ, el procedimiento fue idéntico excepto por la omision de la
termostatizacion del polimero en el bafio de Maria. Brevemente, se mezclaron 10 mg de
BNZ con 400 uL de Eudragit® NE-30D, y se los incorporé a la fase del surfactante (600
mg de P188 (3% p/v)), para luego ser sometidos a sonicacion tal como se describe en el
proceso de preparacion de las NLC.

En todos los casos se evaluo la dosis-dependencia del BNZ libre y el BNZ encapsulado,
mientras que se realizaron controles de vehiculo libre a las dosis de lipido/polimero
equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de BNZ.

Por otro lado, se obtuvieron dispersiones de los componentes lipidicos individuales en
20 mL de agua ultrapura a partir de la sonicacion de 400 mg de MM (previamente
fundido) o 40 pL de GTCC-LQ. Se prepar6 una solucion de P188 disolviendo 600 mg
del surfactante . Se realizaron controles de los componentes individuales a las dosis de
lipido/surfactante equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de

BNZ.

3. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

A fin de calcular la eficiencia de encapsulacion (EE, %) se determiné la concentracion
de BNZ libre. Para ello, 500 pL. de cada formulacion se colocaron en tubos Eppendorf
conteniendo filtros de centrifugacion Microcon® (MWCO=10.000, Merck Millipore,
EE. UU.). Se centrifugd la muestra a 10.000 rpm durante 15 minutos. La fase acuosa
conteniendo BNZ libre pas6 al fondo del Eppendorf a través del filtro de la membrana,
y la concentracion de BNZ fue estimada mediante HPLC, segin se describe en un
apartado posterior. Teniendo en cuenta la cantidad inicial de BNZ afiadida, se calcul¢ la

EE, % a partir de la siguiente ecuacion:

EE, % = =L 5100 Eq. 2.1

donde MO es la cantidad inicial de BNZ afiadida a la formulacion, Cfr es la
concentracion del farmaco libre, y Vf es el volumen final luego del proceso de

sonicacion.
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Ademas, para NLC-BNZ se calculo la carga teodrica del farmaco con la siguiente

ecuacion:

__ _Masade farmaco incorporada (img)
DL, % = Masa de lipido (mg) X100 Eq.2.2

4. Determinacion de tamaiio de particula, potencial Z e indice de polidispersion

Se determin6 la distribucion de tamanios de particulas y el didmetro hidrodinamico
promedio mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) a 25 °C utilizando cubetas de
poliestireno de 10 mm de ancho en un equipo Nano ZS Zetasizer (Malvern Instruments,
Inglaterra). El potencial Z ({) se determind mediante anemometria de Doppler. El
diametro hidrodindmico de las nanoparticulas se reportd como el pardmetro Z-average.
Se determind el indice de polidispersion (PdI) como una estimacion de la distribucion

de los tamafios de las particulas. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

5. Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se realiz6 el andlisis térmico del BNZ, MM, EU, P188, EU-BNZ y NLC-BNZ con un
equipo DSC (DSC Q2000, 74 Instruments, EE. UU.) bajo atmdsfera de nitrogeno inerte
seca (50 mL/min), usando un contenedor de aluminio con aproximadamente 5 mg
exactos de la muestra seca. Las corridas fueron en el rango de 0 a 250 °C a una tasa de
calentamiento de 10 °C/min. El indice de cristalinidad (IC, %) se calcul6 utilizando la

siguiente ecuacion:

AH
_ NLC/EU dispersion acuosa
IC, % =+ x100 Eq. 2.3

XConcentraciéon
bulk material fase lipidica/polimérica

donde AHy; ey Y AHpuik materiat SON 1as entalpias de fusion (J/g) de la dispersion de NLC o
EU y el lipido o polimero puro, respectivamente. La concentracion de la fase lipidica o

polimérica fue del 2%.

6. Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de BNZ, MM, EU, P188, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO
y NLC-VEHICULO se realiz6 con el aparato TGA Q500 (74 Instruments, EE. UU.) Se
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pesaron aproximadamente 10 mg exactos en un contenedor de platino. Las medidas se
realizaron en el rango de temperatura ambiente hasta 600 °C con una tasa de
calentamiento de 10 °C /min bajo atmosfera de nitrogeno para evitar la oxidacion

térmica.

7. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier/ Reflectancia total

atenuada (ATR/FTIR)

Los espectros se obtuvieron utilizando el equipo Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Inc.,
EE. UU.). El modo de reflectancia total atenuada se utilizd en el registro de los

espectros en el rango de 400-4.000 cm™, con una resolucion de 2 cm™.

8. Microscopia de transmision electronica (TEM)

Se tomaron imagenes con un microscopio electronico de transmision Jeol-1200 EX
II-TEM (Jeol, EE. UU.). Para ello, se coloc6 una gota (10 pL) de la dispersion de
nanoparticulas previamente diluida (1:100) en agua sobre una malla de cobre recubierta
de colodion (400 mesh). El exceso de liquido se retird con papel de filtro. Se adiciond

una gota de acido fosfotlingstico para resaltar el contraste.

9. Andlisis estructural de rayos X (SAXS/WAXS)

La medicion de la dispersion de rayos X de angulos bajos/angulos amplios
(SAXS/WAXS) se midio con el equipo XEUSS 2.0 (XENOCS, Francia). Los patrones
fueron registrados con dos detectores sincronicos de conteo de fotones 2D para SAXS,
Pilatus 200K y Pilatus 100k (DECTRIS, Suiza) posicionados a 160 mm de la muestra
con un angulo de inclinacion de 36° para WAXS. Las medidas de SAXS se realizaron
utilizando dos distancias, 1.194 y 337 mm para NLC y 6.300 y 1.200 mm para EU. La
intensidad de dispersion, I(q), se registr6 mediante la transferencia de momento de
dispersion q, donde q=4wA sin(0), 20 es el angulo de dispersiony A = 0,15419 nm es el
promedio ponderado de la longitud de onda de rayos X de las lineas de emision de
Cu-K,; . Debido al tamafio pequefio del haz que incide a la muestra (< 1 mm x 1 mm en
NLC y < 0,5 mm para 1.200 mm y < 0,25 mm para 6.300 mm en EU), no se
consideraron los efectos de manchado. Las muestras liofilizadas se colocaron bajo vacio

con cinta Kapton®. Para las muestras liquidas de EU se utilizd capilares de 1,5 mm de
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didmetro. Las mediciones se realizaron en modo transmision. Se tomaron patrones
SAXS/WAXS durante 4 horas cada uno para NLC y durante 10 minutos cada uno para
EU.

10. Ensayo de liberacion de BNZ in vitro

La liberaciéon de BNZ desde las nanoparticulas se realizd en un disolutor de paleta
rotatoria (Vision Classic 6, Hanson Research, EE. UU.) con una velocidad de agitacion
de 75 rpm y un medio de liberacion de 500 mL de buffer KH,PO, (pH 6,8). La
temperatura se fij6 a 37,0 = 0,5 °C. Un volumen de 5 mL de formulacién fue colocado
en una bolsa de dialisis (MWCO: 10 kDa) y adosada a la paleta del equipo (Figura 2.1).
A fines comparativos, se utilizé la misma cantidad de farmaco libre que la cantidad
utilizada para la formulacion. Esto se realizé como un control de disolucion del farmaco
libre en el medio. Se tomaron alicuotas de 1 mL a diferentes tiempos: 0, 5, 10, 15y 30
minutos, y luego a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 24 horas. Las muestras se analizaron por HPLC
centrifugdndolas previamente a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los experimentos se
realizaron por triplicado. Los datos se ajustaron a modelos matematicos de liberacion de
farmacos utilizando el complemento de Excel “DDSolver” desarrollado por Zhang y
colaboradores (2). El modelo que mejor ajusto a los datos se eligio en base a los valores
de los parametros de bondad de ajuste (R?, R*-adj, EMC, AIC).

R?/R*-ajustado o coeficiente de determinacion (3) se calculd a partir de la siguiente

ecuacion:
R =1 — SSres Eq. 2.4

Donde SSres es la suma de los cuadrados de los errores de la prediccion

n A 2
> (yi - yl_) , n€E N) y SStot es la suma de los cuadrados de las diferencias entre los
i=1

n

-2
valores observados y su media (3] (yl, —y), neN).
1

EMC, el error medio cuadrado (3), se calcul6 a partir de la siguiente expresion:
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n A 2
1
EMC =—X (yi - yi) Eq. 2.5
i=1

Y AIC (4), el criterio de informacion de Akaike, se obtuvo a partir de la siguiente

ecuacion:
AIC = 2k — 2In(L) Eq. 2.6

Donde k es el numero de parametros del modelo y L es el valor maximo de la funcion
de verosimilitud evaluada en sus pardmetros estimados. Finalmente, AIC es un
estimador de la calidad relativa de un modelo que se obtiene a partir de la suma de
cuadrados de los residuos (2In(L)) y de un factor que penaliza la inclusion de

parametros (2k).

Figura 2.1. Imagen de la bolsa de dialisis sujetada a la paleta del disolutor para el

ensayo de liberacion del farmaco desde las nanoparticulas.

11. Estudio de estabilidad fisicoquimica

A fin de determinar la estabilidad de cada formulacion (almacenada a 4 °C, en viales de

vidrio y protegida de la luz), se determinaron el diametro hidrodindmico promedio, el
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Pdl, el potencial zeta o ¢ y EE, %. Los pardmetros fisicos (didmetro de particula, PdI, C)

se midieron mediante DLS utilizando el equipo Nano ZS Zetasizer, y la EE, % se
determind mediante HPLC. Se realizé una determinacion por mes, durante un periodo

de 6 meses para NLC y 4 meses para las nanoparticulas de Eudragit®.

12. Ensayo de toxicidad celular

Se analizé la citotoxicidad de las formulaciones mediante la determinacion de la
viabilidad de células de ovario de hamster chino (linea CHO) mediante la reduccion de
la sal de tetrazolio bromuro (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) a un
producto de formazan (MTT). Se sembraron 1x10° células CHO por pocillo en una
microplaca de poliestireno de 96 pocillos con medio RPMI (RPMI-1640,
Sigma-Aldrich, EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %, y se
dejaron crecer durante la noche en estufa a 37 °C y atmdsfera de CO, al 5 %. Después
de 24 horas, las células se incubaron con concentraciones crecientes de RPMI como
control, BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO y NLC-VEHICULO (en
concentraciones de BNZ de 0, 60, 120, 240 y 480 uM, y concentraciones de carriers
equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de BNZ pero sin el
farmaco). Luego, se agrego la sal de tetrazolio (5 mg/mL en PBS) y se incub6 durante 3
horas. Por tultimo, se afiadieron 100 pl por pocillo de DMSO con agitacion durante 10
minutos para disolver el MTT. El color se midié en un lector de microplacas (Bio-Rad,
modelo 3550, Argentina) a 550 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Por otro lado, se analizd la viabilidad de las células de adenocarcinoma humano (linea
Caco-2) utilizando la metodologia mencionada anteriormente (reduccion de MTT).
Brevemente, 62.500 células se colocaron en pocillos de una microplaca de poliestireno
de 96 pocillos y se dejaron adherir durante 2 horas. Luego, se realizé un lavado con
PBS del medio de cultivo DMEM vy se incubaron con concentraciones crecientes de
medio de cultivo como control, BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO y
NLC-VEHICULO (0, 50 y 100 uM para BNZ, y concentraciones de lipidos/polimeros
equivalentes para los vehiculos sin BNZ) durante 3 horas. Se agregé MTT (5 mg/mL en
PBS) durante otras 3 horas, y concluido el tiempo de incubacion, se afiadieron 100 pl de
DMSO por pocillo durante 10 minutos en agitacion. El color se midi6é en un lector de
microplacas (Bio-Rad, modelo 3550, Argentina) a 550 nm. El ensayo se realiz6 por

triplicado.
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Por ultimo, se determind la citotoxicidad en la linea celular Vero. Se obtuvieron
suspensiones de células previamente crecidas en una microplaca de poliestireno de 96
pocillos (cantidad inicial = 5x10* células por pocillo) incubadas durante 72 horas con
los controles de medio de cultivo RPMI, RPMI+DMSO (1%), y los tratamientos BNZ,
EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO y NLC-VEHICULO (en concentraciones 1, 5,
10, 25 y 50 uM de BNZ y concentraciones de lipidos/polimero equivalentes para los
vehiculos sin BNZ). Se afiadi6 yoduro de propidio (IP) (50 ng/mL) (Sigma, EE. UU.) a
las suspensiones celulares durante 10 minutos antes del analisis para evaluar la falta de
viabilidad celular por citometria de flujo utilizando el citdémetro de flujo BD
Biosciences FACSCANTO II (EE. UU.). El andlisis de datos se realizd utilizando el
software FlowJo™ (LLC, EE. UU.). Se adquirieron un total de 20.000 eventos para
cada muestra. El porcentaje de viabilidad celular se calculd en base a la viabilidad del

control con medio de cultivo RPMI + DMSO (1%). El ensayo se realizo por duplicado.

13. Determinacion de efecto hemolitico

La hemolisis se evaluo en un volumen final de 3 mL de mezcla entre una suspension de
sangre humana fresca recién extraida heparinizada, colocada en una placa de cultivo
celular de 6 pocillos junto al agregado de diluciones de nanoparticulas y/o farmaco
libre. Se agregaron alicuotas de diluciones frescas de BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ,
EU-VEHICULO y NLC-VEHICULO (concentraciones finales iguales a 1, 5 y 50
ug/mL de BNZ y sus respectivos equivalentes para vehiculos vacios) a cada pocillo y se
incubaron durante 48 horas a 37 °C. Luego, las muestras se centrifugaron durante 5
minutos a 2.500 rpm y se determind la absorbancia del sobrenadante a 540 nm. Se
utilizé Triton X-100 (10%) y solucion salina como controles positivo y negativo,
respectivamente. La actividad hemolitica (HA, %) se calculd a partir de la siguiente

ecuacion:

muestra— A ssalina

A
HA(%) = = o x100 Eq.2.7

40 anrzton X—-100 — As4o nmssalma

Donde 45, muestra representa el valor de absorbancia de la muestra, 45, Triton
X-100 el valor de absorbancia del control positivo y A sy, solucion salina el valor de

absorbancia del control negativo. El ensayo se realizo por duplicado.
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Se estim6 el valor de concentracion plasmatica a las 3 h luego de administraciones
orales multiples de 2,5mg/kg/12h de BNZ a pacientes parte de un estudio
farmacocinético poblacional. Se obtuvieron los pardmetros farmacocinéticos a partir de
un estudio de Soy ef al. en el que se analizaron 358 datos de concentracion plasmatica
en el rango de 0,56 -28,94 mg/L (5).

Este ensayo se realizo en el Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET,
UNLP-CONICET La Plata) con la colaboracion de la Dra. Rocio Gambaro y la Dra.
Gisel Padula. La sangre se obtuvo del Instituto de Hemoterapia de La Plata, como parte
de un acuerdo formal entre el IGEVET y esa institucion. Ademas, el protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de la UNLP y se desarrolld de acuerdo con los
principios proclamados en la Declaracion Universal de Derechos Humanos de 1948, las
normas ¢ticas establecidas por el Codigo de Nuremberg de 1947 y la Declaracion de
Helsinki de 1964 y sus sucesivas enmiendas y aclaraciones. Se presto especial atencion
a los Derechos del Paciente en su relacion con los profesionales e instituciones de salud

y a la Ley Nacional 25.326 sobre Proteccion de Datos Personales.

14. Obtencion de los diferentes estadios de 7. cruzi

Se utiliz6 la cepa K98 de 7. cruzi (Tc 1, baja virulencia) para los ensayos in vitro. Los
tripomastigotes de cultivo celular se obtuvieron a partir del sobrenadante del cultivo de
células Vero en botellas de 25 cm? luego de una infeccion con tripomastigotes de 2 a 3
dias, mantenidas en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5%. El cultivo celular
fue a 37 °C en un ambiente himedo con un 5% de CO,. Por otra parte, los amastigotes
se obtuvieron a partir de la infeccion de células Vero con tripomastigotes de la cepa K98

incubando el cultivo durante 24 horas con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1:2.

15. Efecto sobre los tripomastigotes de 7. cruzi

Se co-cultivd una suspension de tripomastigotes (1x10° tripomastigotes por pocillo) en
una microplaca de 96 pocillos junto con alicuotas de concentraciones de BNZ
(nanovehiculizado o libre) 1, 2,5, 5 y 10 uM, y concentraciones de lipidos/polimeros
equivalentes para los vehiculos sin BNZ. Las diluciones se realizaron en medio de

cultivo RPMI suplementado con 5% FBS. La placa se incubd a 37 °C en atmoésfera 5%
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de CO,. Después de 24 horas de incubacion estatica en estufa, se contaron los parasitos
moviles en una cdmara de Neubauer bajo el microscopio 6ptico. Los controles negativos
consistieron en medio de cultivo RPMI suplementado con 5% de FBS asi como también
RPMI con 1% de DMSO.

Los resultados se expresaron como porcentaje promedio de viabilidad de
tripomastigotes (%) (con respecto al control RPMI + DMSO 1%) y el error de la
medicion a través del célculo del desvio estandar. Los experimentos se realizaron por
cuadruplicado para NLC vy triplicado para la formulacion de Eudragit®. La
concentracion efectiva 50% (ECs,) en el ensayo de viabilidad de tripomastigotes in vitro
se determiné a partir de la curva concentracion-respuesta ajustada a través de regresion
no lineal en el software GraphPad Prism version 8.0.1 (GraphPad Software Inc. EE.
Uu.).

16. Efecto sobre los amastigotes de 7. cruzi

Se comenz6 infectando un cultivo de células Vero con tripomastigotes de la cepa K98
de T. cruzi (parésitos transgénicos con la adicion del gen que codifica para la proteina
verde fluorescente (GFP)) utilizando una MOI de 1:2. Después de 24 horas, las células
se lavaron tres veces con PBS 1X, se tripsinizaron durante 10 minutos y se sembraron
en microplacas de 96 pocillos (5x10* células por pocillo). Después de un periodo de 2-3
horas de incubacion estatica para que las células se adhirieran a la microplaca, se
afiadieron  alicuotas de BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO y
NLC-VEHICULO (en concentraciones de BNZ de 1, 5, 10, 25 y 50 uM y
concentraciones de nanoparticulas equivalentes a las necesarias para vehiculizar las
dosis referidas de BNZ pero sin el farmaco). Tras 72 horas adicionales de incubacion
estatica a 37°C, las células se recolectaron con una solucidon de tripsina/EDTA y se
procesaron para el analisis de citometria de flujo en un citometro de flujo BD
Biosciences FACSCANTO II (EE. UU.). Se anadi6 PI (Sigma, EE. UU.) a las
suspensiones celulares (50 pg/mL) incubandose durante los 10 minutos previos a la
lectura para evaluar la muerte celular, y se compar6 con la sefial de viabilidad indicada
por la fluorescencia aportada por la expresion de GFP (6). Se adquirieron un total de
20.000 eventos para cada muestra. El analisis de datos se realizo utilizando el software
FlowJo™ (LLC, EE. UU.). Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad

promedio de amastigotes (%) (con respecto al control RPMI + DMSO 1%) y el error de
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la medicioén a través del calculo del desvio estandar. Los experimentos se realizaron por
triplicado. El valor de ECs, se determind a partir de la curva concentracidon-respuesta
ajustada a través de regresion no lineal utilizando el software GraphPad Prism version

8.0.1 (GraphPad Software, EE. UU.).

17. Ensayo de permeabilidad a través de una monocapa celular

Se utilizo la linea celular Caco-2 para el ensayo de permeabilidad. En primer lugar, las
células se obtuvieron del cultivo en botellas de 25 cm? con el medio de cultivo DMEM
(Life Technologies, Francia) adicionado con 15% FBS, 1% L-glutamina y 1%
aminoacidos no esenciales en cultivo estatico a 37 °C y una atmoésfera humeda con 5%
de CO,, durante un maximo de 8 pasajes. Se descartd el sobrenadante de la botella, se
lavo tres veces con PBS 1X y se tripsinizo el cultivo durante 10 minutos. La suspension
celular resultante se sembrd en placas Transwell (Biofil, China) de 12 pocillos con una
membrana de poliestireno de 1 pm de tamafio de poro y un area superficial de 1,12 cm?
a una densidad celular de 60.000 células por pocillo. Se realizé el cambio de medio de
cultivo todos los dias durante 10 dias agregando 0,5 mL de medio de cultivo en la zona
apical y 1,5 mL en la zona basolateral. A partir del séptimo dia se comenz6 a medir la
resistencia eléctrica trans-epitelial (TEER, Trans-ephitelial electric resistance (€.cm?))
utilizando un voltimetro epitelial (Millicell-ERS, Millipore Corporation, EE. UU.)
como medida de formacién de la monocapa de células confluente en el Transwell.

El dia del experimento se cambi6 el medio de cultivo a los pocillos y se midio
nuevamente el TEER obteniendo medidas entre 600 y 1.000 Q.cm?, lo cual fue una
sefal indicativa del establecimiento de la monocapa de células para proceder con el
experimento. Se retird el medio de cultivo de la zona apical y se coloco una dilucion de
NLC-BNZ, EU-BNZ y una suspension de farmaco libre a fin de tener una
concentracion final de 2 mM en el pocillo. Se retird6 un volumen de 400 pL del
compartimento basolateral a los tiempos 20, 40, 60, 80, 100 y 120 minutos reponiendo
el volumen con medio de cultivo DMEM fresco y termostatizado a 37 °C. Las alicuotas
obtenidas fueron cuantificadas mediante HPLC y el coeficiente de permeabilidad

aparente (Papp) fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Papp = X (ﬂ) Eq. 2.8

A.Co dt
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Donde A es el area de la membrana del inserto (1,12 ¢cm?), Co es la concentracion
inicial en la camara apical y dQ/dt es la velocidad inicial de transporte del farmaco,
obtenida de la pendiente de la region pseudo-lineal de la curva.

Los resultados se expresaron como el valor promedio del coeficiente de permeabilidad
junto a la medida del error expresada a partir del calculo del desvio estdndar. Los

ensayos se realizaron por duplicado.

18. Evaluacion farmacocinética de la formulacion

Se utilizaron ratones macho libres de patogenos especificos de la cepa Balb/c de 4-5
semanas con pesos entre 21-29 g provistos por la Facultad de Ciencias Veterinarias
(UNLP). El ensayo se adecu6 a la guia ARRIVE (7). Para ello, los animales se
mantuvieron en condiciones de alimentacion y agua ad libitum, con no mas de 6 ratones
por habitat con un ambiente enriquecido para disminuir el estrés, con regimenes de 12h
luz/oscuridad y control de temperatura a 20-22 °C. Fueron adaptados previamente a la
administracion oral (p.o.) o intraperitoneal (i.p.), segun correspondiera, durante cinco
dias, con solucidn fisioldgica (volumen de 0,1 mL). Tanto la adaptacion como el ensayo
fue realizada durante la fase de luz por experimentadoras de sexo biologico femenino.

De acuerdo a la via de administracion, se administrd p.o. con sonda intragastrica (n=2
para cada tiempo de muestreo) o mediante inyeccion i.p. con jeringa tuberculina de 1
mL y aguja estéril Terumo® 25G (n=1 para cada tiempo de muestreo). Se administro la
formulacion NLC-BNZ o una suspension de farmaco, ambos tratamientos en dosis de
30 mg/kg, preparando el farmaco como una suspension en solucion fisiologica con el
agregado de un 20% de DMSO. En el caso de EU-BNZ se realiz6 una administracion
p.o. (n=2) a una dosis de BNZ de 30 mg/kg. La formulacién de nanoparticulas se
prepard segun lo descrito en la seccion 2, con modificaciones en la cantidad de lipido o
polimero (6% p/v), la cantidad de surfactante (4,5 %p/v), y en el agregado de 100 pL de
DMSO para preparar nanoparticulas estables cuya carga de BNZ sea compatible con el
volumen méaximo que es posible administrar a un raton. Los volumenes méximos de
administracion fueron 10 mL/kg. Los tiempos de muestreo fueron 1, 2, 4, 8 y 24 h. La
toma de muestra se realiz6 mediante la extraccion de sangre submandibular punzando
con una aguja estéril 21Gx1” sobre la vena facial a fin de recolectar entre 100-150 puL

de sangre que luego fue centrifugada a 4.000 rpm durante 10 minutos para obtener el
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plasma. Se realiz6 la eutanasia a los ratones una vez finalizado el experimento mediante
asfixia con CO,.
El calculo del area bajo la curva (AUC, ,y AUC, ,) se realizd a partir del método

trapezoidal (8) calculando el area de cada trapezoide a partir de la siguiente ecuacion:

Cp,

A=(t —t) (2ol Pa, Eq. 2.9
2 1 2 g. <.

Donde A corresponde al area del trapezoide delimitado por los tiempos experimentales
t; y t,, y Cp corresponde al valor de concentracion plasmatica a un determinado tiempo
t. Posteriormente, se realizdo la sumatoria de las areas de los trapezoides (N° de
trapezoides = teyerimentales — 1), Y S€ adiciono el area del triangulo entre t, y t;, y el area
bajo la curva entre el Gltimo tiempo experimental y t, (estimado segun el modelo
farmacocinético monocompartimental como Cp/kel).

El procedimiento se llevo a cabo en el bioterio del Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo de Bioactivos (LIDeB). El protocolo experimental, titulado “Estudio de
biodristribucion de farmacos” fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de
la Universidad Nacional de La Plata con nimero de protocolo 004-00-23. El farmaco
total en plasma se cuantifico mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas (LC-MS/MS) gracias al servicio de espectroscopia del Centro de

Investigaciones de Medio Ambiente (CIM -UNLP-CONICET).

19. Evaluacién de la formulacién en un modelo agudo in vivo

Se utilizaron ratones hembra libres de patogenos especificos de la cepa Balb/c de 3-4
semanas infectadas con 1.000 tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa RA (TcVI) a través
de una administracion i.p. Los ratones fueron provistos por el bioterio del Instituto de
Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM) de la Universidad de
Buenos Aires. Se mantuvieron en condiciones ad [libitum con regimenes de 12 h
luz/oscuridad y ambiente climatizado a 20-22 °C habiendo no mas de 6 animales por
habitat. Se inicid el tratamiento con EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHICULO,
NLC-VEHICULO, VEHICULO (del farmaco, solucién fisioldgica + DMSO 20%) o
BNZ a dosis de 10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d para BNZ, y 10 mg/kg/d para las
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nanoparticulas. La suspension de BNZ 10 mg/kg/d se prepard disolviendo 30 mg de
BNZ en 100 uL. de DMSO y llevando a un volumen de 30 mL con solucioén fisiologica
en agitacion (se procedid de manera proporcional con la suspension de BNZ 20
mg/kg/d). La formulacion de nanoparticulas se prepar6 segun lo descrito en la seccion
2, con modificaciones a la cantidad de lipido o polimero (6% p/v), a la cantidad de
surfactante (4,5 %p/v), y al agregado de 100 uL. de DMSO debido al aumento de la
cantidad de BNZ para alcanzar en la dosis en ratones.

El tratamiento comenzé a los 5 dias post-infeccion (dpi) (n = 5 para cada grupo de
ratones) y tuvo una duracion de 5 dias, administrando las dosis p.o. mediante canula
intragéstrica. Al comienzo y al final de tratamiento se realiz6 el seguimiento de la
infeccion de manera semi-cuantitativa mediante la obtencion de una gota de sangre por
puncién de la vena caudal lateral y su posterior observacion en el microscopio optico en
busqueda de parésitos, leyendo 20 campos por muestra.

En los dias 13, 16, 20, 23, 27, 29, 33 y 37 dpi se realizaron controles de parasitemia y
estado general de los ratones. La parasitemia se realizo obteniendo 5 pL de sangre por
puncién en la vena caudal lateral, tomando la gota de sangre con tips previamente
embebidos con heparina y mezclandolos con 45 pL de solucion de lisis (Cloruro de
Amonio 0,83%). Se incub6 la muestra a 37 °C durante 5-10 minutos y se colocaron 10
pL en una camara de Neubauer para el recuento de tripomastigotes bajo el microscopio
optico. Se confeccionaron curvas de Kaplan-Meier para la evaluacion de la
supervivencia. Se realiz6 la eutanasia por asfixia con CO, una vez finalizado el ensayo.
El procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Inmunologia y Patogénesis
Parasitarias (LIPAP) perteneciente al IMPaM bajo el protocolo titulado "Obtencion y
evaluacion preclinica de nanovehiculos farmacéuticos para aplicacion en el tratamiento

de la enfermedad de Chagas" aprobado mediante resolucion 4081/04.

20. Determinacién de BNZ por HPLC-UV

La cuantificacion de BNZ para la determinacion del EE, %, y los estudios de liberacion
y de permeabilidad a través de monocapa celular se realizé utilizando un equipo de
HPLC (Gilson SAS, Francia) con deteccion UV. Se utiliz6é una columna Platinum EPS
Cs (150 mm x 4,6 mm, 5 um, Grace™, EE. UU.). Para la cuantificacion de BNZ en los
ensayos de determinacion de EE, % y el porcentaje de liberacién de farmaco se utilizd

una fase moévil metanol: agua ultrapura (60:40) con el agregado de una alicuota de
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solucion de acido fosforico (0,02%) para obtener un pH final de 2,5. Se realiz6 una
modificacién a la proporcion de solventes para la cuantificacion del farmaco en el
ensayo de permeabilidad, resultando en metanol: agua ultrapura (30:70) a pH 2,5 para
lograr la separacion entre las impurezas de la muestra y el farmaco arrastradas por el
medio de cultivo. La curva de calibracion se realizd con 6 puntos en el intervalo de
concentraciones (2,5-50 pg/mL). El sistema se oper6 isocraticamente a un flujo de 1,0
mL/min, y la deteccion del farmaco se realizé a 324 nm. El volumen de inyeccion fue

de 20 pL.

21. Determinacion de BNZ por LC-MS/MS

La cuantificacion de BNZ desde las muestras de plasma se realiz6 mediante
LC-MS/MS. Las muestras de plasma se mantuvieron en un bafio de agua y hielo, y se
les agregd un mismo volumen de acetonitrilo frio para que precipiten las proteinas del
plasma. Se mezclé durante 10 segundos en vortex y se dejo reposar durante 15 minutos
en el bano frio. Luego, se centrifugd a 10.000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. Se tomd
el sobrenadante y se realizd una dilucion con agua/acetonitrilo (1/1), a fin de luego
pasar a inserto para la inyeccion en el equipo de LC-MS/MS.

El equipo utilizado fue un HPLC Waters Alliance 2695 (EE.UU.) acoplado un
espectrometro de masas de doble cuadrupolo en tindem Premier XE (Waters Corp.) con
fuente de ionizacion de electrospray, operado en modo positivo (ESI+). La separacion
cromatografica fue realizada empleando una columna C,3 X-SELECT™ (75 mm x 4,6
mm, 3 mm tamafio del poro. Waters Corp.) empleando un gradiente de metanol y agua
ultrapura con acido férmico y acetato de amonio como aditivos para la ionizacion. El
espectrometro de masas fue configurado para operar en modo monitoreo de reaccion
multiple (MRM) empleando dos transiciones de masas del compuesto, una de
cuantificacion y la otra de confirmacion. La curva de calibracion externa fue realizada

con 4 puntos en el intervalo de concentraciones (0,5-50 ng/mL).

22. Validacion del método de cuantificacion de BNZ

La validacion del método analitico de HPLC-UV se realiz6 a partir de la preparacion de
3 soluciones independientes stock de BNZ. Se pesaron exactamente alrededor de 5 mg

de BNZ (pureza: >97%) por triplicado. Se coloco la masa de farmaco en un matraz
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aforado de 50 mL, se agregaron 25 mL de la mezcla metanol:agua (60:40) y se sonicd
hasta obtener una solucion limpida. Luego, se completd el volumen. A partir de cada
una de esas soluciones stock se realizaron diluciones para obtener alicuotas con las
siguientes concentraciones: 2,5, 5, 10, 15, 20 y 50 pg/mL. En cuanto al método analitico
de LC-MS/MS se realizd6 1 soluciéon stock de concentracion 10 mM pesando
exactamente alrededor de 10 mg de BNZ y disolviéndolo en DMSO. Se realizaron
diluciones por duplicado hasta alcanzar concentraciones de 0,5, 1, 10 y 50 ng/mL.

Se evaluo la linealidad, el rango y la especificidad de los métodos analiticos empleados.

23. Analisis estadistico

La normalidad de la distribucion de las variables se evalu6 mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Las comparaciones de las medias se realizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) seguido de pruebas de comparacién multiple de Tukey o
de Dunnet para la comparacion contra el control del experimento. Se considerd

significancia estadistica a p < 0,05.
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Capitulo 3

Desarrollo, caracterizacion y evaluacion de un sistema lipidico cargado
con benznidazol

Resultados y discusion

1. Validacidén de los métodos de cuantificacion del BNZ

El método de cuantificacion por HPLC-UV obtuvo una relacion lineal entre la
concentracion del farmaco y la respuesta obtenida en el rango de concentraciones
ensayadas (2,5 — 50 pg/mL), con un coeficiente de determinacion R* = 0,9985. El
analisis de la varianza mostr6 una relacion lineal significativa, con ajuste al modelo
lineal (p < 0,05). Los resultados obtenidos se sintetizan en la Tabla 3.1.

Por otro lado, la especificidad del método se evaludé mediante la medicion del tiempo de
retencion del BNZ, observando que ningun componente de los medios de cultivo o

impureza tuvieron un tiempo similar al del farmaco.

Tabla 3.1. Ensayo de linealidad para BNZ por HPLC-UV. Se ensayaron 3 réplicas
independientes a 6 concentraciones (n=18). F.V: fuente de variacion; SC; suma de

cuadrados; gl; grados de libertad; CM: cuadrados medios.

F.V SC Gl CM F p-valor
Concentracion 2,67E+12 1 2,6E+12 5450,41 <0,0001
Error 7,86E+09 16 4,91E+08
Falta de ajuste 4,09E+10 4 1,02E+09 3,25 0,0504
Error puro 3,77E+09 12 3,14E+08
Total 2,68E+12 17

Para el método de cuantificacion por LC-MS/MS, la relacion entre la concentracion y la
respuesta fue lineal en el rango de concentraciones ensayadas (0,5-50 ng/mL), con un
coeficiente de determinacion R? = 0,9988. El analisis de la varianza mostrd una relacion
lineal significativa, con ajuste al modelo lineal (p < 0,05). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Ensayo de linealidad para BNZ por LC-MS/MS. Se ensayaron 2 réplicas a 4
concentraciones (n=8). F.V: fuente de variacion; SC; suma de cuadrados; gl; grados de

libertad; CM: cuadrados medios.

F.V SC Gl CM F p-valor
Concentracion 1,13E+13 1 1,13E+13 4055,10 <0,0001
Error 1,68E+10 6 2,79E+09
Falta de ajuste 1,21E+10 2 6,06E+09 5,21 0,0770
Error puro 4,66E+09 4 1,16E+09
Total 1,14E+13 7

2. Formulacién y caracterizacion fisicoquimica de NLC-BNZ y NLC-VEHICULO

La formulacion de nanoparticulas fue preparada por el método de ultrasonicacion,
resultando en una dispersion coloidal de aspecto blanquecino, homogénea y estable, sin
evidencia de precipitado. La etapa de fundido del lipido y agregado del farmaco resultd
en una suspension de farmaco en la fase oleosa. El agregado del lipido liquido
GTCC-LQ se realizd6 para generar un rearreglo de la estructura cristalina de la
arquitectura lipidica, lo cual por un lado, comparando con un sistema de SLN, aumenta
la eficiencia de carga y la estabilidad en estanteria, resultando en un nanosistema del
tipo de NLC (1).

La EE, % de NLC-BNZ fue del 81,1 + 2,1 % y la carga tedrica de farmaco en el lipido
fue de 2,5% p/p. Nuestros resultados estuvieron en concordancia con los valores de EE,
% previamente reportados en un estudio realizado por Vinuesa y colaboradores (2), que
involucrd diferentes tipos de nanoparticulas y BNZ, incluyendo NLC y SLN, con un
método de obtencion similar al que se realizo en este trabajo.

Seguidamente, la formulacion NLC-BNZ se observé al TEM para confirmar la
presencia de nanoparticulas, su morfologia esférica y una distribucion homogénea de
tamanos (Figura 3.1). Se observd un tapiz de nanoparticulas con una distribucién de

tamafios hasta los 200 nm.
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Figura 3.1. Imagenes de NLC-BNZ obtenidas por TEM.

El didmetro hidrodindmico de las nanoparticulas, estimado mediante DLS, también
estuvo en el rango de 100-200 nm (con un valor promedio de 150,65 + 4,74 nm), sin
observarse diferencias de tamafio significativas entre las nanoparticulas con o sin carga
de farmaco), y con una distribucién de tamanos moderada, como lo indicé un PdI de
0,202 + 0,009. Respecto al Pdl, para formulaciones lipidicas se consideran que valores
< 0,3 denotan formulaciones con una distribucion homogénea para aplicaciones
biologicas (3-6). A la par, se realizdé un analisis de las imagenes mediante el software
ImageJ (7) estimando un tamafio de particula de 150 + 13 nm, resultado notablemente
similar al obtenido mediante DLS.

El { se midi6 mediante anemometria de Doppler obteniendo valores de -14,08 + 2,25
mV. En las formulaciones lipidicas, el valor ligeramente negativo de { generalmente
suele estar dado por el surfactante utilizado, aunque también puede ser resultado de otro
componente de la formulaciéon como el lipido o solventes remanentes del proceso de
elaboracién (8). En este caso, la mayoria de los componentes son neutros a pH
fisiologico ya que son compuestos quimicos con enlaces del tipo éster (lipido) y/o éter
(poloxamero), y la formulacion presentd un valor levemente negativo como otras
obtenidas a partir de materias primas similares (9,10).

Pasando a los ensayos de degradacion térmica, en primer lugar, se realizaron analisis de
DSC y TGA para determinar la estabilidad térmica y los procesos de
fusion/recristalizacion de los componentes luego de la encapsulacion del farmaco. En la
Figura 3.2 se muestran termogramas de DSC, mientras que la temperatura de fusion, la

entalpia de fusion y el indice de cristalinidad se presentan en la Tabla 3.3.
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El termograma de BNZ mostr6 un pico endotérmico en su punto de fusion (191,2 °C)
(11). La formulacion mostré dos picos endotérmicos en el rango de 40-50 °C, que
coinciden con los puntos de fusion del lipido y del tensioactivo, como se constatd en
bibliografia (12, 13). Esto sugiere que no ocurren otros cambios endotérmicos en los
componentes de la formulaciéon o durante el proceso de sonicaciéon (que aporta al
sistema una cantidad considerable de energia). El pico de transicion de fase de BNZ no
aparecid en el termograma de la formulacion, lo que sugiere que el BNZ esta disperso
dentro de la matriz lipidica (14). En correlacion con el menor valor de entalpia de
fusion, el valor de IC, % de las nanoparticulas fue menor que el del MM puro. Las
moléculas de lipido podrian encontrarse menos ordenadas en las nanoparticulas en
comparacion con el material puro, debido a la incorporacion del farmaco y el
tensioactivo. Por esa razon, podrian requerir una menor cantidad de energia para

fundirse en comparacion con la sustancia cristalina pura (15).
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Figura 3.2. Termogramas de BNZ, MM, P188, NLC- VEHICULO y NLC-BNZ.
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Tabla 3.3. Propiedades térmicas de BNZ, MM, P188 y las formulaciones (NLC-
VEHICULO y NLC-BNZ). Tf: temperatura de fusién. AHf: entalpia de fusion. IC %:

indice de cristalinidad.

MUESTRA Tf (C) AHF (J/g) IC %
BNZ 191,2 142,3 100

MM 42,9 239.4 100

P188 54,2 148,8 100

NLC- VEHICULO 41,4517 61,1 12,7
NLC-BNZ 40,9 — 50,01 59,4 12,4

Las curvas termogravimétricas de MM, P188 y BNZ mostraron un proceso de
degradacién térmica, mientras que NLC-BNZ y NLC-VEHICULO presentaron dos
eventos (Figura 3.3). El proceso de pérdida de peso del lipido comenzé a 180 °C y
finaliz6 a 320 °C. El termograma del P188 mostr6 un proceso de descomposicién que
comenzo a 300 °C y culminé a 410 °C, y la mayor proporcion de degradacion de BNZ
ocurrio en el rango de 190-300 °C. Considerando estos procesos, el comportamiento
térmico de las nanoparticulas podria atribuirse, en primer lugar, a la degradacion del

lipido y luego a la pérdida de peso del surfactante.
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Figura 3.3. Termogramas de BNZ, MM, P188, NLC-VEHICULO Y NLC-BNZ.
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A modo complementario, se utilizd la técnica de espectroscopia infrarroja por
ATR-FTIR para analizar la composicion superficial de las nanoparticulas y determinar
las posibles interacciones entre los componentes de la formulacion (Figura 3.4). El
espectro de BNZ presentd sus picos caracteristicos a 3.264 cm™' (correspondiente al
N-H en el enlace amida secundaria), 1.652 cm™ (C=0 en la amida), 1.523-1.400 cm™
(rango de flexion del N-H en la amida; 1.500-1.400 cm™' es también el rango de
absorcion del C=C en el grupo bencilo), 1.357 cm™' (vibracion simétrica de R-NO,), y
1.141 cm™ (C-N en el anillo imidazol) (16). E1 MM mostré picos a 2.913 y 2.848 cm’™!
(correspondientes al C—H de alcano), 1.731-1.184 cm™ (rango de estiramiento del C=0O
y C-O de los grupos éster). El pico a 1.467 cm™' se asoci6 con las vibraciones
deformantes del C—H de alcanos (17). Los picos caracteristicos del P188 se observaron
a 3.600 cm™' (estiramiento del O—H), un pico intenso en 2.873 cm™' (correspondiente al
estiramiento del C-H de alcanos), otro pico intenso en 1.105 c¢cm™ (estiramiento
simétrico del C-O-C), y un rango caracteristico en 964-833 c¢cm™' (estiramientos
asimétricos y simétricos del C—C-O) (18). El espectro de NLC-BNZ mostr6 picos
caracteristicos del MM y P188 (superposicion de los picos mas intensos en la region de
3.000 cm™ —2.910 cm™, 2.883 cm™' y 2.854 cm™'- debido a la presencia del lipido y el
tensioactivo). En contraste, el espectro no mostrd picos que pudieran estar relacionados
con BNZ, lo que sugiere que las moléculas del farmaco se hallan dispersas en la matriz

lipidica y no en la superficie de las nanoparticulas.
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Figura 3.4. Espectros infrarrojos de BNZ, MM, P188, NLC-VEHICULO Y NLC-BNZ.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis estructural seleccionando diferentes regiones
angulares de los patrones SAXS y WAXS. Los patrones de WAXS (Figura 3.5)
mostraron contribuciones en los picos de difraccion de BNZ, MM y NLC. La
formulacion mostr6 contribuciones tanto del MM aislado como de picos adicionales de
Bragg a 19,1° y 23,3° correspondientes al copolimero. Esto indica que hubo segregacion
de fases, formando muy probablemente una estructura de ntcleo-céscara con la fase
lipidica en el interior y la parte hidrofilica del copolimero en la parte exterior de las
NLC. Las posiciones principales de los picos de MM expresadas en términos de
espaciamiento d fueron 4,1 y 3,8 A, correspondientes a una familia del polimorfo B’
(19) y no se modificaron después de la sintesis de las NLC o la adicion de BNZ.
Ademas, no hubo contribuciones de la fase cristalina de BNZ dentro de las NLC,

probablemente debido a su pequefia cantidad relativa o a su disolucion dentro de las

NLC.
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Figura 3.5. Espectros WAXS para BNZ, MM, P188, NLC-VEHICULO Y NLC-BNZ.

Los picos de difraccion de Bragg de largo periodo para el MM se pudieron observar en

los patrones de SAXS en el rango q entre 0,15y 0,2 A™! (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Patrones SAXS para muestras con MM en su composicion.
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El MM puro confirmé la presencia de un polimorfo 3’ con un periodo de espaciamiento
d de 3,99 (001) y 3,47 nm (002), mientras que en las NLC solo permanecio el pico de
espaciamiento d de 3,47 nm. Ademas, en los sistemas NLC, el pico de Bragg principal
fue mas ancho, lo que atribuimos a un efecto de cristalizacién de tamafio nanométrico
donde los tamafios medios de cristalito estimados fueron de 94 £ 5 nm y 101 = 5 nm
para NLC-VEHICULO y NLC-BNZ, respectivamente, utilizando la aproximacion de
Scherrer. Sin embargo, un ensanchamiento de la parte inferior del pico principal en las
muestras de NLC-BNZ sugiere defectos en la estructura, probablemente debido a la
inclusion de BNZ en la formulacion. A angulos mdas pequefios, el copolimero en la
superficie exhibid una estructura tipo lamelar (20).

En la Figura 3.7 se presenta el grafico de Lorentz/Kratky (gl vs q), donde los picos de
NLC y NLC-BNZ permanecieron en la misma posicion, independientemente de la
presencia de la carga de BNZ. La funcion de correlacion lineal se obtuvo utilizando la

siguiente transformacion (21, 22):

J1 (@)q*cos(qz)dq
K(z) = =

Eq. 3.1

[}

{ I (q9)q*dq

norm

donde /norm es la intensidad normalizada después de eliminar la contribucion del MM:
Inorm = INLC(q) - Ibackground - c¢(IMM(q) - Ibackground), siendo INLC Ia
contribucion a la intensidad por parte de la formulacion, Ibackground la senal ruido del
sistema y ¢ una constante o proporcionalidad ponderada entre las fases. A partir de esta
transformacion, el periodo lamelar obtenido del primer maximo de la oscilacion fue de
12,6 nm para ambos sistemas (Figura 3.7). Se desprende que BNZ es una molécula
lipofilica que no modifico la estructura del surfactante. Por lo tanto, es probable que el

farmaco se disuelva en el ntcleo de la nanoparticula lipidica.
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Figura 3.7. Grafico de Lorentz/Kratky para los patrones de SAXS de
NLC-VEHICULO (linea continua) y NLC-BNZ (linea discontinua). El recuadro

corresponde a la transformacion de correlacion lineal para sistemas lamelares.

3. Ensayos de liberacion y estabilidad fisicoquimica

El resultado de los experimentos de liberacion de BNZ desde las nanoparticulas, en
primer lugar, mostré un 78% del farmaco libre disuelto en los primeros 15 minutos del
experimento (Figura 3.8). En contraste, durante los primeros 15 minutos solamente
alrededor del 12% del farmaco fue liberado de la formulacion.

Respecto del BNZ en la formulacion, se observo una liberacion inicial rapida, seguida
de una liberacion lenta. Esta observacion podria explicarse, en parte, considerando la
presencia de moléculas de farmaco libre en la formulacioén (20% de la carga inicial de
farmaco) y, por otra lado, por la presencia de moléculas de farmaco ubicadas cerca de la
superficie de las nanoparticulas, siendo moléculas que difunden rapidamente fuera del
vehiculo. La sintesis de nanoparticulas haria que el BNZ, de naturaleza lipofilica, se
reparta preferentemente hacia la fase lipidica; sin embargo, durante la sonicacion, el
aumento de la temperatura también aumentaria la disolucion en la fase acuosa. Las
moléculas repartidas en el lipido pasan a forman parte del nticleo sélido (o se ubican en

las imperfecciones que en la matriz solida produce el lipido liquido) a medida que la
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formulacion se enfria a temperatura ambiente, y las moléculas que quedaron en la fase
acuosa intentardn repartirse hacia el lipido para establecer el reparto asociado a una
menor temperatura. En el intento de repartirse nuevamente en el lipido, permanecerian

concentradas en los bordes de las nanoparticulas, lo que explicaria la liberacion inicial

mas rapida.
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Figura 3.8. Perfil de liberacion in vitro de BNZ y NLC-BNZ.

Por otra parte, el aumento paulatino de la concentracion de farmaco en el medio de
liberacion observado después de la etapa inicial podria atribuirse a la liberacion gradual
de moléculas de farmaco desde el interior de las nanoparticulas, donde se encuentra
principalmente el farmaco segun los resultados de las técnicas de caracterizacion
fisicoquimica. Si bien la temperatura de fusion del lipido se encuentra en el rango 36-40
°C, no se observo una completa disolucion del mismo dentro de la bolsa de didlisis
manteniéndose el color blanquecino de la formulacion durante todo el experimento. Tal
vez por este motivo no se alcanz6 un 100% en la liberacion del farmaco, ya que al ser el

BNZ un farmaco liposoluble se mantendria en contacto con la fase lipidica. Aun asi, y
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aunque esta formulacion posee una carga de farmaco relativamente baja, es notable que
la liberacion acumulada maxima de farmaco es mayor que la observada para sistemas
similares previamente reportados (2). Podria ser de interés alcanzar una liberacion
gradual del BNZ desde las nanoparticulas, ya que de este modo se podrian evitar
concentraciones plasmaticas por encima del rango terapéutico inmediatamente luego de
la administracion de una dosis alta, lo cual conllevaria a posibles efectos adversos
dependientes de la concentracion. Asi mismo, tal vez seria posible mantener los niveles
de farmaco dentro del rango terapéutico durante un mayor intervalo de tiempo entre
dosis sucesivas.

Los datos de liberacion in vitro se ajustaron a diferentes modelos matematicos (Tabla
3.4). El modelo que mejor ajusto los datos fue el modelo de Korsmeyer-Peppas seguido
de un modelo de liberacion de primer orden. La eleccion del mejor ajuste se bas6 en
maximizar el coeficiente de determinacion (R?/R*-ajustado) y en minimizar el error
medio cuadrado (EMC) y el criterio de informaciéon de Akaike (AIC). Se busca
minimizar este parametro a fin de poder elegir un modelo que prediga de la manera mas
exacta las mediciones obtenidas con un balance entre el error en el ajuste y la cantidad
de factores que se pueden incluir.

El modelo de Korsmeyer-Peppas, también llamado ley de potencia, se utilizo
inicialmente para describir la liberacion de farmacos en sistemas poliméricos donde los
dos mecanismos de liberacion predominantes son la relajacion de las cadenas
poliméricas y la difusion. En este modelo (Eq. 3.2), Mt/Mx es la fraccion disuelta, K es
una constante que incorpora informacion estructural y geométrica, y el exponente 7 es el
exponente de difusion o transporte, que proporciona informacién sobre el mecanismo de

liberacion.

Tabla 3.4. Medidas de bondad de ajuste de los modelos matematicos de liberacion de

farmaco desde NLC-BNZ.

Modelo R? R*-ajustado EMC AIC
Primer érden 0,97 0,97 14 027
Hopfenberg 0,95 0,94 37 27
Baker-Lonsdale 0,90 0,90 57 29
Korsmeyer-Peppas 0,99 0,99 5 18
Hixon-Crowell 0,95 0,95 27 25
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M
(It/l_lag) =Kt Eq 3.2

=)

Sin embargo, este modelo también puede ser entendido como una generalizacion para
describir dos mecanismos simultdneos de liberacion de farmacos desde un vehiculo
farmacéutico (23). El mecanismo que predomina en la liberacién puede inferirse a
través del valor del exponente de liberacion n. Para sistemas esféricos, #» tomard un
valor de 0,43 para la liberacion de farmacos gobernada por procesos difusionales; un
valor de 1 para la liberacion de orden cero y valores intermedios para un
comportamiento intermedio, a menudo considerado como transporte andémalo. En
nuestro caso, el valor estimado de » fue de 0,56, lo que sugiere mecanismos mixtos de
liberacion con una fuerte contribucion de la difusion desde la matriz lipidica. Dado que
en nuestro caso no hay relajacion de polimero involucrada, se puede hipotetizar que el
ya descrito efecto de liberacion rapida podria estar afectando ligeramente la cinética
global del proceso (24), o debido a la fusion parcial del componente lipidico
mayoritario del nanovehiculo a la temperatura a la que se realiza el estudio de
disolucion. Estd misma descripcion ha sido utilizada anteriormente para describir la
liberacion de farmacos desde formulaciones lipidicas similares (25-27).

En lo que respecta a la determinacion de la estabilidad fisicoquimica, el didmetro
hidrodindmico medio de particula, Pdl, { y EE, % fueron seleccionados como
parametros para el seguimiento de la estabilidad fisica de la dispersion de
nanoparticulas durante seis meses bajo las condiciones de almacenamiento
seleccionadas (almacenamiento en viales de vidrio, refrigeracion a 4 °C y proteccion de
la luz) (Figura 3.9). Siguiendo los antecedentes para formulaciones de SLN, podria ser
posible que este tipo de dispersiones permanezcan estables bajo las condiciones de
almacenamiento anteriormente mencionadas durante al menos tres afios (28).

En particular, nuestra formulacion podria almacenarse a 4 °C durante al menos seis
meses. Los valores medios de PdI y EE, % permanecieron inalterados durante todo el
periodo de almacenamiento ensayado. En relacion al {, su disminucidn parece no haber
afectado la estabilidad de las nanoparticulas. Esto se refleja en el tamafio de las mismas,
que si bien mostré una tendencia a aumentar ligeramente, no evidencid diferencias
estadisticamente significativas respecto a los valores iniciales a los cuatro, cinco y seis
meses de almacenamiento.

Las cargas superficiales necesarias para lograr una buena dispersion de nanoparticulas

estabilizadas por repulsion electrostatica estan alrededor de +30 mV (29). El valor
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promedio de  de nuestra formulacion fue -14,08 + 2,25 mV. Aunque este valor no es
optimo para la estabilizacion por repulsion electrostatica, de todas maneras cuenta con
un aspecto positivo, ya que valores de ( altamente negativos pueden impedir la
captacion celular (30, 31). Por otro lado, se observdo que las formulaciones
permanecieron estables sin precipitacion después de 6 meses. Esto sugiere que, en este
caso, la estabilizacion no se logra uUnicamente mediante la carga superficial, sino

también por la repulsion estérica después de agregar un tensioactivo no iénico (32).
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Figura 3.9. Seguimiento de pardmetros relevantes de la formulacion durante 6 meses a fin de testear su estabilidad en determinadas condiciones

de almacenamiento (refrigeracion a 4 °C, viales de vidrio y resguardo de la luz *= p<0,05). Los puntos corresponden al promedio y desvio

estandar (n=3).
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4. Citotoxicidad y actividad hemolitica

Se realizo el ensayo de citotoxicidad utilizando los métodos de sal de MTT y marcacion
celular con IP. Se utilizaron las lineas celulares CHO, Caco-2 y Vero.

Primeramente, se ensayo el BNZ en las células CHO en un rango de concentraciones
hasta cuarenta y ocho veces superior a la ECs, del farmaco (alrededor de 10 uM) en
ensayos in vitro frente a tripomastigotes K98 y casi veintiin veces superior a la
concentracion minima toxica (23 uM) del intervalo terapéutico del farmaco en pacientes
(33), para asegurar una falta de toxicidad dependiente de la concentracion.

El resultado de este ensayo mostr6 que la viabilidad de las células CHO se vio afectada
por la concentracion de BNZ de una manera dependiente de la dosis (Figura 3.10),
observandose diferencias significativas entre el control negativo y los tratamientos con
BNZ a partir de la concentracion de 120 uM. Para esa concentracion, la viabilidad
celular fue del 80,6% mientras que para las concentraciones 240 y 480 uM fueron 77,2
y 53,9%, respectivamente. La guia para la evaluacion de dispositivos médicos de la
Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO) establece que la disminucion en
un 30% de la viabilidad celular frente al control negativo se considera como un efecto
citotoxico (34). Por lo tanto, seglin la guia, la concentracion de BNZ 480 uM es toxica
para las células. En contraste, el porcentaje de viabilidad celular para NLC-VEHICULO
o NLC-BNZ en todas las concentraciones ensayadas resulto en valores que no difirieron
significativamente del control negativo, lo que sugeriria la falta de efecto citotoxico. La
ausencia de toxicidad en comparacion con el farmaco libre podria atribuirse al perfil de
liberacion de BNZ desde las NLC, exponiendo a las células a concentraciones libres de
BNZ menores durante las primeras etapas de la division celular. Este es un resultado
interesante, ya que los efectos toxicos del BNZ son una de las principales causas de
interrupcion del tratamiento en la clinica (35).

Se utiliz6 el mismo procedimiento de reduccion de MTT para evaluar la toxicidad de las
formulaciones y el fArmaco libre en la linea celular Caco-2 (Figura 3.11). El porcentaje
de wviabilidad celular de nanoparticulas y farmaco libre no se vio afectado
significativamente respecto al control a las concentraciones ensayadas, remarcando la
falta de un efecto citotoxico. Es importante destacar, en general con el procedimiento
del ensayo con MTT, que el producto del metabolismo de las células con la sal es
insoluble en agua y se necesita la adicion de un solvente orgédnico (en nuestro caso

DMSO) para solubilizarlo y poder medir la absorbancia de las muestras. Los

82



componentes de las nanoparticulas no absorben en el espectro visible, el BNZ absorbe a
una longitud de onda de 314 nm y la absorbancia del método es a 550 nm, por lo que no

habria interferencia del farmaco ni de las nanoparticulas en el ensayo.
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Figura 3.10. Ensayo de citotoxicidad en la linea celular CHO luego de ser tratadas con
BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHICULO. Se realizo la prueba de Dunnet para determinar
diferencias significativas respecto al grupo control (* p<0,05, ** p<0,01). Se informa el

promedio y el desvio estdndar (n=3).
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Figura 3.11. Ensayo de citotoxicidad en la linea celular Caco-2 luego del tratamiento

con NLC-BNZ y NLC-VEHICULO. Se informa el promedio y el desvio estandar (n=3).

Por otro lado, la citotoxicidad se evaluod en la linea celular Vero mediante citometria de
flujo, donde se midi6 el porcentaje de células muertas permeables al IP, una agente de
tincion que interacciona con acidos nucleicos (Figura 3.12). El resultado observado fue
que ninguno de los tratamientos disminuyé significativamente la viabilidad en las
células Vero respecto al control negativo.

Si bien seria interesante ensayar concentraciones mas altas de los tratamientos en las
lineas celulares Caco-2 y Vero (para realizar una comparacion con lo observado en
CHO), el indicio de la falta de toxicidad por parte de NLC-BNZ y NLC-VEHICULO
aporta un dato valioso, teniendo en cuenta las concentraciones efectivas totales del
farmaco observadas en pacientes bajo tratamiento (11-23 uM), y que la fraccién unida a
proteinas plasmaticas para BNZ ronda el 50%, debido a lo cual las concentraciones

plasmaticas libres y las concentraciones tisulares libres seran incluso menores.
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Figura 3.12. Ensayo de citotoxicidad en la linea celular Vero luego del tratamiento con
BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHICULO. Se informa el promedio y el desvio estandar
(n=2).

Dado que es comun administrar formulaciones de nanoparticulas por via parenteral, es
de interés estudiar la toxicidad potencial de las nanoparticulas en las células sanguineas.
Se encontr6 que la mayoria de los articulos publicados evaluaron la hemolisis de las
nanoparticulas después de 2, 3 o 5 h de incubacién (36-38). Los métodos estandar para
probar la actividad hemolitica de las nanoparticulas (ISO/TR 7406 o ASTM E2524-08)
establecen que los biomateriales que inducen una relacion hemolitica critica de < 5%
pueden considerarse seguros para aplicaciones biologicas (39). En nuestro caso, no se
observaron efectos hemoliticos para BNZ, NLC-VEHICULO y NLC-BNZ a diferentes
concentraciones después de 3 y 24 horas de incubacion (no mostrado). Sin embargo, se
observé cierta actividad hemolitica para NLC-VEHICULO y NLC-BNZ después de 48

horas de incubacion (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Actividad hemolitica luego de 48 horas de incubacién con los
tratamientos. Se realizo la comparacion de las medias mediante el test de Tukey (*
p<0,05) y la comparacion con el control positivo o negativo mediante el test de Dunnet
(* p<0,05, *** p<0,001). No se marcan en el grafico las diferencias con el control
negativo. CP (+): Triton X-100 (10%). CN (-): solucion salina. Se informa el promedio

y el desvio estandar (n=2).

Todas los promedios de los tratamientos fueron estadisticamente diferentes respecto al
control positivo. La comparacion con el control negativo establecid diferencias
significativas con NLC-BNZ (5 y 50 pg/mL) y NLC-VEHICULO (en una
concentracion lipidica equivalente a la usada para vehiculizar 5 y 50 pg/mL de BNZ)

(Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Promedios de los tratamientos que presentaron diferencias significativas con

el control negativo (CN: solucion fisioldgica).

Tratamiento (concentracion en pg/mL o HA, % promedio
equivalente en NLC-VEHICULO) (desvio estandar)
NLC-BNZ (5) 0,22 (0,030)
NLC-BNZ (50) 4,80 (0,020)
NLC-VEHICULO (5) 0,19 (0,034)
NLC-VEHICULO (50) 2,25 (0,033)
CN 0,0024 (0,003)

Si bien estos tratamientos presentaron diferencias significativas frente al control
negativo, aln el tratamiento con mayor porcentaje de hemolisis (NLC-BNZ con un
4,8% de HA, %), es aceptable segun lo establecido por la normativa. La actividad
hemolitica podria ser causada por varias razones, incluidos el envejecimiento de la
muestra de sangre después de 48 horas de incubacion con la liberacion concomitante de
hemoglobina o el efecto desestabilizante del surfactante sobre la membrana de los
eritrocitos (40). Por otro lado, las diferencias entre NLC-BNZ a una concentracion 50
ng/mL y el equivalente de dosis lipidica de NLC-VEHICULO (4,80% frente a 2,25%),
podrian explicarse por efecto supra-aditivo sobre los eritrocitos del farmaco libre y el
vehiculo. Este efecto no se observo para una concentracion de 5 pg/mL, sin diferencias
significativas entre los tratamientos, es decir, a menor concentracion del fArmaco no se
logré evidenciar el efecto aditivo entre el vehiculo y BNZ.

Un régimen de dosificacion de BNZ que mostré disminucién de efectos adversos en
pacientes fue de 2,5 mg/kg/d (41). Para una persona de 70 kg se administraria una dosis
de 175 mg. A partir de datos farmacocinéticos poblacionales se obtuvo que la constante
de absorcion, el aclaramiento y el volumen de distribucion del farmaco tienen valores de
1,15h", 1,73 L/h y 89,6 L, respectivamente. Dado que los datos experimentales de BNZ
se ajustan a un modelo monocompartimental y que el aclaramiento, en las dosis
estudiadas en literatura, es constante (41), a partir de la dosis y los parametros
farmacocinéticos se calculd la concentracion plasmatica media y méaxima en estado
estacionario siendo 4,21 y 5,06 ug/mL, respectivamente. En nuestro experimento, con
una concentracion similar a la concentracion méaxima en estado estacionario estimada
para un paciente (5 pg/mL) se observo, luego de tres horas de incubacion, un porcentaje

muy bajo de hemolisis de la formulacion, lo que sumaria evidencia a Ila
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hemocompatibilidad de las formulaciones. Por ultimo, considerando que la posologia
recomendada actualmente es de 5-8 mg/kg repartido en dos dosis diarias (42), para el
mismo paciente de 70 kg, administrando la dosis maxima (4 mg/kg/12h), los valores de
concentracion plasmatica media y maxima en estado estacionario serian 13,49 y 14,69
ng/mL. Estos valores estan por debajo del valor de concentraciéon de BNZ en el que la
formulacion mostrd el porcentaje mas alto de hemolisis (50 pg/mL). Por lo tanto, atn a
la maxima dosis recomendada de BNZ, la administracion en NLC seria
hemocompatible.

Serian necesarios mds estudios para investigar el efecto de la composicion o tamafio de
estas nanoparticulas después de una exposicion a largo plazo a muestras de sangre como
se describid para otros tipos de nanoparticulas (38), asi como, por ejemplo, otros efectos
como la repercusion sobre el proceso de coagulacion. Finalmente, nuestros resultados

sugieren que las formulaciones de NLC-BNZ son hemocompatibles (36).

5. Actividad tripanocida in vitro

Se realiz6 la incubacion de las formulaciones y el farmaco libre junto a suspensiones de
tripomastigotes K98 de 7. cruzi. Como se muestra en la Figura 3.14, el BNZ libre
mostré un efecto dependiente de la dosis frente a los tripomastigotes, mientras que las
NLC-BNZ y NLC-VEHICULO también exhibieron un comportamiento dosis-respuesta
a pesar de la variabilidad comparativamente grande entre las réplicas.

La EC,, estimada para BNZ fue de 6,072 uM (IC 95%: 3,391-11,490) (Figura 3.15) con
valores similares a los valores medios reportados en literatura contra distintas cepas de
la misma DTU (43-46). El valor de EC5, de NLC-BNZ fue 5,726 uM (IC95%:
4,178-11,190) sin diferencia significativa con respecto a BNZ.

Se observd que a la concentracion 10 uM de NLC-BNZ el porcentaje de viabilidad de
tripomastigotes fue 0%. Una observacion similar pudo hacerse para las nanoparticulas
vacias equivalentes a las que suministrarian esa concentracion de BNZ en el volumen
ensayado, lo que sugiere que la formulacion en si misma posee toxicidad intrinseca
sobre los tripomastigotes de 7. cruzi. La identificacion del componente con posible
actividad tripanocida se realizé ensayando individualmente a los constituyentes de la
formulacion frente a una suspension de tripomastigotes, demostrando que la suspension
de MM tiene un efecto negativo sobre la viabilidad del parasito mientras que la

suspension de GTCC-LQ y la solucion de P188 no tuvieron actividad tripanocida
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intrinseca (Figura 3.16, Ver Material Suplementario. Figuras S1 y S2). Esto podria
implicar que el MM no puede considerarse, en nuestro caso, como un componente
farmacoldgicamente inerte en la formulacion (excipiente). En cambio, deberia
considerarse como un ingrediente farmacéutico activo en base a sus efectos intrinsecos

contra 7. cruzi.
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Figura 3.14. Efecto dosis-respuesta de BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHICULO sobre los
tripomastigotes de 7. cruzi. Se realiz6 la prueba de Dunnet para identificar diferencias
significativas respecto al grupo de control. *p < 0,05, **p < 0,01. Se informa el

promedio de los datos y el desvio estandar (n=4)

A primera vista, no parece observarse efecto aditivo o supra-aditivo entre el MM vy el
BNZ. Sin embargo, debe tenerse en cuenta lo que previamente se observo en el ensayo
de liberacién in vitro. El porcentaje acumulado de BNZ a las 24 horas fue menor al
100%, es decir, ni siquiera a las 24 horas la formulacion habria liberado la totalidad de

las moléculas de farmaco que contiene, en tanto para el tratamiento con farmaco libre la
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Figura 3.15. EC;, para BNZ y NLC-BNZ. La viabilidad de tripomastigotes (%) se
expresa en relacion al control con DMSO (1%). Los puntos corresponden al promedio y

el desvio estandar (n=4).
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Figura 3.16. Porcentaje de viabilidad de tripomastigotes frente a concentraciones de la
suspension de MM. La concentracion se expresdé como masa de MM por volumen de

suspension.

totalidad de las moléculas se encuentran en solucion, libres, desde el momento O de la

incubacién. Por lo tanto, la similitud de efecto entre BNZ y NLC-BNZ, reflejada en la
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falta de diferencia estadistica en las ECs;s correspondientes, estaria indicando que en
realidad si existe efecto aditivo a sinérgico, compensando la menor cantidad de
moléculas de farmaco libre con la actividad intrinseca del vehiculo.

Las curvas dosis-respuesta de BNZ, NLC-VEHICULO y NLC-BNZ sobre los
amastigotes de 7. cruzi también fueron evaluadas (Figura 3.17), y se calcularon las
correspondientes ECs, (Figura 3.18). El BNZ y NLC-BNZ presentaron inhibicion del
crecimiento intracelular de los parasitos incluso a la concentracién mas baja ensayada,
sin observarse diferencias significativas entre los tratamientos de farmaco libre y
nanoparticulas cargadas. Los valores de ECs, del BNZ y las NLC-BNZ fueron de 3,151
(IC95%: 2,004-5,056) y 3,330 uM (IC 95%: 2,322-6,612), respectivamente, estando en

concordancia con valores reportados para parasitos de la misma DTU (42, 46).
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Figura 3.17. Efecto dosis-respuesta de BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHICULO sobre
los amastigotes de 7. cruzi. Se realizd la prueba de Dunnet para identificar

diferencias significativas respecto al grupo de control (*p < 0.05, **p <0.01).

En comparacion con los valores de ECs, para tripomastigotes in vitro (6,072 uM versus

3,151 uM), si bien no hay diferencias significativas entre los valores, en amastigotes se
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postula una tendencia hacia un menor valor de ECs, por una expresion diferencial o
mayor actividad, en comparacion a tripomastigotes, de la nitroreductasa que metaboliza
al BNZ generando un metabolito toxico para el parasito (46).

Ademas, y en concordancia con el ensayo tripanocida in vitro para tripomastigotes,
NLC-VEHICULO mostré actividad tripanocida intrinseca en amastigotes a
concentraciones de nanoparticulas vacias equivalentes a las que suministrarian la misma
concentracion de BNZ (Figura 3.17). Mientras el equivalente a 10 uM de NLC-BNZ de
las nanoparticulas vacias resultd en una viabilidad del 0% de tripomastigotes, no se
observo el mismo fendmeno en amastigotes (viabilidad de amastigotes a 10 uM de
NLC-VEHICULO = 65%). Tal vez halla relacion entre este resultado y el hecho que en
tripomastigotes la formulacion estd en contacto directo con las células parasitarias
mientras que en el ensayo con amastigotes las nanoparticulas tendrian que internalizarse
en la célula hospedadora primeramente, un proceso que supone mas tiempo y superar
mas obstaculos para acceder al interior celular. Otra hipdtesis es que la expresion del
blanco o el mecanismo que se verian afectados por la adicion de MM tengan una
expresion diferencial en amastigotes, o que el efecto sobre tripomastigotes tenga una

componente netamente osmotica.
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Figura 3.18. EC;, para BNZ y NLC-BNZ. La viabilidad de amastigotes (%) se expresa
en relacion al control con DMSO (1%). Se informa como el promedio de los datos y el

desvio estandar (n=3).

Seguidamente, la suspension individual de MM fue probada contra los amastigotes,

mostrando una viabilidad reducida dependiente de la concentracion (Figura 3.19). El
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porcentaje de células Vero muertas marcadas con IP+ en este ensayo no fue mayor al
10%, por lo que se adjudicaria la disminucién en el porcentaje de viabilidad de los
amastigotes al efecto del lipido sobre el parésito, no sobre las células huésped (Figura
3.20). Curiosamente, y contrariamente a lo observado en tripomastigotes, el porcentaje
de viabilidad de amastigotes frente a la suspension de MM es menor en comparacion
con NLC-VEHICULO a un mismo nivel de exposicion. Esto tal vez suceda debido a
que las células de mamifero tienen diferentes y mas variadas vias para captar lipidos,
por lo que estaria optimizada la entrada del MM a la célula en lugar de las
nanoparticulas. Por otro lado, si MM y NLC-VEHICULOS estuvieran semifundidos a
37 °C, en principio, la suspension de MM se disolveria mas rapidamente que las
nanoparticulas (47), por lo que igualmente estaria favorecida la entrada a la célula del

lipido.
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Figura 3.19. Porcentaje de viabilidad de amastigotes frente a concentraciones crecientes
de la suspension de MM. Se realiz6 la prueba de Dunnet para identificar diferencias

significativas respecto al grupo de control (*p < 0.05, **p < 0.01).

Es importante destacar que las NLC-BNZ reportadas previamente en la literatura (2)

tuvieron una ECs, contra amastigotes de 17,6 pM. La mayor eficacia de nuestro sistema
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podria tener multiples explicaciones no excluyentes: una mayor velocidad de liberacion
de farmaco y/o la actividad intrinseca del MM, que se suma a la del BNZ. En el articulo
mencionado (2) se trabajo con una cepa diferente de T cruzi, la cepa CL-Brener
perteneciente a una DTU distinta en comparacion con la cepa empleada en esta tesis
(CL-Brener pertenece a la DTU VI y la cepa que utilizamos aqui es la K98, DTU I). Las
cepas pertenecientes a una DTU VI son mas sensibles al BNZ (48) por lo que

podriamos adjudicar la eficacia de nuestro sistemas a las hipdtesis antes mencionadas.
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Figura 3.20. Porcentaje de muerte celular mediante la marcacion con IP de células Vero

incubadas con concentraciones creciente de una emulsiéon de MM.

Un estudio previo (49) realizado sobre Leishmania major, un parasito del género
protozoo, familia Trypanosomatidae y orden Kinetoplastida (al igual que T. cruzi)
reveld una reduccion en la viabilidad de amastigotes luego de la incubacion con
nanoparticulas compuestas de cetil palmitato, un éster de acidos grasos similar al MM
(con residuos alquilicos de 15 y 16 carbonos en su estructura, en lugar de 14). Los
autores hallaron una reduccién en la viabilidad de amastigotes luego de la incubacion
con los nanovehiculos vacios, sintetizados con un método idéntico al empleado por

nosotros pero con distinto porcentaje de lipido y surfactante (ambos en 11% p/v frente a
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nuestro 3% p/v de P188 y 2% p/p de MM). Los autores adjudicaron el resultado en la
viabilidad de amastigotes a la presencia de una alta concentracion de surfactante. Sin
embargo, a la luz de nuestros resultados seria interesante una revision de esa conclusion,
ya que en las concentraciones de trabajo no observamos efecto intrinseco del surfactante
aislado (Ver Material Suplementario FS2). Desafortunadamente, aunque los autores
también sintetizaron nanoparticulas a partir d¢ MM no las evaluaron in vitro frente a
amastigotes por declarar una falta de estabilidad de estanteria de la formulacion.

Varios autores han propuesto que los lipidos pueden tener efectos antiprotozoarios. Se
ha evidenciado la toxicidad de los lipidos de la leche humana en Giardia lamblia (50)
por accion de la liberacion de acidos grasos que perturban la estructura de la membrana
del parasito incrementando la fluidez de la esta o interaccionanando con proteinas del
citoesqueleto. En Toxoplasma gondii (51) la exposicion a altas concentraciones (0,4
mM) de acido oleico ocasiona la acumulacion téxica en cimulos lipidicos que irrumpen
con la viabilidad del parésito. En parasitos los acidos grasos pueden afectar las
membranas por diferentes mecanismos, por ejemplo, la incorporacion a la bicapa
lipidica o la integracion a fosfolipidos, como sucede en Plasmodium falciparum y
Leishmania (52-57). Un estudio muy interesante reportado en Nature en 2023 (58)
expuso los efectos de la lipdlisis sobre 7. brucei y la toxicidad de los acidos grasos
liberados por los adipocitos sobre el parasito. 7. brucei infecta tejido adiposo y
encuentra alli un nicho para su replicacion (58). Los autores describen el proceso de
lipdlisis en ratones C57BL/6J inducido por la misma infecciéon con el parasito, y
comprobaron que ratones genéticamente deficientes en una lipasa especifica expresada
en adipocitos tuvieron una menor pérdida de tejido adiposo, una carga parasitaria mayor
y una menor tasa de supervivencia en comparacion con ratones que si expresaban el gen
de la lipasa. Se probd que una concentracion de 1,18 mM de acido linoleico disminuyd
la viabilidad de los parasitos un 80%, por lo que se propuso que el proceso de lip6lisis
protegié a ratones de la infeccion por el parasito. Si bien no se ha encontrado en
bibliografia el estudio de la lipolisis de adipocitos sobre 7. cruzi, y aunque la
concentracion minima de MM que tiene efecto en nuestra formulacion es 0,23 mM,
seria interesante estudiar la sensibilidad de cepas de distintas DTU a una bateria de
acidos grasos.

Acercandonos a nuestro trabajo, se reportd sensibilidad en 7. cruzi a acidos grasos
saturados de 19, 20, 21 y 22 carbonos aislados de una bacteria marina brasilefia (59).

Los autores observaron morfologias aberrantes en los tripomastigotes expuestos a tales
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acidos grasos (ECs= 65 uM) y lo adjudicaron a un aumento de la permeabilidad de la
membrana. Otros autores reportaron que acidos grasos acetilénicos aislados de la planta
Porcelia macrocarpa también perturban la membrana de 7. cruzi (las ECsys estuvieron
en el rango 27-60 uM) (60). Como no se ha encontrado en bibliografia evidencia del
efecto de los ésteres de acidos grasos ni del acido miristico en 7. cruzi seria muy
interesante evaluar los efectos sobre la membrana mediante técnicas microscopicas.
Recientemente se publico un trabajo (61) en el cual prepararon NLC a partir de
behenato de glicerol, un compuesto quimico proveniente del enlace éster entre el acido
behenato (21 carbonos) y el glicerol. La proporcién de fase lipidica y farmaco fue
similar a la nuestra y la evaluacion de la formulacién en epimastigotes de la cepa
Colombiana (DTU I) no mostr6 actividad de las nanoparticulas vacias. Esto sugeriria
que el efecto tripanocida seria especifico de determinados lipidos o acidos grasos o que
distintos estadios del parasito y/o distintas cepas podrian tener sensibilidad diferencial a

compuestos lipidicos.

6. Ensayo de permeabilidad

El resultado del ensayo de permeabilidad in vitro sobre una monocapa de la linea celular
Caco-2 se presenta en la Figura 3.21, reportando el coeficiente de permeabilidad

aparente (P,,,, cm.seg™) calculado a partir de la Eq. 2.8. También se muestra un grafico

app>
de cantidad acumulada de BNZ (en la camara basolateral) versus tiempo.

Como se menciond en el capitulo 1, el BNZ esta clasificado, por algunos autores, como
un farmaco de baja solubilidad en agua y baja permeabilidad. La permeabilidad podria
estar comprometida por ser este fArmaco sustrato del transportador de eflujo P-gp e
inductor de su expresion (62, 63). Nuestra hipdtesis acerca de la incorporacion del BNZ
en nanovehiculos farmacéuticos para lograr un aumento en la biodisponibilidad del
farmaco tuvo como una arista fundamental la posibilidad del incremento en la
permeabilidad a través de membranas bioldgicas. Esta hipotesis se sustentd en trabajos
previos de nuestro grupo con nanosistemas similares y otros sustratos de P-gp (64, 65),
y por estudios de otros grupos que reportaron una mayor permeabilidad del BNZ
nanoencapsulado (66). Sin embargo, en nuestro sistema, los P, del farmaco y
NLC-BNZ no difirieron estadisticamente, y se encontrd que la cantidad de farmaco

cuantificada en el punto final del experimento correspondio al 20% de la cantidad

inicial colocada en la cdmara dadora. Teniendo en cuenta que el EE, % de la
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formulacion fue del 80% podria considerarse que, durante el tiempo del experimento,
solo perme¢ el fa&rmaco no encapsulado, con la salvedad necesaria de que al no medir la
presencia de nanoparticulas en la camara basolateral no podriamos descartar
fehacientemente que hayan cruzado la monocapa celular. Por otra parte, nuestro
experimento se realizd en condiciéon de incubacién estatica, lo que pudo haber
disminuido el transporte de las nanoparticulas respecto a un sistema con agitacion,
como los empleados en los estudios previos de nuestro equipo de trabajo. El aporte de la
agitacion en el sistema Transwell a la permeabilidad se evidencid en un estudio de Kono
y colaboradores (67) en el que incubaron, en monocapa de células Caco-2, liposomas
cationicos cargados con un plasmido albergando la secuencia de un gen reportero. La
agitacion del sistema favorecio la disminucion del espesor de la capa de liquido estanca
sobre las células favoreciendo la captacion de los liposomas (frente a un control sin
agitacion). En cambio, los trabajos previos de nuestro grupo se desarrollaron en cadmara
Ussing®, en la que el burbujeo de aire produce un aporte convectivo a la permeabilidad
(68). Otra cuestiéon por mencionar es que en los trabajos previos se utilizaron células
MDCK-mdrl, células de rifion canino (Madin-Darby canine kidney) transfectadas con
el gen mdr-1 que codifica para una isoforma de la P-gp (69). La sobreexpresion de la
P-gp en ese sistema provee mayor sensibilidad para detectar la influencia de ese
transportador sobre el transporte de sus sustratos; en cambio, la linea Caco-2 que
nosotros utilizamos posee una expresion basal del transportador de eflujo.

Por otro lado, estudios previos de permeabilidad de nanocéapsulas lipidicas conteniendo
BNZa través de una monocapa de Caco-2, evidenciaron el aporte del tamafio en la
diferencia de permeabilidad, teniendo una mayor permeabilidad formulaciones neutras
con particulas de 30 nm de tamaiio (66), es decir, unas 5 veces menores a los tamafios
obtenidos para nuestras formulaciones. Es probable que el tamafo de las nanoparticulas
haya influido en el resultado de la permeabilidad como también ha sido demostrado en
otro modelo que incluy6 la movilidad a través de la capa de mucus intestinal de conejo
(70). En ese caso, nanoparticulas con diferente tamafilo permearon en mayor o menor
medida encontrando que vehiculos con un tamafio de 50 nm permearon unas 60 veces

mas que aquellos de 100 nm.
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Figura 3.21. (A) Coeficiente de permeabilidad aparente y (B) cantidad de BNZ
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promedio y el desvio estandar (n=2).
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7. Evaluacion farmacocinética de la formulacion

Se obtuvieron los perfiles de concentracion plasmatica versus tiempo a partir de los
datos de concentracion plasmatica de BNZ, luego de una administracion p.o. o i.p. del
farmaco administrado como una suspension o como NLC-BNZ (Figura 3.22). El
cambio de composicion en la formulacién modifico el tamafio de las nanoparticulas de
150,65 + 4,74 nm a 184,4 + 1,5 nm, el valor de PdI de 0,202 + 0,009 a 0,215+ 0,011 y
el valor de ( disminuy6 de -14,08 + 2,25 mV a -22,70 £ 1,41 mV.

Se calculd el valor de las AUC , , , y AUC, .. En el caso de la administracion p.o. se
utilizaron 2 ratones por tiempo por lo que, pese al numero acotado de animales, se
realiz6 la comparacion estadistica entre el tratamiento de BNZ y NLC-BNZ. Para ello,
los datos de cada ratén a cada tiempo se asignaron aleatoriamente a uno de dos grupos,
y con cada grupo se traz6 un perfil plasmatico para la comparacion, no encontrandose
diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 3.6).

Se ha reportado una absorcion escasa/casi nula de SLN intactas en plasma luego de una
administracion oral de nanoparticulas marcadas (71), consistente con nuestros estudios
de permeabilidad. Si bien procesos de degradacion quimica frente a las condiciones de
pH en el tracto gastrointestinal o la presencia de esterasas estomacales o intestinales
pudieron haber favorecido la liberacion del principio activo desde las nanoparticulas,
reportes previos de ensayos de liberacion de NLC de MM a pH 1,2 no mostraron
diferencias en la liberacion respecto a una condicion de pH 6,8 (72). En caso de
permanecer intactas, al no evidenciarse previamente un aumento en la permeabilidad,
podria esperarse el resultado obtenido observando una velocidad de absorcidon
aparentemente menor, dependiente de la liberacion progresiva de BNZ desde el

vehiculo.

Tabla 3.6. Valores de AUC expresado como promedio (desvio estandar).

Tratamiento AUC, (uM.h) AUC,  ,(uM.h)
BNZ p.o. 39,38 (1,43) 39,54 (1,33)
NLC-BNZ p.o. 42,37 (4,20) 42,39 (4,20)
BNZ i.p. 18,17 18,21
NLC-BNZ i.p. 27,49 27,51
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Se observo que el valor de AUC luego de la administracion i.p. de BNZ fue menos de la
mitad comparada con la media del AUC calculada luego de una administracion p.o.
Esto podria deberse a una disminucion en la velocidad de disolucion del BNZ debido al
menor volumen de liquido existente en la cavidad intraperitoneal en relacion con el
duodeno; al presentarse una menor cantidad de moléculas de farmacos solubles en el
medio de la cavidad es menor el pasaje a través de la membrana bioldgica, y por ende es
menor la exposicion al farmaco.

La diferencia entre el valor de AUC se mitig6 en cierta medida si comparamos el BNZ
nano encapsulado por ambas vias. Sin embargo, también se observo una disminucion en
el valor de AUC para NLC-BNZ administradas por via i.p. La hipotesis aparejada en
esta observacion es el depodsito de nanoparticulas en la cavidad que no permitio el paso
del BNZ a la circulacion sistémica. Cabe resaltar la comparacion entre los valores de
AUC para los tratamientos en la via de administracion i.p. ya que se observd un valor
mayor de AUC para NLC-BNZ en comparacioén con el farmaco libre (el AUC para
BNZ es un 66% del area calculada para NLC-BNZ). Aunque la determinacion por via
1.p. se realiz6 con un Unico animal por tiempo y se desconoce la variabilidad entre
animales, los resultados sugieren que, por esta via, la nanoencapsulacion favorece la
biodisponibilidad sistémica.

Por otra parte, el tiempo maximo de BNZ p.o. (1 hora) coincidid con el reportado en
bibliografia para BNZ administrado p.o. a ratones hembra de la cepa Swiss (0,83 = 0,29
hora) (73).

Otro aspecto para destacar es la presencia de dos picos en cada una de las curvas del
farmaco administrado por via oral. Se conoce que el BNZ es ampliamente metabolizado
en el higado formando el glucuréonido de BNZ como uno de los productos principales.
Este metabolito puede ser sometido a recirculacién enterohepética en el organismo (74)
aumentando la biodisponibilidad del farmaco, pudiendo este fendmeno ser evidenciado
como el pico mas pequefio en comparacion a la concentracidon maxima observada a
tiempos cortos. El segundo pico de NLC-BNZ también podria estar asociado con un
mayor tiempo de residencia en el estomago para un porcentaje de nanoparticulas
atrapadas en la mucosa gastrica (71), y/o con la cinética de liberacion del farmaco desde
las nanoparticulas. El estudio de permeabilidad sugeriria que las nanoparticulas no son
permeables por lo que el farmaco se absorberia a medida que se liberase de la matriz
lipidica (la cinética de liberacion del farmaco desde las nanoparticulas observa una

primera etapa de mayor cantidad de moléculas libres del farmaco seguido por una

100



aparicion mas lenta, por lo que podria primero absorberse una mayor cantidad de BNZ).
El resultado del ensayo de permeabilidad también estd relacionado con la arista que
queda por mencionar, el aparente corrimiento hacia la derecha en el tratamiento con
NLC-BNZ. Este comportamiento podria deberse, si se piensa en nanoparticulas intactas,

a una mayor lentitud en la absorcion debida a la cinética de liberacion desde el vehiculo.
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Figura 3.22. Perfiles plasméaticos de BNZ y NLC-BNZ luego de una administracion i.p.

(A) o p.o. (B). Los puntos corresponden al promedio y el desvio estandar (n=2).
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8. Evaluacion en un modelo murino de infeccién aguda

La evaluacion del desempeiio de los tratamientos en el modelo de infeccion agudo se
realizd mediante el seguimiento del peso, la parasitemia y la supervivencia de los
ratones (Figuras 3.23-3.25).

En primer lugar, se observo que la supervivencia y la parasitemia para los tratamientos
10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d de BNZ fueron dosis-dependiente, siendo la supervivencia en
este ultimo tratamiento similar a la obtenida para la dosis estdndar, cinco veces mayor,
de BNZ en los ensayos agudos en ratones (100 mg/kg/d). Aqui, se utilizaron dosis
sub-Optimas con el objetivo de poder evidenciar, de ser el caso, una posible mejoria
aportada por los nanovehiculos ya que con el régimen habitual los valores de
parasitemia alcanzados se mantienen nulos hasta el final del experimento y el porcentaje

de supervivencia es méaximo (100%).

VEHICULO
307 ® BNZ 10 mg/kg/d
# BNZ 20 mg/kg/d
& NLC-BNZ 10 mg/kg/d
- ® NLC-VEHICULO
c
R
S 20
=M
A
15

Dias post-infeccion

Figura 3.23. Evolucién de pesos promedio por grupo durante el ensayo in vivo
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En el caso de los demas tratamientos, se observd que el control de la parasitemia del
farmaco nanoencapsulado no se tradujo en menores niveles de tripomastigotes por
mililitro de sangre periférica en comparacion al tratamiento con el farmaco libre en
suspension (Figura 3.24), pero si se encontré una mejoria respecto a las nanoparticulas
vacias. Por otra parte, la supervivencia de los ratones se vio disminuida (Figura 3.25)
para el tratamiento con la formulacion versus el farmaco libre, pero fue mayor en
comparacion a las nanoparticulas vacias.

Por su parte, la curva de supervivencia presentd otro resultado interesante: los ratones
tratados con NLC-VEHICULO tuvieron una mayor supervivencia en comparacion al
control del vehiculo del farmaco libre (solucién fisiologica + DMSO 20%). Se observo
también que el promedio de pesos de los ratones tuvo una tendencia positiva en el
primer grupo en comparacion al grupo VEHICULO, lo que indica un mejor estado
general del grupo NLC-VEHICULO. Es importante recalcar que podria adjudicarse el
mayor tiempo de sobrevida al efecto intrinseco tripanocida del vehiculo observado

anteriormente en los ensayos in vitro (tripomastigotes y amastigotes).
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Figura 3.24. Evolucion de la parasitemia promedio por grupo durante el ensayo in vivo.
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Figura 3.25. Curva de supervivencia durante la fase aguda de ratones Balb/c infectados
con 1. cruzi cepa RA, tratados con BNZ libre o nanoformulado en formulacion lipidica
(y sus respectivos controles). Se realizo la prueba log-rank para ver diferencias

significativas entre los tratamientos (p<0,001).

El resultado del ensayo farmacocinético presentd valores de AUC sin diferencias entre
BNZ y NLC-BNZ. El efecto farmacologico, por su parte, depende de la concentracion
del farmaco libre en el sitio de accidon, que a su vez se vincula de manera directa con la
concentracion libre en plasma. A su vez, la concentracion total y la concentracion libre
en plasma guardan asimismo una correlacion directa, aunque no necesariamente
proporcional (75). Se esperaria que la parasitemia y el porcentaje de supervivencia entre
BNZ 10 mg/kg/d y NLC-BNZ 10 mg/kg/d fueran similares en caso de que la
concentracion plasmatica correspondiera inicamente a farmaco liberado por el vehiculo.
No obstante, en caso de que parte de la droga entregada en NLC-BNZ accediera
encapsulada a circulacion sistémica, la relacion entre fdrmaco total y farmaco libre en
plasma podria variar con respecto a la que observariamos en el caso de BNZ,

impactando tal vez negativamente en los niveles de farmaco libre en el sitio de accion.
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Por otro lado, hay que tener en consideracidon que el estudio farmacocinético se realiz6
en ratones sanos y es posible hallar diferencias en ratones infectados. Se ha reportado la
comparacion entre los valores de AUC, el aclaramiento, la constante de absorcion, entre
otros parametros farmacocinéticos del BNZ, en un modelo murino de infeccion con 7
cruzi frente a ratones sanos (76), identificando ciertas diferencias. En primer lugar, el
AUC en ratones infectados fue menor, y la constante cinética de absorcion mayor. Los
autores remarcan los cambios fisiopatoldgicos asociados con la infeccion, tales como la
expresion diferencial de transportadores de eflujo, dando lugar a los cambios en los
valores de los parametros. La expresion de P-gp disminuiria durante la infeccion (76),
aumentando la constante cinética de absorcion. No pueden descartarse otro tipo de

interacciones entre la enfermedad y el vehiculo nanoestructurado.
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Conclusiones parciales

Teniendo en cuenta el abanico de nano-formulaciones encapsulando BNZ que existen
hasta la fecha, las formulaciones lipidicas aqui presentadas podrian considerarse
novedosas en cuanto a los componentes lipidicos elegidos y la técnica de obtencion
implementada. En primer lugar, se obtuvieron formulaciones de nanoparticulas
encapsulando BNZ. Las imagenes de TEM mostraron una morfologia de nanoparticulas
esféricas, y los experimentos térmicos, espectroscopico y de rayos X indicaron que el
BNZ se encontr¢6 disperso en la matriz lipidica.

Las formulaciones mostraron un perfil de liberacion del farmaco durante 24 horas,
alcanzando una liberacién acumulada méxima superior al 74%. El perfil de liberacion se
ajusté adecuadamente al modelo de Korsmeyer-Peppas con un exponente de liberacion
estimado de 0,56, lo que sugiere un mecanismo mixto de liberacion con un componente
dominante asociado a la liberacion difusional desde la matriz lipidica. En cuanto a la
estabilidad, los parametros iniciales se mantuvieron estables durante los seis meses en
los que se midieron.

Los experimentos in vitro en tripomastigotes y amastigotes de 7. cruzi mostraron un
efecto similar contra ambos estadios del parasito al comparar el NLC-BNZ y el farmaco
libre. Interesantemente, las nanoparticulas vacias exhibieron actividad intrinseca contra
el parasito. Mediante experimentos posteriores se atribuyd a uno de los constituyentes
de la formulacion, el MM, resultado relevante considerando el uso habitual de este
excipiente en sistemas nanoparticulados, y en formulaciones liquidas y semisolidas. Si
bien la formulacion se constituyé ademas con un lipido liquido a temperatura ambiente,
no se encontr6 efecto de este frente a tripomastigotes, tal vez debido a su baja
concentracion en el vehiculo. Seria interesante estudiar el efecto de otros lipidos en el
parasito para optimizar la eficacia de las formulaciones basadas en un posible efecto
aditivo o sinérgico del BNZ y la formulacion.

Los efectos citotoxicos en células de mamifero fueron menores para NLC-BNZ en
comparacion con el farmaco libre, lo que muestra un posible beneficio para el uso de
nuestra formulacion teniendo en cuenta que los pacientes discontiniian el tratamiento
por el peso de los efectos adversos del mismo. No se determind un efecto hemolitico
perjudicial de las formulaciones, indicando un posible uso seguro de la via parenteral

como via de administracion.
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Por otro lado, el resultado del ensayo farmacocinético no mostrd diferencias
significativas entre la exposicion total del BNZ y el NLC-BNZ. Esto, sin embargo, no
se traslad6 al resultado del modelo murino de infeccion aguda, ya que en términos de
supervivencia nuestra formulacion tuvo un peor desempefio en comparacion al firmaco
libre. Sin embargo, el tratamiento con el farmaco encapsulado presentd una mejoria
frente al control de vehiculo y a las nanoparticulas vacias. Mas aun, los ratones tratados
con estas ultimas tuvieron un mayor porcentaje de supervivencia respecto al tratamiento
con el vehiculo, observacion consistente con los resultados de la actividad tripanocida in
vitro de la formulaciéon vacia y del lipido constituyente de la formulacion. Por otro lado,
cabe destacar que luego de la administracion i.p. se evidencio una tendencia a obtener
un AUC mayor en el caso del BNZ encapsulado en comparacion al libre, aunque por el
momento no se realizaron réplicas para hacer una comparacion estadistica ni se evalud

la formulacion versus el farmaco libre por esa via en un modelo de infeccion aguda.
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Capitulo 4

Desarrollo, caracterizacion y evaluacion de un sistema polimérico cargado
con benznidazol.

Resultados y discusion

1. Formulacion y caracterizacion fisicoquimica de EU-BNZ y EU-VEHICULO

Las nanoparticulas fueron preparadas utilizando el método de ultrasonicacién y se
denominaron EU-BNZ o EU-VEHICULO segun contuvieran o no BNZ, respectivamente.
Como resultado, se obtuvieron formulaciones de nanoparticulas con morfologia esférica,
homogéneas y estables en el tiempo. La eficiencia de encapsulacion (EE, %) de BNZ tuvo
un valor alrededor del 75,21 + 8,59%, indicando una buena incorporacion del farmaco en
la matriz polimérica. Se compar¢ este resultado con el obtenido segun reportes en literatura
de nanoparticulas poliméricas encapsulando BNZ encontrando un valor de EE, % para
nuestro sistema algo menor al informado para otras nano y microparticulas (86%, >78%)
(1, 2). La carga tedrica de BNZ en el polimero fue de 2,5 %p/p.

Se observo la formulacion EU-BNZ mediante TEM (Figura 4.1) y se confirm6 la
presencia de nanoparticulas con morfologia esférica y una distribucién de tamafios
reducida. Se utiliz6 el software /mageJ (3) para analizar las imagenes y determinar el
diametro de las poblaciones de nanoparticulas. Se observaron principalmente dos
poblaciones de tamafios, la mayor con un valor medio de 157 = 5 nm, y la menor con un
didmetro promedio alrededor de 50 nm, siendo esta ultima posiblemente atribuida a

micelas que se generan por la presencia del surfactante libre (4).
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Figura 4.1. Iméagenes obtenidas por microscopia electronica de transmision de

EU-BNZ.

El diametro hidrodindmico promedio de las nanoparticulas medido por DLS fue de
157,12 = 1,97 nm, con una distribucién de tamanos correspondiente a un PdI de 0,026 +
0,018, diez veces menor que el valor de PdI en las formulaciones lipidicas. Un valor de
PdI de 0,2 o menor sugiere valores de homogeneidad aceptables para nanoparticulas
obtenidas a partir de materiales poliméricas (5). Esto habla de una dispersion de tamafios
menor, lo que también se evidenci®é mediante TEM. Ademads, el tamafio de las
nanoparticulas coincide con el valor obtenido por difraccion de rayos X (ver Figura 4.8).

El { se midié por anemometria de Doppler y se encontr6 en un valor promedio de -34,32

g

+ 5,44 mV. Valores negativos de ° contribuyen a la estabilidad de la formulacién evitando

la aglomeracion de las nanoparticulas por repulsion electrostatica (6).

A continuacion, se realizaron andlisis por DSC y TGA, a fin de determinar la estabilidad
térmica y los procesos de fusion/recristalizacion de los componentes luego de la
encapsulacion del fArmaco. Se presentan los termogramas de DSC para el farmaco libre,
y las formulaciones con y sin farmaco en la Figura 4.2, y los datos de Tm y AHf para el

calculo del indice de cristalinidad (IC, %) en la Tabla 4.1.
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Figura 4.2. Termogramas de BNZ, P188, EU-VEHICULO Y EU-BNZ.

El BNZ mostré un solo pico endotérmico del BNZ correspondiente a su punto de fusion
(191,2 °C) (7) al igual que el termograma para el polimero P188, utilizado como
surfactante de la formulacidon, con un solo pico en su temperatura de fusion (52 °C) (8).
Similarmente, tanto para EU-VEHICULO como para EU- BNZ, se observé un solo pico
endotérmico que se atribuye al P188. A partir de bibliografia se incorpor¢ al analisis el
termograma de Eudragit NE-30D para el polimero sélido, y se encontrd que posee una
temperatura de fusion a 60 °C, por lo que se descarta que el pico de los termogramas de
las formulaciones se corresponda con la temperatura de fusion del Eudragit (9),
ponderando, ademas, las cantidades que cada polimero aporta a la formulacion. Por otro
lado, no se observo un pico en el termograma de EU-BNZ que coincidiera con de fusion
del farmaco, lo que sugiere que el BNZ estaria disperso en la matriz polimérica de
manera amorfa asi como se observo previamente para el firmaco en la matriz lipidica

(ver Figura 2.3).
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Tabla 4.1. Propiedades térmicas de BNZ, P188, EU-VEHICULO y EU-BNZ.

MUESTRA Tf (°C) AHf (J/g) 1C%
BNZ 191,2 142,3 100

P188 54,2 148,8 100
EU-VEHICULO 51,3 95,2 31,9
EU-BNZ 49.6 96,3 32,4

Se calculo el IC, % a partir de los valores AHf de las formulaciones y P188 al tratarse
del componente que aporta al pico de fusion (Tabla 4.1). Los valores de IC, % para las
formulaciones reflejan un desordenamiento de las moléculas de P188 de igual grado
tanto en las nanoparticulas sin encapsular farmaco como en las que contienen BNZ,
reflejo de la incorporaciéon de moléculas de Eudragit que aportan a la desorganizacion
en la estructura del polimero.

Por otro lado, se estudi6 el andlisis térmico de pérdida de masa mediante TGA. Se
obtuvieron las curvas termogravimétricas de P188, BNZ, EU- VEHICULO y EU-BNZ
(Figura 4.3). La curva de BNZ mostr6é un tnico proceso de degradacion en el rango de
200- 300 °C, similar al reportado en (10) perdiendo el 80% de su masa hasta finalizar el
experimento. Las curvas de P188, EU-BNZ y EU-VEHICULO mostraron un tnico y
similar proceso de degradacion térmica que comenzd a los 350 °C y finaliz6 a los 400
°C, llegando a la pérdida total de las masas de las muestras. En base a esta observacion
se podria atribuir el comportamiento térmico de las formulaciones a la pérdida de peso
del P188. No se registra en bibliografia el termograma para Eudragit NE-30D. La
degradacion térmica mas similar que se encontr6 fue realizada para el Eudragit L100-55
cuya estructura quimica tiene analogia al NE-30D (Figura 4.4). El mayor proceso de
degradacion térmica para el polvo de Eudragit L100-55 sucede a los 390 °C (11), por lo
que si hubiera contribuciéon de la degradacion del NE-30D en nuestros resultados,
probablemente estarian solapados con el proceso de degradacion del P188, y tal vez
podrian denotarse si se utilizara el polvo del polimero como excipiente y no la
suspension acuosa de la que partimos. Por ultimo, cabe recalcar que no se evidencia el
proceso de degradacion del cristal del farmaco en la formulacion sumando a la

evidencia de su incorporacion a las nanoparticulas en un estado amorfo.
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Imagen 4.4. Estructuras quimicas del Eudragit L100-55 y NE-30D.

Complementariamente, se realizo el andlisis de los datos obtenidos en los experimentos
de cristalografia de rayos X. El analisis estructural se realiz6 seleccionando diferentes
regiones angulares de los patrones de SAXS y WAXS. Los patrones de WAXS de las
muestras liofilizadas (Figura 4.5) mostraron los dos picos de difraccion principales del
P188 a 14 y 17 nm™'. El Eudragit puro también presentd una contribucion muy débil en

esta region. Estas contribuciones podrian atribuirse a la presencia de nonoxinol utilizado
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como surfactante para dispersar al polimero en agua. No hubo contribuciones de picos
de difraccion del fA&rmaco en los patrones de EU-BNZ, lo que sugiere su incorporacion

amorfa.
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Figura 4.5. Espectros WAX para BNZ, EUDRAGTIT PURO, P188, EU-VEHICULO
Y EU-BNZ.

Desde angulos mas pequefios, las muestras liofilizadas exhibieron una estructura tipo
lamelar (12) atribuida al arreglo supramolecular del P188; este tipo de estructura
también se observo en otros sistemas nanoparticulados en presencia de P188 (13). El
grafico de Lorentz/Kratky (q*l vs q) se muestra en la Figura 4.6 donde la posicion de
los picos cambia en las muestras. Para un analisis més detallado, se empled una funciéon
de correlacion 1D para recuperar los pardmetros estructurales del arreglo lamelar (14,
15). La transformacion se muestra en la parte interna de la Figura 4.6. Los parametros
lamelares obtenidos a partir de la curva de correlacion se muestran en la Tabla 4.2. El

periodo largo aumentd desde el P188 puro hasta el EU-BNZ. El periodo largo, que es el
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grosor lamelar, contiene dos contribuciones: el grosor amorfo y cristalino.

Interesantemente, el parametro mas afectado fue el grosor cristalino.

Tabla 4.2. Parametros lamelares obtenidos a partir de la curva de correlacion 1D.

Periodo | Espesor | Espesor
Cristalinidad
MUESTRA largo amorfo | cristalino | Polidispersion local
oca
(nm) (nm) (nm)
P188 12,37 4,42 7,95 0,44 0,64
EU-VEHICULO 13,71 4,63 9,08 0,37 0,66
EU-BNZ 14,04 4,63 9,41 0,44 0,67
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Figura 4.6. Esquema Lorentz para patrones SAXS para EU, EU-BNZ y P188. El
grafico mas pequeflo muestra la transformacion para la correlacion linear de los

sistemas lamelares.

El Eudragit® puro disperso en solucién mostré un patron tipico de nanoparticulas

esféricas con interaccion de esferas duras debido a la alta concentracion (16), como se
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muestra en la Figura 4.7. El tamafio medio de didmetro fue de 128,0 + 0,2 nm con un

Pdl de 0,1.
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Figura 4.7. Patrones SAXS para EU puro en suspension.

Los sistemas EU-VEHICULO y EU-BNZ (Figura 4.8) no mostraron ninguna estructura
lamelar en el patron SAXS. La estructura lamelar se debe al P188 utilizado como
surfactante para dispersar las nanoparticulas en la solucion. El poloxamer hinchado
perdi6 su disposicion estructural y solo quedd el nucleo de nanoparticulas con contraste
suficiente. La distribucién de tamafios del didmetro se obtuvo mediante simulacion de
Monte Carlo utilizando el programa McSAS (EE. UU.) (17). Las nanoparticulas vacias
de Eudragit mostraron un tamafio medio de didmetro similar al del Eudragit puro en
solucion, mientras que la carga con BNZ afect6 significativamente el tamafio y la forma
del nucleo de la nanoparticula. Bajo la suposicion esférica, se observaron dos
poblaciones alrededor de 80 y 150 nm. La poblacion de mayor tamafo puede ser
atribuida a las nanoparticulas cargadas con BNZ (en concordancia con los resultados de
TEM y DLS) mientras que la poblacién menor puede deberse a artefactos de las sintesis
(BNZ libre, surfactante, emulsiones secundarias). Por lo tanto, los resultados sugieren

que el farmaco estaria alterando la estructura interna de la nanoparticula original, lo cual

124



resulta logico considerando la naturaleza hidrofébica del BNZ y el polimero

Eudragit*NE30D (un copolimero neutro basado en etil acrilato y metil metacrilato).
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Figura 4.8. Patrones SAXS para EU-VEHICULO y EU-BNZ.

2. Ensayos de liberacion y estabilidad fisicoquimica

Pasando al ensayo de liberacion del BNZ desde las nanoparticulas poliméricas, en
primer lugar, se observo que el 90 % del farmaco se disolvi6 durante los primeros
30 minutos del experimento mientras que el 21% de BNZ fue liberado desde la
formulacion en ese lapso (Figura 4.9). Al inici6 de la liberacion se observd un
proceso mas rapido que fue declinando en velocidad dando lugar a una liberacion
sostenida de farmaco. Al igual que para las formulaciones lipidicas, la liberacion
inicial mas répida podria explicarse teniendo en cuenta la cantidad de moléculas de
farmaco libre en las formulaciones (20% de la carga inicial del firmaco), y ademas,
las moléculas de BNZ ubicadas mas cercanas a la superficie de las nanoparticulas
que difunden rapidamente hacia el exterior del vehiculo. Por otro lado, la liberacién
gradual del BNZ observada a continuacion de esa etapa inicial podria deberse al
movimiento de moléculas del farmaco desde el interior de las nanoparticulas donde

se encontraria el farmaco en estado amorfo segin las metodologias de
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caracterizacion fisicoquimica mencionadas anteriormente. Si el movimiento del
BNZ desde las nanoparticulas fuera netamente difusional, a medida que el gradiente
de concentracion del farmaco fuese disminuyendo con el tiempo, la velocidad de
liberacion acompafiaria esa disminucion. Aqui, este suceso no se evidencia ya que el
experimento se realizdo en condicién de sumidero y/o porque en la liberacion del

farmaco podria contribuir la relajacion de las cadenas poliméricas.
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Figura 4.9. Perfil de liberacion in vitro de BNZ y EU-BNZ. Los puntos corresponden al

promedio y el desvio estandar (n=3).

Como se realiz6 anteriormente, se ajustaron los datos de liberacion in vitro a diferentes
modelos matematicos (Tabla 4.3). Los modelos que mejor ajustaron los datos fueron los
de Korsmeyer-Peppas y Baker-Lonsdale (R? = 0,99), arrojando el primer modelo
mencionado un EMC levemente menor al segundo modelo. El modelo de
Baker-Lonsdale tiene similitudes al modelo de Korsmeyer- Peppas en cuanto se aplica a
matrices poliméricas en las que la liberacion del farmaco puede explicarse por

mecanismos de difusion gobernados por la ley de Fick o por degradacion de la matriz
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(18). Como se menciond en el capitulo 3, el modelo de Korsmeyer-Peppas, o ley de
potencia, describid inicialmente la liberacion de farmacos desde sistemas poliméricos
planos mediante los mecanismos de relajacion de las cadenas poliméricas y la difusion,
aunque también se verificd su aplicabilidad en otros sistemas, como nanoparticulas.
Recordando la ecuacion 3.2 que describe el modelo, tenemos los términos Mt/Moo para
determinar la fraccion disuelta, K es una constante que incorpora informacion
estructural y geométrica de los sistemas, y el exponente n es el exponente de difusion o
transporte, que proporciona informacion sobre el mecanismo de liberacion. La
estimacion del exponente n fue 0,40 por lo que se podria explicar la liberacion del BNZ
como un proceso principalmente gobernado por la difusiéon de Fick ya que, para
sistemas esféricos, un valor de n=0,43 puede categorizarse como un modelo Fickiano en
el que la liberacion ocurre por difusion (19). En nuestro sistemas ambos modelos, tanto
el de Baker-Lonsdale y el de Korsmeyer-Peppas, explicarian la liberacion del farmaco

por un modelo en el que predomina el proceso de difusion.

Tabla 4.3. Medidas de bondad de ajuste de los modelos matematicos de liberacion de
farmaco desde NLC-BNZ. R?* coeficiente de determinacién; EMC: error medio

cuadrado; AIC: criterio de informacion de Akaike.

Modelo R? R?-ajustado EMC AIC
Primer 6rden 0,84 0,84 71,31 44,41
Hopfenberg 0,79 0,75 111,05 48,23
Baker-Lonsdale 0,99 0,99 4,41 24,94
Korsmeyer-Peppas 0,99 0,99 3,32 23,67
Hixon-Crowell 0,79 0,79 92,54 46,23

Se evidenci6 que las nanoparticulas podrian almacenarse a 4 °C, en botellas de vidrio y
protegidas de la luz, durante al menos cuatro meses sin perder sus propiedades iniciales
(Figura 4.10). El andlisis de DLS de las formulaciones reveld nanoparticulas con un
diametro hidrodindmico promedio de 157,1 £1,9 nm (un tamafio similar al obtenido
para las NLC = 150,6 = 4,7 nm). Se obtuvo un valor de PdI 10 veces menor en
comparacion a las NLC (0,026 +0,018 versus 0,202 £+ 0,009), y ademés menor a 0,2,
punto de corte para establecer que una formulacién es monodispersa en formulaciones
poliméricas (5). El pequefio valor de PdI es deseable y beneficioso ya que es indicativo

que las propiedades fisicoquimicas de la formulacion son uniformes.
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Como se menciond anteriormente, las cargas superficiales necesarias para lograr una
dispersion de nanoparticulas estabilizadas por repulsion electrostatica son alrededor de
+30 mV (20). El valor de { de nuestra formulacion EU-BNZ fue -34,32 + 5,44 mV,
siendo un valor dptimo para la estabilizacion por repulsion electrostatica. Tanto el valor
promedio -34,32 mV como el valor -14,08 mV (formulacion lipidica) podrian explicarse
en base a los componentes de las formulaciones. El lipido, polimero y surfactante que se
utilizaron son neutros a pH fisioldgico ya que son compuestos con estructuras quimicas
tipo éster y/o éter. La diferencia entre los valores de C debe residir, por lo tanto, en la
utilizacion del lipido o del polimero, resultando las nanoparticulas poliméricas con un
valor de { més negativo. Otras formulaciones compuestas por Eudragit®NE30D también
arrojaron valores similares de { (21). Durante el seguimiento de la estabilidad, se
observo un aumento al primer mes de almacenamiento respecto a la condicién inicial
del sistema (mes 0). Sin embargo, esa diferencia no se observo entre los meses restantes
y el mes 0, y no se vio reflejada en la estabilidad de la formulacién con el paso del
tiempo. Se comprobd que las formulaciones se mantuvieron sin precipitado de fArmaco
luego de 4 meses. En cuanto al EE, % se mantuvo en 75,21 £ 8,59 % pese a haber una
moderada dispersion en la medicion de los datos, sin diferencia significativa con el paso

de los meses.

3. Citotoxicidad y actividad hemolitica

En cuanto al ensayo de citotoxicidad sobre la linea celular CHO, en primer lugar se
observo que la viabilidad celular disminuy6 para el tratamiento con el farmaco libre
dependiendo de la concentracion (Figura 4.11). Los tratamientos con las formulaciones
no mostraron una disminucién en la viabilidad celular en ninguna de las
concentraciones ensayadas. Esto podria deberse a dos factores, en primer lugar a que los
componentes de la formulacion son biocompatibles con las células, y, en segundo lugar,
a que la encapsulacion del farmaco las expone a una menor concentracion de BNZ, el
cual se libera desde las nanoparticulas de forma paulatina.

Ademas, se evalud la toxicidad sobre una segunda linea celular, la linea Vero, mediante
citometria de flujo, midiendo el porcentaje de células muertas marcadas con IP (Figura
4.12). Aqui pudo observarse que ninguno de los tratamientos generé una amplia

toxicidad en las células Vero més alld de matar al 1,5 % de las células, resultado que se
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reprodujo también en los controles con medio de cultivo RPMI y RPMI + 1% de
DMSO.
Por ultimo, se prob¢ la toxicidad de las formulaciones sobre células de la linea celular

Caco-2 (Figura 4.13) sin hallar citotoxicidad luego de una incubacion durante 3 horas.

* BNZ

—
o
o
1
—
*

Porcentaje de viabilidad celular (%)
=
1

(=

§« 120 240 480
@ Concentracion (uM)

Figura 4.11. Ensayo de citotoxicidad en la linea celular CHO luego de ser tratadas con
BNZ, EU-BNZ y EU-VEHICULO (*p<0,05). Se realiz6 la prueba de Dunnet para
determinar diferencias significativas respecto al grupo control (* p<0,05, ** p<0,01). Se

informa el promedio y el desvio estandar (n=3).
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Figura 4.12. Ensayo de citotoxicidad en células Vero incubadas con BNZ, EU-BNZ y
EU-VEHICULO. Se informa la media y el desvio estandar (n=2).
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Figura 4.13. Ensayo de citotoxicidad en células Caco-2 luego de ser tratadas con BNZ,

EU-BNZ y EU-VEHICULO. Se informa la media y el desvio estandar (n=3).
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Siendo la via parenteral la ruta de administracion maés habitual para sistemas
nanoparticulados de accidon sistémica, se evalud la actividad hemolitica de la
formulacion a fin de evidenciar una posible toxicidad sobre células sanguineas, como se
realiz6 anteriormente con los nanosistemas lipidicos (Figura 4.14). Luego de 48 horas
de incubacion de las muestras no se observaron efectos hemoliticos superiores al limite
establecido (< 5%, ISO/TR 7406 o ASTM E2524-08) para materiales considerados
seguros para aplicaciones bioldgicas (22). Por lo tanto, las formulaciones podrian
considerarse hemocompatibles a las concentraciones ensayadas, como se reportd para

otras formulaciones en base a Eudragit® (21, 23).
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Figura 4.14. Actividad hemolitica luego de 48 horas de incubacién con los
tratamientos. Se realizo la comparacion de las medias mediante el test de Tukey (*
p<0,05) y la comparacion con el control positivo o negativo mediante el test de Dunnet
(* p<0,05, *** p<0,001). No se marcan las diferencias con el control negativo. CP (+):

Tween. CN (-): solucion salina

En principio, la falta de hemotoxicidad podria explicarse a partir de una falta de

interaccion con los eritrocitos debido a la repulsion provista por las cargas superficiales
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negativas de ambos. Esta proposicion se sustenta, en parte, en observaciones de otro
trabajo, donde se modificaron las cargas superficiales de nanoparticulas poliméricas y se
midi6 la hemolisis (luego de 3 horas de incubacion) encontrando una tendencia a un
mayor nivel de liberacion de hemoglobina luego de tratamientos con nanoparticulas
cationicas (24). Retomando un resultado del capitulo 3, el { de las NLC tuvo una
medicion de alrededor de -14 mV, por lo que ese valor menos negativo, en comparacion
con el { de EU-BNZ, podria haber contribuido a la hemolisis leve que ya se discutio
para ese sistema. Las concentraciones ensayadas fueron seleccionadas teniendo en
cuenta los resultados de los ensayos in vitro y el intervalo terapéutico del fArmaco. Se
eligié a la concentracion de 50 pg/mL como el limite superior ya que es equivalente a
una concentraciéon 192 uM, unas veinte veces la EC5, de BNZ en tripomastigotes, y
alrededor de 8 veces el valor de la concentracion minima toxica del intervalo
terapéutico de BNZ (11-23 uM (25)).

Los promedios de los tratamientos mostraron en todos los casos diferencias
estadisticamente significativas respecto al control positivo. La comparacion con el
control negativo evidenci6 diferencias significativas respecto a EU-BNZ (5 y 50
ng/mL) y EU-VEHICULO (5 y 50 pg/mL) al igual que en los tratamientos con NLC
(Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Promedios de los tratamientos que presentaron diferencias significativas con

el control negativo (CN).

Tratamiento (concentracion en pg/mL o HA, % (desvio
equivalente para EU-VEHICULO) estandar)

EU-BNZ (5) 0,0615 (0,0047)

EU-BNZ (50) 0,5942 (0,0071)

EU-VEHICULO (5) 0,0568 (0,0095)

EU-VEHICULO (50) 0,5730 (0,0047)

CN 0,0024 (0,0033)

Si bien se evidenciaron diferencias frente al control negativo de solucion salina, los
valores de hemolisis estuvieron muy por debajo del limite considerado riesgoso por la
normativa. Se observa un (muy leve) efecto supra-aditivo entre BNZ y la nanoparticula
polimérica, al contrario de lo que sucedié para NLC-VEHICULO y NLC-BNZ a 50

ug/mL. En sintesis, comprobamos que las formulaciones no presentan efecto
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hemolitico. Seria interesante estudiar cémo afecta la formulacién a los procesos de
coagulacion, la formacion de trombos y la activacion del sistema inmune, aspectos que

no se estudiaron en este trabajo de tesis.

4. Actividad tripanocida in vitro

Se evaluo la formulacion polimérica EU-BNZ, EU-VEHICULO y el farmaco en un
ensayo de incubacion junto a una suspension de parasitos en estadio tripomastigotes
recolectados a partir de cultivo celular (Figura 4.15). En primer lugar, se observd una
tendencia hacia una respuesta dependiente de la concentracion en el tratamiento con
EU-BNZ, en la que disminuye el porcentaje de viabilidad celular al aumentar la
concentracion del farmaco en las formulaciones. Si bien no se hallaron diferencias
significativas en el porcentaje de viabilidad para las distintas concentraciones, el
promedio de los datos tiende hacia el tipo de respuesta concentracion-dependiente
esperada. Por otro lado, se observé que EU-VEHICULO no resultd toxico para el
parésito cuando se evalud a una concentracion equivalente a la que contendria la mayor
concentracion ensayada de EU-BNZ, al contrario de lo observado para la formulacion
nanolipidica. Junto a la presencia de componentes que no son toxicos para 1. cruzi, la
carga superficial negativa de las nanoparticulas podria sumar a la falta de efecto
intrinseco del vehiculo al igualar en signo negativo a la carga superficial del parasito
resultado de la presencia de residuos de &cido sialico (26). Uno de los resultados mas
interesantes que se desprenden de este experimento reside en la comparacion entre el
tratamiento de BNZ y EU-BNZ a una concentracion de 10 uM. A primera vista ambos
tratamientos conducirian a una disminucion en la viabilidad de tripomastigotes del
orden del 50%. Se procedid con el célculo de las ECs, y efectivamente, el efecto sobre
tripomastigotes no muestra diferencias estadisticamente significativas entre BNZ y
EU-BNZ a la concentracion 10 pM. Los valores de ECs, calculados (Figura 4.16)
fueron 13,14 uM para EU-BNZ (IC95%: 7,34- 22,22) y 6,072 (1C95%: 3,391-11,490)
para BNZ. Es de interés denotar que el porcentaje de liberacion de BNZ desde la
formulacion a las 24 horas fue de un 74% frente a un 90% de farmaco disuelto, por lo
que habria una menor cantidad de moléculas de farmaco disponibles en el tratamiento
con EU-BNZ. Se podria desprender la nocién de que se necesitaria un tiempo mas
prolongado para alcanzar la misma concentracion de farmaco libre en el tratamiento

EU-BNZ y conseguir el mismo efecto.
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Figura 4.15. Efecto dosis-respuesta de BNZ, EU-BNZ y EU-VEHICULO sobre los

tripomastigotes de 7. cruzi. Se realiz6 la prueba de Dunnet para identificar diferencias

significativas respecto al grupo de control. *p < 0,05, **p < 0,01. Los puntos

corresponden a la media y el desvio estandar (n=3).
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Figura 4.16. EC;, para BNZ y EU-BNZ. La viabilidad de tripomastigotes (%) es frente

al control con DMSO (1%). Los puntos corresponden a la media (n=3).
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Por otro lado, se evalu6 la formulacion en un ensayo de incubacién in vitro frente a
amastigotes internalizados en células Vero. En primer lugar, se observo una respuesta
dependiente de la concentracion en los tratamientos con BNZ y EU-BNZ. No se
observéd un efecto de EU-VEHICULO sobre la viabilidad de amastigotes diferente al
ejercido significativamente por el control de medio de cultivo con DMSO al 1%
(Figura 4.17). No se alcanz6 un valor de viabilidad 0% a la concentracion mas alta de
BNZ ni EU-BNZ. Los valores de ECs, del BNZ y EU-BNZ fueron 3,278 (I1C95%:
2,233-6,708) y 3,623 (I1C95%: 2,254-5,231) uM, respectivamente (Figura 4.18), por lo
que se llega a la conclusion que no hay diferencias entre el tratamiento con el farmaco
nanoencapsulado o no encapsulado. Sin embargo, como se dijo anteriormente, teniendo
en cuenta el porcentaje de liberacion a las 24 horas, habria una menor cantidad de
moléculas del farmaco liberadas en el medio en comparacion a la solucién de BNZ, por
lo que se habria un efecto beneficioso del vehiculo si se evidencia el mismo nivel de

efecto a una concentraciéon menor.

BNZ

—_

(=

(=]
1

94
(=]
|
*
*

— %
%
;

Viabilidad intracelular de amastigotes (%)

O | | 2
S 5 0 5 50

Concentracion (uM)

Figura 4.17. Efecto dosis-respuesta de BNZ, EU-BNZ y EU-VEHICULO sobre los
amastigotes de 7. cruzi. Se realizo la prueba de Dunnet para identificar diferencias

significativas respecto al grupo de control. *p < 0,05, **p < 0,01.
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Figura 4.18. ECy, para BNZ y EU-BNZ. La viabilidad de amastigotes (%) es frente al

control con DMSO (1%). Los puntos corresponden a la media (n=3).

5. Evaluacion de la permeabilidad

Se realizé el ensayo de permeabilidad a través de una monocapa de células Caco-2
(Figura 4.19) no pudiendo observar diferencias significativas entre los coeficientes de
permeabilidad ni la cantidad acumulada de BNZ en la camara basolateral hacia el final
del experimento. De igual modo a lo planteado para NLC-BNZ y BNZ, en este caso a
los 120 minutos de iniciado el ensayo se evidenci6 que la cantidad de masa de fArmaco
en la camara aceptora correspondié al 20% de la cantidad inicial dada al sistema,
encontrando incluso una tendencia no significativa de NLC-BNZ hacia una
permeabilidad menor. Como EE, % es de aproximadamente el 80% podria establecerse
que el farmaco libre es el que estaria trasladandose hacia la cadmara basolateral.
Nuevamente, el tamafio y la carga superficial podrian desfavorecer la permeabilidad de
las nanoparticulas poliméricas en ciertas ocasiones.

Un ejemplo en el que la carga superficial aumenta la permeabilidad son las
nanoparticulas del polimero cationico de Eudragit® (27), E100, conteniendo enalapril,
que incrementaron la permeabilidad del farmaco encapsulado respecto al libre en 1,7
veces luego de probadas en un sistema de permeabilidad de saco invertido utilizando el
intestino de ratas albinas macho de la cepa Wistar. Estos trabajos aportan a la hipotesis
de la interaccion entre las cargas superficiales de la membrana celular y las particulas
como motor de la adhesioén y posterior internalizacion celular. No obstante, tanto los
nanosistemas como los mecanismos de permeacion son complejos y nanoparticulas

poliméricas con carga superficial negativa (-40 mV) también pudieron incrementar la
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permeabilidad. Asi se reportd para curcumina nanoencapsulada en nanoparticulas de
Eudragit® S100 y PLGA en el modelo de permeabilidad intestinal de Caco-2 (28). Alli,
se considerd que el aporte del PLGA toma peso relevante, ya que es una molécula
ampliamente utilizada en el desarrollo de nanoparticulas y con abundante evidencia en
literatura sobre sus aportes a la permeabilidad (29). Recientemente se publico un estudio
acerca del desarrollo de una formulacion de nanoparticulas con un nticleo polimérico de
Eudragit® E100 y un recubrimiento lipidico donde se evidencia el aumento de la
internalizacion celular del material genético frente a nanoparticulas de Eudragit® RS100
(30). E100 es un polimero sensible al pH que libera el contenido de DNA dentro del
interior celular evitando la pérdida del material genético, mientras que RS100 no es
sensible al pH. Esto es evidencia de los grandes prospectos del Eudragit® en el area y de

la complejidad en la prediccion de materiales que aporten a la permeabilidad.
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Figura 4.19. (A) Coeficiente de permeabilidad aparente y (B) cantidad de BNZ
acumulado en la camara basolateral de EU-BNZ y el farmaco libre. Los puntos

corresponden al promedio y el desvio estandar (n=2).
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6. Evaluacion farmacocinética de la formulacion

Se obtuvieron los perfiles de concentracion en plasma en funcion del tiempo utilizando
los datos obtenidos después de una administracion p.o. del farmaco sin encapsular o de
la formulacion EU-BNZ a una dosis de 30 mg/kg (Figura 4.20). Se realiz6 un cambio
en la formulacion inicial para poder incrementar la cantidad de BNZ y alcanzar las dosis
necesarias para la administracion in vivo. El cambio de composicion en la formulacion
(2 % [ 6% p/v Eudragit® NE30D; 3% [] 4,5% p/v P188) no modifico sustancialmente
los parametro fisicoquimicos (el tamafio promedio pasé de 157,12 + 1,97 nm a 154,99 +
1,02 nm, el valor de PdI se mantuvo muy cercano al valor de la formulacion inicial
0,026 £0,018 pasando a 0,019 £+ 0,015, y el valor de { pasé de -34,32 = 5,44 mV -a
-39,60 £1,90 mV).
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Figura 4.20. Perfiles plasmaticos de BNZ y EU-BNZ luego de una administracion p.o.

Los puntos corresponden al promedio y el desvio estandar (n=2).

Se calcul6 el AUC .,y AUC , utilizando el método trapezoidal (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Valores de AUC expresado como promedio (desvio estandar).

Tratamiento AUC, (uM.h) AUC,  ,(uM.h)
BNZ p.o. 39,38 (1,43) 39,54 (1,32)
EU-BNZ p.o. 54,41 (36,28) 54,46 (36,25)

A partir del grafico de concentracion plasmatica versus tiempo, los valores de AUC y la
realizacion del analisis estadistico comparativo, se evidencid que la exposicion a BNZ
no difirio entre los tratamientos. Se observo una amplia dispersion en los valores de
EU-BNZ p.o. Esto se debe a que una de las dos muestras correspondiente al tiempo 8
horas arroj6 un valor de concentracion plasmatica mas alto de lo esperado (cercano a los
valores obtenidos para los primeros tiempos de muestreo). Si se descartara ese dato los
valores de AUC , ., y AUC . ., para EU-BNZ serian de 31,92 + 4,46 y 31,97 + 4,43
uM.h, respectivamente. La tendencia del valor del AUC seria un menor valor para el
tratamiento de las nanoparticulas.

Segun los resultados del ensayo de permeabilidad in vitro, la formulacion no favorece al
pasaje a través de la barrera intestinal. Como no se observd un comportamiento
demorado (como en NLC), si el AUC luego del tratamiento con EU-BNZ no es
diferente al AUC para BNZ es plausible postular la pérdida de la integridad de las
nanoparticulas en alguna porcion del tracto gastrointestinal, alcanzando, de esta manera,
la misma cantidad de farmaco libre en el sitio de absorcion. Debe tenerse en cuenta que
la falta de diferencia significativa entre los valores de AUC de los tratamientos esta
relacionada con la dispersion de los datos, y deberiamos repetir el ensayo con grupos de
animales de mayor tamafio para sustentar esta hipdtesis. Asimismo, podria evaluarse la
estabilidad de nuestro nanosistema en medios gastrico e intestinal simulados.

En cuanto a los valores farmacocinéticos como el t.;, se encontré similitud entre BNZ
con los valores reportados en la bibliografia para el farmaco en ensayos preclinicos en
ratones hembra Swiss en los que también se alcanzé la concentracion maxima alrededor
de la hora luego de una administracion p.o. (31). Otro punto a destacar es que el valor
alcanzado de Concentracion (C,;,) de BNZ a una dosis subdptima de 30 mg/kg como la
utilizada en este ensayo alcanzé un valor de concentracion similar a 10 pM, cuando C,;,
luego de la administracion de una dosis estandar de 100 mg/kg en ratones es 160,04 +

11,50 uM (31). Se recalca esta diferencia para el desarrollo de la proxima seccion donde
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se exponen los resultados del efecto del farmaco libre y las formulaciones en ratones
infectados.

Por otra parte, como se mencion6 en el capitulo 3, se observd un segundo pico en la
curva plasmatica del BNZ libre, que podria evidenciar el proceso de recirculacion
enterohepatica del BNZ en el organismo. Ese pico pudo no haberse observado en el
tratamiento con EU-BNZ debido a la gran variabilidad de las concentraciones
plasmaticas observadas para el grupo de ratones correspondiente a cada tiempo de

muestreo.

7. Evaluaciéon en un modelo murino de infeccion aguda

Como se mencion6 en el capitulo 3 (Seccion 6. Evaluacion en un modelo murino de
infeccion aguda), se realizd el seguimiento del peso, la parasitemia y la supervivencia
de los ratones a fin de evaluar el desempeno de la formulacion EU-BNZ y del farmaco
libre frente a una infeccion aguda (Figura 4.21-4.23).

En primer lugar, se evalud la evolucion comparativa del peso entre los tratamientos y el
vehiculo, ya que ocasionalmente puede revelar o sugerir efectos toxicos del tratamiento
ensayado. En nuestro caso, BNZ 10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d no evidenciaron efectos
toxicos evidentes ocasionados por el tratamiento (lo que parece consistente con los
resultados sobre la citotoxicidad en las distintas lineas celulares). Se observo, sin
embargo, que los grupos que recibieron EU-BNZ y VEHICULO (solucion fisiologica +
DMSO 20%) tuvieron una tendencia a bajar de peso durante o inmediatamente después
del tratamiento. La distribucion inicial de los ratones en sus habitats tal vez deberia
haber sido mas homogénea a fin de que si el peso fuera un factor que influye en el
desarrollo de la parasitemia vea afectado al resultado equitativamente.

Una vez mads, se utilizaron dosis sub-Optimas para poder evidenciar el efecto del
farmaco en el nanovehiculo, en caso de que existiera. Se observéd que los tratamientos
con BNZ a 10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d presentaron un desempefio dosis-dependiente
(Figura 4.23) y que la supervivencia de los ratones se vio disminuida para el
tratamiento con EU-BNZ respecto a los tratamientos con farmaco libre. Retomando el
resultado del ensayo farmacocinético, la exposicion al fairmaco no fue diferente entre el
tratamiento con BNZ y EU-BNZ. Siendo asi, ;por qué la sobrevida del grupo EU-BNZ
fue menor? Por un lado, como se discutié anteriormente, la cinética de absorcidén de

sustratos de P-gp podria diferir en ratones sanos y en ratones infectados, estando
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favorecida la absorcion de BNZ libre en estos ultimos. En caso de que las
nanoparticulas cargadas accedieran a BNZ, como en el caso de NLC-BNZ, la
circulacion sistémica del BNZ en las nanoparticulas podria significar una menor
concentracion libre en plasma, lo que se veria reflejado en la sobrevida de los ratones

(sin embargo, los estudios de permeabilidad in vitro no sustentan esta hipotesis).
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Figura 4.21. Evolucion de pesos promedio. Los puntos corresponden al promedio y al

desvio estandar (n=5).

Es interesante retomar lo mencionado en la seccion anterior acerca de la C,,. En
estudios preclinicos previos se cuantifico una C,; con un valor de 160 uM bajo el
tratamiento estdndar de BNZ (100 mg/kg/d) en ratones (31), una C,;, dieciséis veces
mayor a la C,, cuantificada luego de una dosis de 30 mg/kg. Sin embargo,
extrapolando los resultados, se observo que a una dosis de 20 mg/kg/d, y por lo tanto
una C,,, menor, la supervivencia del grupo BNZ fue del 100% durante el ensayo, un
resultado similar al obtenido para la supervivencia del grupo de ratones con el mismo
tratamiento a una dosis estandar. Esto podria dar indicio de eficacia del tratamiento a
dosis mas bajas que no provean niveles de firmaco que pudieran sobrepasar las

concentraciones minimas toxicas, con los consiguientes efectos adversos. En los ultimos
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afios se ha reunido creciente evidencia acerca de esta observacion. Se ha reportado un
ensayo preclinico (32) en un modelo agudo ensayando dosis de 100, 40 y 20 mg/kg/d de
BNZ suspendido en metilcelulosa 0,5% administrado p.o. durante 20 dias en ratones
hembra Swiss infectadas con 1x10° tripomastigotes de la cepa Y (DTU 1II) en los que la
supervivencia fue del 100 % en los tres grupos. En nuestro caso, un tratamiento de 5
dias arroj6 la misma tasa de supervivencia. Los autores observaron que el menor pico de
parasitemia se alcanzé con la dosis de 100 mg/kg/d (1x10* frente a 3,5x10°
tripomastigotes/mL para la dosis de 20 mg/kg/d) mientras que en nuestro caso el pico de
parasitemia estuvo en 2,4x10° tripomastigotes/mL en el tratamiento BNZ 20mg/kg/d.
Interesantemente, los autores también ensayaron las mismas dosis en un modelo
cronico, hallando tasas de curacion del 88, 100 y 50 % con 100, 40 y 20 mg/kg/d,
respectivamente, siendo los dos primeros valores significativamente diferentes entre
ellos y con el control del vehiculo del farmaco. Por otra parte, Diniz y colaboradores
(33) reportaron eficacia del tratamiento durante 7 dias con dosis 100 mg/kg/d en la
misma cepa de 7. cruzi y ratones, pero con un indculo mayor (5x10° tripomastigotes).
La tasa de supervivencia fue del 100% para la mayor dosis, mientras que para dosis de
50 y 25 mg/kg/d fueron 66 y 33%, respectivamente. Se ha reportado que un mayor
inéculo conlleva cambios mas severos en el desarrollo de la enfermedad en ratones (34).
Sin embargo, no podria descartarse la eficacia de dosis mas bajas sin antes conocer
como se traslada el conocimiento del tamafo del in6culo inicial en humanos. Como este
dato es multifactorial, cada cepa de T cruzi posee una virulencia compleja de
determinar y es muy dificil (casi imposible) determinar inéculos iniciales en las
situaciones de contagio silvestres, no se hace foco en esta informacion saliendo del
laboratorio. Lo que se lleva a cabo para estudiar la eficacia de nuevos regimenes
posoldgicos son ensayos clinicos como los llamados BENDITA (#NCT03378661) y
MULTIBENZ (#NCT03191162) evaluando dosis y duracion del tratamiento con BNZ.
En el estudio BENDITA (35) se comparo6 el tratamiento convencional (5-8 mg/kg/d), en
pacientes de alrededor de 60 kg de peso, administrando 300 mg/d durante 8 semanas,
300mg/d durante 4 semanas, 300 mg/d durante 2 semanas y/o 150 mg/d durante 4
semanas. Si bien los autores remarcan que los grupos de tratamiento son pequefios para
realizar una comparacion estadistica valida entre ellos, aun asi hacen algunas
comparaciones. En primer lugar, denotan que las reacciones adversas fueron reportadas
en menor medida para la dosis mas baja de BNZ, y luego que la tasa de curacion no fue

significativamente diferente entre las dosis. En MULTIBENZ (36, 37) los brazos de
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tratamiento fueron 300 mg durante 60 dias, 150 mg durante 60 dias y/o 400 mg durante
15 dias. Se evidencid que la reduccion del tiempo de tratamiento de 8 a 2 semanas

mantuvo la respuesta antiparasitaria facilitando la adherencia al tratamiento.

En cuanto a los valores de parasitemia, el valor promedio para el tratamiento con
EU-VEHICULO alcanzé un valor considerable de tripomastigotes en sangre y mayor
que el resto de los tratamientos. El tratamiento con EU-BNZ tuvo una tendencia inicial
muy favorable que no se tradujo en la sobrevida de los ratones (Figura 4.23). La
parasitemia suele ser un parametro muy variable que no siempre indica la efectividad
del tratamiento, como puede observarse, por ejemplo, en el tratamiento con el vehiculo,

ya que el grupo tuvo parasitemia baja pero, al mismo tiempo, corto tiempo de

supervivencia.
8x10°- VEHICULO
® BNZ 10 mg/kg/d
7%106- B BNZ 20 mg/kg/d
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Figura 4.22. Evolucion de parasitemias promedio. Los puntos corresponden al

promedio y el desvio estandar (n=5).
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Figura 4.23. Curva de supervivencia durante la fase aguda de ratones Balb/c infectados
con T cruzi cepa RA, tratados con BNZ libre o nanoformulado en formulacién
polimérica (y sus respectivos controles). Se realizo la prueba log-rank para ver

diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,001).

Los ratones tratados con EU-BNZ tuvieron una mayor sobrevida en comparacion a los
ratones tratados con el VEHICULO y EU-VEHICULO. Por ultimo y para resaltar, en
comparacion al resultado de porcentaje de supervivencia del capitulo 3 para
NLC-VEHICULO, los ratones tratados con las nanoparticulas lipidicas vacias tuvieron
una mayor sobrevida respecto a los ratones tratados con las nanoparticulas poliméricas
vacias, mientras que la sobrevida de los ratones tratados con NLC-BNZ a los 20 dias
post-infeccion fue el doble en comparacién al tratamiento con EU-BNZ. Estos
resultados aportan una evidencia adicional respecto al efecto tripanocida del

nanovehiculo lipidico, que atribuimos al MM.
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Conclusiones parciales

En el presente capitulo se describe la obtencion y caracterizacion fisicoquimica y
bioldgica de un sistema polimérico encapsulando BNZ y la evaluacion de su eficacia
contra el agente etiologico de la enfermedad de Chagas en distintos modelos.

En primer lugar, se obtuvieron nanoparticulas poliméricas esféricas a partir de un
polimero neutro mediante una técnica de sintesis sencilla y econdmica. La
caracterizacion térmica y de rayos X de la formulacion indico que el BNZ se encuentra,
en este sistema, disperso en la matriz polimérica en estado amorfo.

Por otro lado, las formulaciones mostraron un perfil de liberacion sostenida del farmaco
durante 24 horas siguiendo un mecanismo de liberacion ajustado al modelo de
Korsmeyer-Peppas con una liberacion regida por un mecanismo principalmente de
difusion. La estabilidad fisicoquimica de la formulacion fue durante al menos cuatro
meses manteniendo valores constantes de tamafo de particula, {, Pdl y EE, %.
Siguiendo con los ensayos in vitro, los experimentos de incubacion de nuestro
nanosistema con tripomastigotes y amastigotes de 7. cruzi mostraron viabilidades
similares a las observadas para el farmaco libre y la falta de efecto del vehiculo vacio,
con una variabilidad del ensayo elevada. Aqui, ademas, se tuvo en cuenta que la
liberacion del BNZ desde EU-BNZ a las 24 horas no alcanzo6 el 100%, por lo que se
alcanzarian viabilidades de parésitos similares entre los tratamientos mencionados con
un numero menor de moléculas de farmaco.

La permeabilidad de EU-BNZ en estudios en monocapa de células Caco-2 fue similar a
la del farmaco libre. Por otro lado, el efecto citotoxico en células fue menor para
EU-BNZ en comparacion con el farmaco libre en la linea celular CHO, y el sistema
nano tampoco present6 toxicidad en las lineas Caco-2 y Vero. Sumado a una muy baja
actividad hemolitica, la formulacion sugiere posibles beneficios para su uso en términos
de su perfil de seguridad.

Pasando a los resultados de los modelos murinos, el ensayo farmacocinético mostrd
perfiles plasmaticos similares entre la nanoformulacion versus el farmaco libre por via
oral, aunque en el caso del sistema nano se observo gran variabilidad entre los animales
de experimentacion por lo que seria conveniente sumar mas réplicas al ensayo.

El desempeiio de EU-BNZ en el ensayo in vivo de infeccion aguda resulté en una menor
supervivencia de los ratones luego del tratamiento respecto a la misma dosis de BNZ,

asi como un similar control de la parasitemia. Aun asi, en comparacion al tratamiento
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con el VEHICULO y con EU-VEHICULO, la supervivencia fue mayor para los ratones
tratados con EU-BNZ. Por otro lado, trayendo a colacion el resultado del ensayo in vivo
agudo del capitulo 3, la supervivencia de los ratones tratados con NLC-VEHICULO fue
mayor a la supervivencia de los ratones tratados con EU-VEHICULO, en linea con el

efecto tripanocida observado en el MM.
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Capitulo 5

Discusion y conclusiones generales. Perspectivas.

La Organizacion Mundial de la Salud caracteriza a la enfermedad de Chagas como una
enfermedad tropical desatendida que afecta a 6-7 millones de personas en el mundo,
mayormente habitantes y oriundos de Latinoamérica (1). La farmacoterapia para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas recae en dos farmacos, el BNZ y NFX,
descubiertos en los afos 1960s y 1970s, con eficacia comprobada en la etapa aguda de
la infeccidn, pero con eficacia limitada en la fase cronica (2) segtn los resultados de los

estudios clinicos BENEFIT y TRAENA, discutidos en secciones previas.

El tratamiento con BNZ es largo (dura 60 dias y utiliza dosis elevadas: la
recomendacion es de 5- 7,5 mg/kg/d dividido en dos dosis diarias administradas después
de las comidas (3, 4)). Este régimen de administracion resulta toxico en un porcentaje
relativamente elevado de los pacientes adultos, quienes presentan sintomas tales como
dolor de cabeza, anorexia, debilidad, rash cutdneo, problemas gastrointestinales y
efectos en sistema nervioso periférico, que en muchos casos conducen al abandono del
tratamiento (5). Se ha debatido si la ocurrencia de efectos adversos se debe a la posible
sobredosificacién y, en algunos casos, a reacciones idiosincrasicas (6). Indagando
acerca de la implicancia de la sobredosificaciéon en el tratamiento, se encontraron
trabajos en lo que se realizaron ensayos clinicos no aleatorizados acortando la duracion
del tratamiento de 60 a 30 dias, y se observd que algunos efectos adversos (neuropatia
periférica y disminucion de la cantidad de células de la médula espinal) se previnieron
con el régimen modificado mientras otros (dermatitis e intolerancia digestiva) no. Por
otro lado, se han realizado ensayos con reduccion de dosis, sumando evidencia de que
los efectos dermatoldgicos parecerian ser idiosincraticos (7). Acerca del resto de los
efectos adversos, la evidencia no es concluyente. Por un lado, un ensayo clinico reveld
una falta de correlacion entre los niveles plasmaticos de BNZ y la incidencia de los
efectos en 54 pacientes (8). Por otra parte, un estudio piloto utilizando una dosis de 5
mg/kg en un tratamiento intermitente durante 60 dias demostré que, si bien un 50% de
los pacientes reportaron efectos adversos estos fueron leves y no condujeron a la

interrupcion del tratamiento (9). Adicionalmente, se ha obtenido evidencia indirecta de
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la eficacia de tratamientos cortos a partir de un estudio en 81 pacientes en el que un
75% abandono el tratamiento estandar a los 10 dias debido a los efectos adversos, y en
el que se encontro6 que luego de 9 afios un 59 % de los mismos habia logrado la
seroconversion (10). No obstante, se necesita sumar mas evidencia proveniente de
ensayos clinicos mdas rigurosos, utilizando grupos aleatorizados, comparando
tratamientos mas cortos o dosis mas bajas. En 2021 se publicaron los resultados del
ensayo clinico BENDITA (#NCT03378661) (11) que evalu6 distintas dosis y duracion
del tratamiento para BNZ en monoterapia o en combinacion con fosravuconazol. Se
reportd una respuesta tripanocida sin diferencias entre los tratamientos, salvo en
relacion con el abandono del tratamiento, siendo menos ocurrente en tratamientos mas
cortos o con dosis mas bajas. Recientemente, en abril de 2024 se han reportado los
resultados del ensayo clinico MULTIBENZ (#NCT03191162) en el que se compar6 la
efectividad de BNZ utilizado en tres esquemas de dosificacion (I:150 mg/d durante 60
dias, II: 400 mg/d durante 15 dias y/o III: 300 mg/d durante 60 dias) hallandose que los
pacientes tuvieron respuestas parasitologicas similares, pero que, por otro lado, el
tratamiento fue discontinuado en menor medida por los pacientes cursando el esquema

corto (II) en comparacion con el control (IIT) (12).

Sumando a estas incertidumbres acerca de la duracion y posologia 6ptimos para mejorar
la relacion eficacia/seguridad, también se observan inconsistencias en la clasificacion
del BNZ en el marco del SCB, como se mencioné en el capitulo introductorio. Tanto si
el BNZ es clasificado como un farmaco de clase II (baja solubilidad, alta permeabilidad)
o como clase IV (baja solubilidad, baja permeabilidad), los nanovehiculos
farmacéuticos podrian entrar en juego como estrategias para mejorar la solubilidad y/o
la permeabilidad intestinal. Por ejemplo, como sucede en el caso de los nanocristales,
aumentando la solubilidad aparente del farmaco, u optimizando la velocidad de
disolucion. Por otro lado, en el caso de otros nanosistemas, gracias a su pequefio tamafio
y naturaleza lipofilica (por ejemplo, las nanoparticulas lipidicas) podrian permitir su
pasaje por barreras biologicas mejorando la permeabilidad del principio activo y

escondiéndolo, a modo de caballo de Troya, de la accidon de transportadores de eflujo.

Durante los ultimos 20 afios se han investigado y desarrollado en el ambito académico
numerosas formulaciones de nanosistemas de BNZ y NFX a partir de un extenso
abanico de materiales con diferentes propiedades fisicoquimicas siendo los mas

estudiados los polimeros, los lipidos y los nanocristales (13). Se obtuvieron
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nanoparticulas con mejor desempefio respecto al farmaco libre en varios aspectos; por
ejemplo, formulaciones de CaCO; encapsulando BNZ menos toxicas que el farmaco
libre segun ensayos en células LLC-MK2 o nanocristales de BNZ con una mejora en la
permeabilidad del farmaco a través de una monocapa de Caco-2. Dentro del abanico de
nanoparticulas estan incluidas las lipidicas y las poliméricas. La encapsulacion de BNZ
en nanosistemas lipidicos ha arrojado resultados positivos en cuanto a la obtencion de
sistemas de liberacion controlada y permeabilidad incrementada (14). En cuanto a las
formulaciones poliméricas se ha recopilado extensa informacion acerca de
modificaciones de polimeros para agregar ligandos que interaccionen con receptores,

por ejemplo (15).

Durante el presente trabajo de tesis se obtuvieron y evaluaron dos formulaciones de
nanovehiculos farmacéuticos, una de base lipidica y otra de base polimérica, con el
objetivo de mejorar los pardmetros farmacocinéticos del BNZ y, de esta manera,

optimizar la seguridad y la eficacia del firmaco de una manera econémica.

La primera formulaciéon obtenida fue una formulacion de particulas lipidicas
nanoestructuradas, consiguiendo aproximadamente un 80% de EE, % de BNZ. Se
verificod la morfologia esférica con un tamano promedio de alrededor de 150 nm,
medido como su didmetro hidrodindmico. Se realizo la caracterizacion fisicoquimica de
las nanoparticulas por métodos termogravimétricos, cristalografia de rayos x y
espectroscopia infrarroja. A partir de los resultados de la caracterizacion fisicoquimica,
se observo que el farmaco se encontr6d presente en un estado amorfo en el interior de las

nanoparticulas, sin interactuar con los excipientes.

Por otro lado, el sistema mostrd un perfil de liberacion inicial rapida seguida por una
cinética de liberacién mas lenta, y no resulté hemolitico ni citotdxico en células CHO,
Vero y Caco-2 a la concentraciéon maxima ensayada. Se consiguié un efecto contra
tripomastigotes similar al del farmaco en solucion (ECs,de 5,73 uM frente a 6,07 uM
para el farmaco libre), sin diferencias significativas entre los valores. Vale la pena tomar
en cuenta, a la luz de este dato, las curvas de liberacion de BNZ obtenidas desde el
sistema nano. A las 24 horas de iniciado el ensayo se observo un porcentaje de
disolucion del farmaco sin encapsular similar al 90%, frente a un 74% desde la
formulacion nanolipidica. Esto podria traducirse como una menor cantidad de

moléculas de farmaco libre para interactuar con los tripomastigotes en ese periodo
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temporal. Por lo tanto, considerando, de manera conjunta, la antedicha similitud de
efectos entre el farmaco libre y la formulacion frente a 7. cruzi, y el ensayo de
liberacion de BNZ, podriamos concluir que la formulacion nano obtuvo efectos
similares con menor cantidad de BNZ libre durante buena parte del ensayo de
enfrentamiento, implicando que de alguna manera la formulacién lipidica incrementa el

efecto in vitro de BNZ contra ese estadio de 7. cruzi.

Consistentemente con la observacion anterior, en el contexto de experimentos in vitro,
se observo que el vehiculo vacio demostr6 accion tripanocida sobre los parasitos, ya que
se vio disminuida la  viabilidad en  tripomastigotes de  manera
concentracion-dependiente. Luego de enfrentar los componentes de la formulacion
individuales contra tripomastigotes, se determindé que el componente con actividad
tripanocida es el miristil miristato, resultado que es en si mismo interesante ya que este

es un componente frecuente de muchas formulaciones farmacéuticas.

Retomando el resultado del ensayo de incubacion de la formulacion con
tripomastigotes, una conclusion posible podria ser que el efecto intrinseco del vehiculo
compensa la menor concentracion de farmaco libre asociada a la cinética de liberacion
desde las nanoparticulas, explicindose la similitud de las ECs,s obtenidas para la

formulacion y el farmaco libre.

Por otro lado, se ensayo la incubacion de la formulacion frente a amastigotes
obteniendo un efecto similar entre las nanoparticulas y el farmaco libre sin diferencias
significativas  entre  tratamientos. = Ademds, se evidencid6 el efecto
concentracion-dependiente  del miristil miristato sobre los amastigotes, a
concentraciones mas elevadas respecto a las observadas en tripomastigotes,
registrandose un efecto mas pronunciado a partir de una concentracion de 25 uM. De
aqui podria desprenderse que, tal vez, el mecanismo de accion de este lipido implique
un blanco molecular con mayor nivel de expresion en el estadio tripomastigotes que en

amastigotes.

Los resultados de ensayos farmacocinéticos mostraron que, al comparar los valores de
areas bajo la curva (AUC ,, - .,y AUC , - () del perfil plasmatico y los de concentracion
plasmatica méxima (Cp .4, tanto para la formulacién de nanoparticulas lipidicas como
para el farmaco libre en solucion no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos luego de una administracion oral.
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El ensayo en el modelo murino de infeccién aguda, por su parte, mostré como resultado
que el tratamiento con la formulacion alcanz6 un valor promedio de tripomastigotes por
mililitro de sangre periférica sin diferencias respecto al BNZ 10 mg/kg/d, y que el
porcentaje de supervivencia fue menor en comparacion con el farmaco libre. El
desempeiio de las nanoparticulas con BNZ fue, sin embargo, superior al del vehiculo y
al de las nanoparticulas vacias en relacidon con el porcentaje de supervivencia. Por otra
parte, se realizd un primer ensayo farmacocinético administrando por via intraperitoneal
el farmaco libre y la formulacion. Si bien no se realizaron repeticiones para efectuar una
comparacion estadistica, de este primer ensayo se observd una aparente tendencia para
la formulacién de nanoparticulas a un mayor valor de AUC, por lo que seria interesante
explorar si nuestras nanoformulaciones presentan alguna ventaja en términos de eficacia
utilizando vias de administracion distintas a la oral. No obstante, el perfil de desarrollo
de productos terapéuticos para el tratamiento del Chagas en general prioriza el
desarrollo de sistemas terapéuticos de uso oral. Por otro lado, en concordancia con el
resultado de los estudios in vitro (en donde se observé un efecto intrinseco del vehiculo
y del miristil miristato sobre los parasitos), se evidencid un mayor porcentaje de
supervivencia en los ratones tratados con las nanoparticulas vacias comparados con los

ratones tratados con el vehiculo en el que se disolvié el farmaco.

La segunda formulacion fue una formulacioén polimérica compuesta del polimero neutro
Eudragit® NE30D. Esta formulacion alcanzé uno EE, % de alrededor del 80%, y mostrd
un perfil de liberacion sostenida del farmaco. La morfologia de las nanoparticulas fue
esférica con un didmetro medio de aproximadamente 150 nm. Se realizé la
caracterizacion fisicoquimica y, de igual modo que en la formulacion lipidica, se

encontr6é al BNZ localizado de manera amorfa en el interior de las particulas.

La formulacion no resultdé hemolitica ni citotoxica en células CHO, Vero y Caco-2 a la
concentracion maxima ensayada. Del resultado del ensayo de incubacion con
tripomastigotes se observéd que la ECy, del BNZ en la formulacion polimérica tendid a
ser mas elevada en comparacion con el farmaco libre (13,14 uM frente a 6,07 uM),
aunque no hubo diferencias significativas debido a la dispersion entre las repeticiones.
El vehiculo vacio no presentd toxicidad a una concentracion de 100 pM. Teniendo en
cuenta que el porcentaje de liberacion del BNZ es del 90 % a las 24 horas mientras que
del BNZ desde la formulacion es del 70 %, se esperaria que una menor cantidad de

BNZ desde la formulacion interactuase con el parasito. Por otro lado, los ensayos de
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incubacidn contra amastigotes revelaron resultados similares a los anteriores en cuanto a
efecto del BNZ como farmaco libre y en la formulacion, la eficacia de ambos
tratamientos pareceria ser la misma. Aunque de nuevo se observan tendencias en los
datos, la variabilidad del ensayo es elevada y las diferencias aparentes no tienen peso

estadistico.

Los ensayos farmacocinéticos arrojaron como resultado que las AUC no exhibieron
diferencias significativas tanto para el tratamiento con el farmaco libre como para la
formulacion de nanoparticulas poliméricas luego de una administracién oral. De igual
modo que para la formulacion lipidica, en los ensayos in vivo, se alcanzaron valores de
tripomastigotes por mililitro de sangre sin diferencia respecto a BNZ 10 mg/kg/d, y el
porcentaje de supervivencia fue menor respecto al farmaco libre. Los ratones tratados
con EU-BNZ tuvieron una mayor sobrevida en comparacion a los ratones tratados con

el vehiculo y con las nanoparticulas vacias.

Volviendo a los antecedentes en bibliografia, de manera similar a lo observado durante
el estudio BERENICE, en el que se observo la necesidad de mayores dosis de
NLC-BNZ para obtener efecto similar al farmaco libre, nuestras formulaciones no
optimizaron el efecto del BNZ in vivo. Por nuestra parte, tal vez seria interesante si
capitalizaramos la liberacion retardada del BNZ encapsulado en sistemas nano para su

estudio en modelos cronicos de la enfermedad.

Perspectivas a futuro

En vista de seguir explorando el universo de las nanomedicinas como alternativas
superadoras a los problemas farmacocinéticos de los fArmacos categorizados como clase
II y/o clase IV en el SCB, una perspectiva a futuro que nos interesaria es probar nuestras
nanoparticulas en un sistema in vivo en ratones debido a la baja permeabilidad del BNZ.
Si bien es alta la correlacion entre el modelo de permeabilidad en células Caco-2 con un
modelo mas complejo de absorcion como un modelo ex vivo (utilizando una porcion de
tejido intestinal humano o animal), muchos farmacos de baja permeabilidad podrian
tener mayor biodisponibilidad in vivo ya que se valen de las especialidades anatomicas
del intestino para ser absorbidos, o la presencia de enzimas digestivas o el pH estomacal
influyen fuertemente difiriendo en los valores de permeabilidad aparente obtenido en

uno u otro modelo. Seria interesante probar la permeabilidad de nuestra formulacion en
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el modelo celular MDCK-mdrl que sobreexpresa P-gp para evaluar el impacto de las

nanoparticulas sobre la absorcion.

Visto que en el ensayo en modelo murino de infeccion aguda el BNZ libre demostr6 un
mejor desempefio que el BNZ encapsulado, seria interesante mejorar nuestros sistemas
para conseguir direccionamiento activo hacia el parasito a través de la incorporacion de
moléculas decorativas de superficie con posibles interacciones con receptores ubicados
en la membrana de 7. cruzi o receptores del huésped regulados hacia arriba en células
infectadas. Un objetivo concatenado a esto ultimo es estudiar la distribucién de las
formulaciones a partir de la marcacion de las nanoparticulas con una sonda fluorescente
para realizar su seguimiento en ratones, a fin de evaluar que organos presentan una

mayor acumulacion de principio activo.

Ademas, en vista de seguir mejorando nuestros sistemas, nos seria de interés probar el
agregado de aceites esenciales con actividad tripanocida a nuestra formulacion lipidica
como lipido liquido nanoestructurante. Se han realizado numerosos reportes de aceites
esenciales extraidos de distintas partes de plantas con actividad tripanocida que podrian

sumar a la accion del BNZ permitiendo una disminucion de la dosis.

Teniendo en cuenta la carga levemente negativa de nuestras nanoparticulas, seria
interesante la sintesis de una nanoparticula hibrida con un ntcleo lipidico y una cubierta
polimérica a fin de poder modificar la superficie facilmente alterando la carga
superficial hacia valores mas positivos, que podria favorecer la adhesion y captacion
celular, o la liberacion dirigida uniendo covalentemente un anticuerpo que interactie

con algln antigeno de 7. cruzi.

Una perspectiva interesante, y no anticipada, del trabajo realizado se vincula a la
actividad intrinseca del miristil miristato, siendo de futuro interés el estudio de
derivados de este compuesto con posible actividad tripanocida y la caracterizacion de su
mecanismo de accion. Seria interesante evaluar mediante técnicas de microscopia si el
lipido afecta la integridad de la membrana del parasito. Adicionalmente, habiendo
verificado que existen numerosos reportes en literatura de la actividad antiprotozoaria
de diversos acidos grasos, la obtencion de otros sistemas lipidicos nanoestructurados
basados en otros acidos grasos y ésteres de acidos grasos con actividad tripanocida

resulta una perspectiva alentadora.
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Finalmente, nuestro mayor interés a futuro reside en realizar los enfrentamientos de
nuestros sistemas de liberacion prolongada en modelos in vivo de la etapa crénica de la
enfermedad a fin de evidenciar los posibles efectos de alcanzar una concentracién de
BNZ en plasma sostenida en el tiempo con el objetivo de una disminucion de la dosis o
de un cambio en el esquema de dosificacion. En ese caso, podria priorizarse el uso de la
formulacion lipidica buscando un efecto sinérgico y/o de aditividad con el BNZ en el

modelo cronico.
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Material suplementario

100
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Viabilidad de tripomastigotes (%)

DMSO 0,00049 0,0049 0,0099
Concentracion de GTCC-LQ (mg/mL)

Figura S1. Porcentaje de viabilidad de tripomastigotes en presencia de concentraciones
crecientes de una suspension de lipido liquido GTCC-LQ. Se reporta el promedio y

desvio estandar.
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Viabilidad de tripomastigotes (%)
2

DMSO 0,00781 0,0781 0,156

Concentracion de P188 (mg/mL)

Figura S2. Porcentaje de viabilidad de tripomastigotes en presencia de concentraciones

crecientes de una solucion de P188. Se reporta el promedio y el desvio estandar.
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Tablas de parasitemia

e Ensayo in vivo en modelo murino de enfermedad aguda. Tratamientos:
VEHICULO (solucién fisiologica + DMS020%), BNZ 10 mg/kg/d, BNZ 20
mg/kg/d, NLC-BNZ 10 mg/kg/d, EU-BNZ 10 mg/kg/d, NLC-VEHICULO y
EU-VEHICULO.

Tabla S1. Medicién de parasitemia del grupo “VEHICULO” por animal mediante el

método semicuantitativo de gota fresca. -: Opardsitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton 5 dpi 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - +++ 5,75E+05 | 9,50E+05 X X X
2 - dHE 2,00E+05 | 1,20E+06 X X X
3 - ++ 4,00E+05 | 5,00E+04 X X X
4 - ++ 1,00E+05 | 6,50E+05 X X X
5 - +++ 4,30E+05 | 4,50E+05 X X X

Tabla S2. Medicion de parasitemia del grupo “BNZ 10 mg/kg/d” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton Sdpi | 10dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - + 1,30E+05 | 5,00E+04 | 1,00E+05 | 5,00E+04 0
2 - +* 0 0 3,50E+05 | 1,00E+05 | 5,00E+04
3 - ++ 6,00E+04 0 9,00E+05 | 2,50E+05 | 1,76E+06
4 - S 5,00E+04 0 1,50E+05 0 0
5 - + 5,00E+04 | 5,00E+04 | 8,30E+05 | 8,33E+05 | 3,25E+06
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Tabla S3. Medicion de parasitemia del grupo “BNZ 20 mg/kg/d” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton S5dpi | 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - + 5,00E+04 0 0 6,60E+04 0
2 - ++ 0 5,00E+04 | 6,30E+05 | 3,50E+05 0
3 - + 0 0 1,50E+05 | 6,60E+04 0
4 - 4 3,00E+04 0 1,25E+06 | 6,66E+05 | 5,00E+04
5 - + 0 5,00E+04 | 1,00E+05 | 6,60E+04 0

Tabla S4. Medicion de parasitemia del grupo “NLC-BNZ 10 mg/kg/d” por animal

mediante el método semicuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5

p/20 campos; ++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratéon | Sdpi | 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - + 0 2,50E+05 | 2,06E+06 | 4,0E+05 | 3,47E+06
2 - Rils 0 X X X X
3 - ++ 1,00E+05 | 1,00E+05 | 7,00E+05 | 6,33E+05 | 5,66E+05
4 - + 1,30E+05 | 1,15E+06 X X X
5 - ++ 1,00E+05 | 6,00E+05 X X X

Tabla S5. Medicién de parasitemia del grupo “NLC-VEHICULO” por animal mediante

el método semi-cuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5 p/20

campos; ++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton | Sdpi [ 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - bt 5,00E+05 | 6,50E+05 X X X
2 - - 7,00E+05 | 6,50E+05 X X X
3 - + 6,00E+05 | 1,00E+06 | 2,60E+06 | 9,00E+05 | 5,00E+01
4 - A 9,00E+05 | 7,50E+05 | 7,30E+06 X X
5 - + 6,50E+05 | 6,50E+05 | 5,30E+06 [ 3,07E+06 X
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Tabla S6. Medicion de parasitemia del grupo “EU-BNZ 10 mg/kg/d” por animal

mediante el método semicuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5

p/20 campos; ++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton | Sdpi | 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - +++ | 2,60E+05 0 1,00E+06 | 1,00E+05 | 2,00E+05
2 - ++ 6,00E+05 | 7,00E+05 X X X
3 - ++ 2,00E+05 | 5,00E+04 X X X
4 - + 1,30E+05 | 1,00E+05 X X X
5 - ++ 5,00E+04 0 X X X

Tabla S7. Medicién de parasitemia del grupo “EU-VEHICULO” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: Oparasitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

++ 5-10 p/20campos; +++ >10 p/20campos

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Raton 5 dpi 10 dpi 13 dpi 16 dpi 20 dpi 23 dpi 27 dpi
1 - - 3,00E+05 | 8,50E+05 X X X
2 - A 7,67E+05 | 8,00E+05 X X X
3 - ++ 5,50E+05 | 1,35E+06 X X X
4 - - 9,50E+05 | 4,50E+05 | 5,35E+06 X X
5 - ++ 1,20E+06 | 4,50E+05 X X X
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Seguimiento de peso por raton
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Figura S1. Pesos individuales de los ratones del grupo VEHICULO.
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Figura S2. Pesos individuales de los ratones del grupo BNZ 10 mg/kg/d.
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Figura S3. Pesos individuales de los ratones del grupo BNZ 20 mg/kg/d.
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Figura S4. Pesos individuales de los ratones del grupo NLC 10 mg/kg/d.
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Figura S5. Pesos individuales de los ratones del grupo NLC-VEHICULO.
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Figura S6. Pesos individuales de los ratones del grupo EU-BNZ 10 mg/kg/d.

173



267 @1
u2
& 3
¥4
24+ 45
?.022-
p—
=)
7 2]
o
[~
20+
184
S
0 5 10 15 20 25

Dias post-infeccion

Figura S7. Pesos individuales de los ratones del grupo EU-VEHICULO.
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Seguimiento de parasitemia por raton
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Figura S8. Parasitemias individuales de los ratones del grupo VEHICULO.
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Figura S9. Parasitemias individuales de los ratones del grupo BNZ 10 mg/kg/d.
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Figura S10. Parasitemias individuales de los ratones del grupo BNZ 20 mg/kg/d.
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Figura S11. Parasitemias individuales de los ratones del grupo NLC-BNZ 10 mg/kg/d.
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Figura S12. Parasitemias individuales de los ratones del grupo NLC-VEHICULO.
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Figura S13. Parasitemias individuales de los ratones del grupo EU-BNZ 10 mg/kg/d.
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Figura S14. Parasitemias individuales de los ratones del grupo EU-VEHICULO.
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Anexo I

al

ASSIAT NG

La Plata, 24 de abril de 2023

Se deja constancia de que el Comité Institucional para el Cuidado v Uso de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata ha recibido
el protocolo de utilizacion de animales presentado por el Dr. Alan Talevi (Dra. Maria Esperanza
Ruiz, como responsable alterno), titulade “ESTUDIOS DE BICDISTRIBUCION DE FARMACOS.”.

Actualmente 52 encuentra en evaluacion respecto de las normas éticas de tratamiento
humanitario locales e internacionales que deben aplicarse a los animales vertebrados que se
utilizan en investigacion biomédica (Consejo Macional de Investigaciones, National Academy
Press, Washington DC, 2010, yfo Directiva de la Unidn Eurcpea para Experimentos en Animales,
2010/63/EV).

Mimero de Protocolo: 004-00-23

T
T 1

A
| P, . [uwiets Haghaoe
| Lasb Wackal iRERA-FOE-LRLF-CORICET

Coordinadora CICUAL Fablo F. Pérez
Responsable alterno

PROTOCOLO 004-00-23
“ESTUDIOS DE BICDISTRIBUCION DE FARMACOS.™
Responsable: Dr. Alan Talewi
Responsable Alterno: Dra. Maria Esperanza Ruiz
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Resolucion Consejo Directive

Numero: RESCD-2022-35344-E-UBA-DCTEFMED

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 14 de Octubre de 2022

Referencia: RESCD- EX-2022-02948470- -UBA-DMEA#FMED .- LA

SESION DEL CONSEJO DIRECTIVO DEL DIA 13 DE OCTUBRE DE 2022

WVISTO: 1a presentacion elevada por Catalina Dirnev ALBA SOTO, mediante la
que solicitaron el aval del Comité Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales
de Laboratorio, de acuerdo a lo establecido en l1a resolucion (CS) n®4081/04; v

CONSIDERANDO:

Que obra en la presentacion lo dictaminado por el Comité Institucional para el
Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio.

Que se aprueba el dictamen de la Comision de Investigacion.

Que el Estatuto Universitario en su articulo 113° faculta a este Cuerpo para el
dictado de la presente.

Por ello,
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EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE MEDICINA
RESUELVE:

ARTICULO 1° -Aprobar el protocolo presentado por Catalina Dirnevy ALBA SOTO
fitulado "Obtencion v evaluacion preclinica de nanovehiculos farmacéuticos para
aplicacion en el tratamiento de la enfermedad de Chagas"” con lugar de trabajo en el

Instituto de Microbiologia v Parasitologia (IMPAM)-UBA-CONICET, de acuerdo a
lo establecido en 1a Resolucion (CD) n® 4081/04.

ARTICULO 2°- REGISTRESE:; pase a la Secretaria de Ciencia v Técnica para su
conocimiento, comunicaciones que correspondan v demas efectos.

ally signed by DAMIN Canos Fabian itally signed by NEGRI Claudia Vivana
E-ﬂ SR 1T, 14 198310 ART - "
b Ciudad Ademema oe Buenas A lg'i:imn; .;;[E'Jd mhirﬁuzmﬁ Ares
Carles Dramin Clandia Viviana Megri
Secretanio General Vicedecana
SecTetariz General Diacanato
Facultad de Medicina UBA Facultad de Medicina UBA
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Dreceién de Paliticas
de Salud Estudiantil
Pr
Bienasta
SECAETARLA GEHNERAL

5% UNVERSIDAD
i NACIONAL
DE LA PLATA

Aval del Comité Consultivo Central de Bioética de la U.N.L.P.

Conformidad del Comité Consultivo Central de Bioética.

...... Por la presente se informa que se ha leido y aprobado el proyecto de investigacion “Dano genémico
asoctado a la administracion de dos formas de tratamiento preventivo de la anemia ferropénica: uma

aproximacton in vitro” y corresponde su aprobacion.- - - - - - - - == - - oo oo ____ L E TP

Apellido y nombre de la postulante Lic. Rocio Gambaro.

) e o Cemhé Cgnaultivs Contru
L.a Plata, 14 de Setiembre de 2017. T e Pipbtica LNLP
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. P- INSTITUTO DE HEMOTERAPIA

%, ..* Sistema Provincial

Buenos Aires
Provincia

La Plata, 13 de Diciembre de 2016

Dra Gisel Padula
Del IGEVET (UNLP-CONICET)

S / D

Me dirijo a Usted de acuerdo a la solicitud de hemocomponentes con
el fin de utilizarla por la Lic. Rocio Gambaro DNI: 35073033 para llevar a cabo técnicas vinculadas
al proyecto “Dafio gendmico asociado a la administracién de dos formas de tratamiento

preventivo de la anemia ferropénica: una aproximacion in vitro” y afines.

En este contexto, le hago saber que cuentan con la entrega a demanda de hemocomponentes por

parte de esta Institucion para realizar dicho proyecto.

Sin mas, saludo a Ud atentamente.
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