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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 constreñirla 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, holístico, profundo, veraz y liberador que acompañe 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”. Prólogo de “Ciencias y pandemia. Una epistemología para los derechos

humanos” EDULP 2022.
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Acrónimos

%IC Grado de cristalinidad

ADN Ácido desoxirribonucleico

AUC Área bajo la curva

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

Caco-2 Línea celular inmortal de adenocarcinoma colorrectal humano (Caucasian colon

adenocarcinoma cell line)

CHO Línea celular de ovario de hámster chino (Chinese Hamster Ovarian cell line)

dpi Días post-infección

DLS Dispersión dinámica de la luz (Dynamic light scattering)

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

DMSO Dimetil sulfóxido



DSC Calorimetría diferencial de barrido (Differential scanning calorimetry)

EE, % Eficiencia de encapsulación

FTIR Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (Fourier transformed

infrared spectroscopy)

FBS Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum)

GFP Proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

HPLC Cromatografía líquida de alta eficacia (High Performance Liquid

Chromatography)

IP Ioduro de propidio

LC-MS/MS Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (Liquid

Cromatography- Mass Spectrometry)

MM Miristil miristato (Myristyl myristate)

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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NLC Nanovehículos lipídicos nanoestructurados (Nanostructured Lipid Carriers)

OMS Organización Mundial de la Salud

OPS Organización Panamericana de la Salud

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

PBS Buffer fosfato salino (Phosphate-buffer saline)

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

PdI Índice de polidispersión (Polydispersity index)

P-gp Glicoproteína P

p.o. Vía de administración oral (del Latín 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 Nanopartículas sólidas lipídicas (Solid Lipid Nanoparticles)
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TEM Microscopía electrónica de transmisión (Transmission electron microscopy)

TGA Análisis termogravimétrico (Thermogravimetric analysis)

TDR Tropical Disease Research

XRD Difracción de rayos X (X-ray diffraction)

Pot Z o ζ Potencial Zeta

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

“verda reno=riñón verde”
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Capítulo 1
Introducción

Enfermedad de Chagas

1. Breve reseña histórica

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 Perú (Ilo) y norte de Chile (Antofagasta). Allí, en yacimientos arqueológico de las

comunidades de los primeros habitantes de la zona, los chinchorros, se encontró

material genético del agente etiológico de la enfermedad de Chagas gracias al análisis

de tejidos conservados de momias que datan de 7050 a. C. (1). Los paleoparasitólogos

postularon la hipótesis que con anterioridad a la llegada de los chinchorros a la región

andina otros mamíferos eran reservorio del agente etiológico, y que el ciclo se

estableció 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 realizó la primera descripción formal de la

patología en el marco de una investigación académica llevada a cabo por Carlos Chagas,

el investigador en honor a cuyo esfuerzo se nombró la enfermedad.

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-1934) nació en el pequeño pueblo de Oliveira,

Minas Gerais, Brasil, en el seno de una familia que manejaba una modesta plantación de

café. En esos momentos, Brasil era un país de unos 10 millones de habitantes en pleno

crecimiento gracias al desarrollo del comercio en ciudades portuarias como Río de

Janeiro. Estos incipientes puertos eran los lugares ideales de aglomeración donde

abundaban enfermedades infecciosas como la fiebre amarilla, la viruela y la enfermedad

producida por la bacteria Yersinia pestis, comúnmente conocida como la peste bubónica.

La madre de Chagas quiso que él estudiara Ingeniería en Minería, proyectando un

fructífero futuro laboral, pero fueron dos de sus tíos quienes lo llevaron hacia la

Medicina alegando la necesidad del país de atacar el problema de las enfermedades

infecciosas que obstaculizaban el progreso, excluyendo a los puertos de Brasil de

alianzas con países europeos. En 1903, finalizando sus estudios académicos, Chagas

eligió abordar los aspectos hematológicos de la malaria para su trabajo de maestría en la
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Facultad de Medicina de Río de Janeiro. Este entrenamiento fue decisivo para los

aportes que luego haría en la descripción de una nueva enfermedad. Durante esos años

conoció a Oswaldo Cruz quien trabajaba en la erradicación del mosquito vector de la

fiebre amarilla y un proyecto de vacunación masiva contra la viruela en Manguinhos.

Trabajando junto a Cruz, Chagas inició una campaña preventiva contra la malaria en

Mina Gerais en beneficio de los trabajadores ferroviarios de lo que muchos años más

tarde sería la Rede Ferroviária Federal S.A. (RFFSA). En ese contexto, Cruz comenzó

a profundizar el saber de la época realizando una red en salud que entretejería a la

medicina asistencial con la investigación y educación, cambiando la concepción de la

salud del Brasil de aquel entonces (2). Allí, en su base operativa en Lassance, Chagas

observó por primera vez cierto insecto recurrente en los habitáculos de los trabajadores.

A partir del contenido del intestino de esos insectos logró aislar un protozoario del

género Trypanosoma que designó Trypanosoma cruzi en honor a su mentor.

Seguidamente, en 1909, Chagas publicó una serie de trabajos de investigación, el

primero de ellos titulado “Über eine neue trypanosomiasis des menschen1” (3) en el

Archiv für Schiffs und Tropen-Hygiene, donde describió el desarrollo de la enfermedad a

partir de la infección de animales por el parásito. En el transcurso de dos años Chagas

caracterizó los signos clínicos, patología, la biología del insecto vector y los modos de

transmisión, es decir, el ciclo completo de la enfermedad. Pese a haber conseguido

visibilidad en la comunidad científica internacional, y haber sido candidato dos veces al

premio Nobel, no obstante, su aporte científico fue puesto en duda por razones políticas:

la dilucidación de la enfermedad representaba para los políticos brasileros un problema

en torno a la situación socioeconómica de los afectados (4). Sus últimos años se

desempeñó en la cátedra 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

Bacteriológico del Departamento Nacional de Higiene, quienes se interesaron en la

enfermedad ya que podían ver reflejadas en nuestro país condiciones propiciatorias de

vivienda y clima similares a las del país vecino. Fue así como encomendaron la tarea a

distintas misiones a recorrer provincias en búsqueda de evidencia autóctona de la

enfermedad. Estas campañas no fueron muy fructíferas, y tendrían que pasar 10 años

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

1 “Sobre una nueva tripanosomiasis humana”, Carlos Chagas en “Archivos de Higiene Marítima y
Tropical (1909).”
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influenciada por la investigación de Charles Nicolle (médico y microbiólogo francés

experto en enfermedades infecciosas) sobre la detección del agente etiológico en la

sangre, creó la Misión de Estudios de Patología Regional Argentina (MEPRA).

Salvador Mazza, médico y bacteriólogo quien trabajara junto a Nicolle, fue director de

la MEPRA al momento de identificarse los primeros casos de la enfermedad en 1933.

En el año 1946, con la asunción del presidente Juan Domingo Perón y la designación

del sanitarista Ramón Carrillo como ministro de salud, se comenzó a considerar a la

enfermedad de Chagas como un problema nacional y se creó el Comité Directivo de

Investigaciones y Profilaxis de la Enfermedad de Chagas, la primera organización a

cargo de la problemática. Hacia 1960 se comenzaron a sancionar las primeras

estrategias públicas para el control de la enfermedad en países de América Latina (7)

(Figura 1.1).

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

de Chagas.

En nuestro país, entre el período de tiempo desde la descripción de la enfermedad en el

año 1920 hasta el año 2007 cuando se sancionaron la ley N° 26.281/2007 “Prevención y

control de todas las formas de transmisión de la enfermedad de Chagas” y la ley No

26.279/2007 “Régimen para la detección y posterior tratamiento de determinadas

patologías en el recién nacido.” pasaron 87 años de olvido. Además, tuvieron que pasar

15 años más para que la ley sea reglamentada, lo que sucedió a principios del año 2022
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a través del decreto 202/2022. Nuestro país ha dejado en el olvido a sus pacientes, y

globalmente ha sido una enfermedad poco conocida hasta hace algunos años. Para

visibilizar la problemática e incluirla en la agenda mundial, la Organización Mundial de

la Salud (OMS) estableció hacia el año 2005 (8) la categoría de “enfermedades

tropicales desatendidas” en la cual incluyó a la enfermedad de Chagas junto al dengue,

la leishmaniasis y la lepra, entre otras enfermedades, que afectan en su mayoría a los

sectores más empobrecidos de los pueblos, ya sea por las condiciones de vivienda,

acceso a los servicios de salud o localización geográfica (9).

En las últimas décadas, países endémicos y no endémicos han mostrado interés en la

investigación y el desarrollo de nuevos fármacos y herramientas diagnósticas para la

enfermedad de Chagas, ya que el número de pacientes ha ido incrementándose en esos

países debido principalmente a las corrientes migratorias (10). Estados Unidos y España

reportaron el mayor número de pacientes como países desarrollados en sus respectivos

continentes cuyas cifras se incrementaron en los últimos años. Estados Unidos con

238.091 pacientes en el año 2012 (10) y un estimado de 300.000 según los últimos

cálculos realizados en el año 2022 (11); en el caso de España solo se encontró el dato

con estimaciones del año 2010 con un rango de pacientes entre 48.000 y 86.000 (12). El

aumento del número de pacientes en países desarrollados llevó a una creciente inversión

desde el sector industrial en la quimioterapia contra el Chagas. Compañías como Eisai,

Co. Ltd. y Astellas Pharma Inc. en Japón, y Novartis en Suiza han invertido tanto en

programas educativos como en investigación y desarrollo (13). En Argentina,

históricamente la inversión ha sido dirigida principalmente a la erradicación del vector y

el desarrollo de serologías diagnósticas (14), aunque actualmente la inversión se centra

en la investigación básica y el desarrollo/reposicionamiento de fármacos (15).

En relación con el tratamiento de la enfermedad, el fármaco de primera línea (el

benznidazol, BNZ), desarrollado en 1970 por Roche, dejó de ser comercializado por la

compañía hacia el año 2011; Roche transfirió entonces la tecnología a Lafepe, una

compañía farmacéutica brasilera. Hubo que esperar poco tiempo para que la

farmacéutica argentina Elea (con el apoyo de la fundación “Mundo Sano”) adoptara la

tecnología para producir formulaciones de BNZ a nivel local, recibiendo la autorización

para su comercialización de la autoridad regulatoria argentina (ANMAT) rápidamente

en 2012. Desafortunadamente, se carece de información de biodisponibilidad vinculada

este medicamento (16).
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2. Epidemiología

El agente etiológico de la enfermedad de Chagas, también conocida como

tripanosomiasis americana, es el protozooario hemoflagelado Trypanosoma cruzi

perteneciente a la clase Kinetoplastea, orden Trypanosomatidae. Según cifras

publicadas este año por la Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima que 6-7

millones de personas en el mundo, la mayoría habitantes de América latina, están

infectados con el parásito, las tasas de infección 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 gestación (18).

Existen varias vías de transmisión de T. cruzi, una de las cuales implica la transmisión

por vectores invertebrados hemípteros de la familia Reduviidae, mayormente el grupo

de la subfamilia Triatominae. La infección por T. cruzi es endémica en las zonas donde

existe el vector, desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Chile y Argentina. El

área del Gran Chaco en nuestro país es hiperendémica, mientras que otras zonas como

el norte de Santa Fe, Corrientes, Córdoba y Misiones también presentan elevado riesgo

de contagio y presencia del vector. 10 de las 19 provincias con registro histórico del

vector lograron la certificación de la interrupción de la transmisión vectorial. Durante el

2022, 4 de las 9 provincias restantes se perfilaron como las próximas a obtener la

certificación de la Organización Panamericana de la Salud (OPS) de la interrupción de

la transmisión vectorial, certificación basada en datos epidemiológicos del vector y

serológicos de la población (19) (Figura 1.2).

En Argentina, las cifras muestran que 1,6 millones de personas están infectadas, 7

millones están en riesgo de infectarse, y 1.500 bebés nacen infectados cada año (20). La

mayor cantidad de casos se encuentran en zonas rurales donde el vector halla

condiciones propicias para su reproducción, y un número 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: Boletín epidemiológico 2022 (19).

Provincias con presencia histórica de T. infestans: Catamarca, Chaco, Córdoba,

Corrientes, Entre Ríos, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones,

Neuquén, Río Negro, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero y

Tucumán.

Provincias que han logrado la certificación por la OPS de la interrupción de la

transmisión vectorial del Chagas: Tucuman, Santa Fe, Misiones, Corrientes, Entre

Ríos, San Luis, La Pampa, Neuquen y Río Negro.

Provincias sin presencia autóctona histórica de T. infestans son aquellas en las que

no se ha identificado la presencia de colonias autóctonas del vector: Buenos Aires,

Chubut, Tierra del Fuego, Santa Cruz.

Provincias con presencia histórica de T. infestans priorizadas, tanto nacional como

provincialmente, para consolidar departamentos y llegar a indicadores

compatibles con la certificación por la OPS de la interrupción de la transmisión

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

3. Vías de transmisión

La principal vía de transmisión de la enfermedad de Chagas en zonas endémicas es

vectorial, y representa un 80% de los casos. En Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
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Paraguay, Uruguay y Perú la especie predominante del insecto vector es Triatoma

infestans; en Colombia, Venezuela y Centroamérica, Rhodnius prolixus; en Ecuador,

Triatoma dimidiata y en Panamá, Rhodnius pallescens (18). Estos insectos presentan

poca actividad durante el día y se alimentan por la noche. La transmisión a través del

vector opera mediante la alimentación de la sangre de un mamífero y posterior

defecación, también conocida como transmisión estercorariana. En las heces del insecto

se encuentran los parásitos, los cuales son depositados próximos a la herida dejada por

el insecto al alimentarse; la picadura genera picazón y al rascarse se introduce el

parásito a la circulación sanguínea del mamífero.

En países no endémicos, la transmisión puede ocurrir mayoritariamente por

transfusiones de sangre o trasplantes de órganos. Estados Unidos, España, Suiza y, más

recientemente, Japón han reportado casos de este tipo de transmisión. En Estados

Unidos a partir de enero del 2007, luego de la aprobación de la FDA (FDA, Food and

Drug Administration) de una prueba serológica certificada, comenzaron a realizarse

exámenes cubriendo el 75-90% de todas las donaciones de sangre en busca del parásito.

En Europa las pruebas comenzaron en 1999 en Reino Unido, seguidos por España en

2005 y Suiza en el 2012. En Japón, hasta el 2022 no se incorporó de rutina la prueba

contra T. cruzi en el esquema de testeo de la Cruz Roja , aunque sí se realiza un

cuestionario para evaluar el riesgo de contagio de los donantes (4). En estos países la

presencia de la enfermedad está correlacionada con la inmigración de población

latinoamericana.

De igual manera, el trasplante de órganos se ha establecido como una vía de transmisión

similar a la transfusión sanguínea en países no endémicos. En Estados Unidos, el testeo

en órganos fue implementado un año más tarde que el de sangre. En el 2008 se testearon

993 donantes de los cuales 6 resultaron positivos a las pruebas serológicas,

representando un estimado de 17 órganos descartados para el trasplante (21).

La transmisión congénita o vertical es también una vía de contagio relevante. La

Sociedad Argentina de Pediatría informó que el contagio por la vía transplacentaria ha

crecido (22), y que muchos casos no se detectan ya sea porque los bebés no presentan

síntomas o presentan síntomas inespecíficos que se desestiman, como remarcó el Dr.

Jaime Altcheh, médico pediatra e investigador principal del CONICET especialista en

la enfermedad, “Lamentablemente, un adulto enfermo es un niño que no se detectó”

(22). Se estima que en países endémicos la transmisión ocurre en un 5% de los

embarazos (23). La fundación “Mundo Sano” generó una campaña publicitaria
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denominada “Ningún bebé con Chagas para el 2030” a fin de visibilizar la problemática

(24). Cabe reiterar que desde el año 2007, en Argentina, se encuentra promulgada la ley

de pesquisa neonatal 26.279 que impone la realización de pruebas de detección de

agentes infecciosos para distintas patologías, entre ellas la enfermedad de Chagas, en

recién nacidos. Dentro del alcance de la ley 26.281/07 llamada “Prevención y control de

todas las formas de transmisión de la enfermedad de Chagas”, los controles también se

realizan en personas gestantes, idealmente en su primer control pre-natal, registrándose

los resultados a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud SNVS2.0 (19,25).

Otras vías de transmisión menos frecuentes son los accidentes en laboratorios de

investigación o la ingesta de alimentos contaminados como sucedió en el 2006 en Pará,

una zona endémica de Brasil en la que 178 personas se contagiaron por consumir fruta

açaí contaminada (26).

4. Trypanosoma cruzi

Como se ha mencionado anteriormente, T. 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 Trypanosoma 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 región

especializada de la mitocondria que contiene “kADN”, material genético localizado

cerca de la base del flagelo (27). El kADN representa 30% del ADN total y consiste en

miles de moléculas circulares de dos tamaños: minicírculos de 0,5 a 10 kb, y

maxicírculos de 20 a 40 kb concatenados entre sí (28). La función de este ADN es

codificar a los genes que traducidos dan lugar a las proteínas de la cadena respiratoria, y

RNA guías para la edición génica (29, 30). La posición del kinetoplasto-flagelo respecto

al núcleo permite clasificar los diferentes estadios en el ciclo de vida del parásito (28).

Clásicamente, se hizo referencia a cuatro estadios: los tripomastigotes metacíclicos,

amastigotes, tripomastigotes no replicativos y epimastigotes. Los tripomastigotes

metacíclicos 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 número amplio de células fagocíticas o no fagocíticas. Hay tres mecanismos
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por los que T. cruzi ingresa a las células: mediado por la exocitosis de lisosomas (31), la

vía endocítica (32) y el mecanismo autofágico (33).

En el mecanismo de exocitosis de lisosomas, el parásito ingresa a células fagocíticas no

profesionales en un mecanismo independiente de actina, diferente de la fagocitosis, que

involucra la movilización de lisosomas originada por señales de daño ocasionadas por el

parásito, y posterior fusión de esos lisosomas con la membrana plasmática (10). Una

invasión efectiva ocurre si los microtúbulos del citoesqueleto de la célula del

hospedador son dirigidos a reclutar lisosomas para movilizarlos hacia el punto donde el

parásito causó, con su movimiento flagelar, un daño 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

ácida (35). Esta enzima produce ceramidas lo que facilita la internalización del

microorganismo mediando la invaginación de la sección de la membrana plasmática

donde se encuentra el parásito. Gracias al aporte de los lisosomas, la acidificación de la

vacuola resulta en la expresión 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 vía de entrada del parásito, evidenciada al bloquear

experimentalmente la fusión de lisosomas con la membrana plasmática. La primordial

diferencia con el mecanismo anteriormente descrito es la secuencia de fusión de los

lisosomas, siendo tardía en este caso. T. cruzi puede ingresar por una vacuola resultado

de la invaginación de la membrana plasmática que más tarde sí se fusiona con lisosomas

ya que se encontraron marcadores de lisosomas en aquella (32). El último mecanismo

mencionado, la autofagia, se manifiesta en condiciones de carencia de nutrientes o por

inducción farmacológica en las que se observó un aumento de la infección y un

paralelismo con el aumento de un marcador de autofagosomas (una vesícula 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 parásitos se diferencian a amastigotes (II)

perdiendo el flagelo y adquiriendo una forma redondeada de 3-5 µm de diámetro (37).

Los amastigotes proliferan por fisión binaria hasta ocupar toda la célula (III), momento

en el que comienzan a diferenciarse nuevamente a tripomastigotes (de un largo

aproximado de 20 µm 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 podrían invadir otras células de

mamífero, 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 porción final del tracto

digestivo donde se unen hidrofóbicamente a una cutícula de la pared del intestino,

iniciando la diferenciación a tripomastigotes metacíclicos. Una vez concluido ese

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

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

Diferentes aportes científicos sugieren que estas cuatro morfologías pueden no ser las

únicas, dado que los ciclos en el insecto y en los mamíferos son más complejos de lo

que se describió inicialmente (41, 42). Se encontró que los tripomastigotes circulantes
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pueden describirse según una morfología ancha o angosta: la forma ancha tendría menor

capacidad infecciosa y mayor resistencia a anticuerpos, dando lugar a una parasitemia

tardía (41). Esta forma posee tropismo por músculo esquelético, liso y cardíaco. En

cambio, la forma angosta genera una parasitemia temprana, es más sensible a

anticuerpos y tiene tropismo por células del sistema fagocítico mononuclear (42). La

proporción de cada una de estas morfologías en circulación sistémica depende de la

cepa. Además, como ya se mencionó, la diferenciación de los tripomastigotes a

amastigotes puede ocurrir extracelularmente, por lo que esta última morfología también

podría encontrarse en la sangre. Por otra parte, se ha descrito a los llamados “zoid”, una

célula de corta vida media sin núcleo, conteniendo únicamente el kinetoplasto y flagelo

(43), resultado de la diferenciación asimétrica de tripomastigotes metacíclicos a

amastigotes. Tal vez uno de los hallazgos más interesantes, reportado en el año 2017,

sea el de una población de amastigotes quiescentes, así como se han descrito para otros

protozoarios como Plasmodium y Toxoplasma. Estas formas pueden residir en tejidos

infectados durante largos períodos de tiempo y restablecer espontáneamente su ciclo

celular luego de concluido un ciclo de tratamiento farmacológico. Todavía se

desconocen los detalles de este proceso (44).

Por otro lado, T. cruzi puede clasificarse en unidades discretas de tipificación (DTU, por

sus siglas en inglés: Discrete Typing Unit), de acuerdo con su amplia variabilidad

genética y fenotípica. Existen 7 DTUs; TcI a TcVI más Tcbat; las cepas

correspondientes a cada una de ellas presentan características en común de acuerdo con

su distribución geográfica, asociaciones eco-epidemiológicas y manifestaciones

clínicas, aunque pueden presentar otros atributos altamente variables como virulencia o

respuesta a tratamiento. Por ejemplo, Brasil presenta una mayor prevalencia de TcI

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

5. Fases clínicas de la enfermedad de Chagas

Pueden distinguirse tres fases clínicas de la enfermedad: la aguda, la

crónica-indeterminada y la crónica-sintomática. La fase aguda se caracteriza por una

amplia diseminación del parásito en la circulación sanguínea, la cual puede evidenciarse

fácilmente con la observación de una muestra de sangre al microscopio. Las

manifestaciones de la fase aguda ocurren luego de un período de incubación de 7 a 30

días, y en ella se observan signos y síntomas en su mayoría inespecíficos característicos
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de procesos infeccioso, tales como fiebre, anorexia, vómitos, mialgia, taquicardia,

linfocitosis. Esta inespecificidad conduce a que en un alto porcentaje de los pacientes

los síntomas se desestimen; nada más un 10% de los casos desarrollan síntomas más

específicos (47). Si el contagio es vectorial, la entrada del parásito a una persona en

ocasiones puede evidenciarse por un proceso de inflamación (nombrado como

chagoma), que a nivel ocular puede generar conjuntivitis, adenopatía satélite

preauricular en la conjuntiva ocular o edema unilateral palpebral (identificada como

signo de Romaña) (Figura 1.4).

Figura 1.4. (A) Chagoma y (B) Signo de romaña. (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 batería de moléculas que le permite evadir la respuesta inmune del

paciente: cruzipaína, una cisteín-proteasa que bloquea la activación de NF- κB; mucina

que reduce la interacción con anticuerpos; peroxidasas para resistir el estrés oxidativo

en la entrada a la célula; y la glicoproteína de membrana T-DAF (factor acelerador del

decaimiento del complemento en tripomastigotes) similar a la DAF humana, que ayuda

a inhibir la unión en la membrana de las proteínas del complemento, entre otras (48).

En los niños, la fase aguda congénita bien puede ser asintomática o producir

hepatoesplenomegalia, ictericia, hemorragias en la piel, y signos neurológicos, en

especial en infantes prematuros (49). 5-10% de los pacientes sintomáticos sin

tratamiento mueren durante la fase aguda debido a encefalomielitis o falla cardíaca

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 días hasta raramente poder detectar parásitos en la

sangre periférica.

Si no reciben tratamiento los pacientes ingresan en una primera fase crónica

indeterminada caracterizada por una latencia clínica que puede durar de 10 a 30 años 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 ecografías del corazón, esófago y colon normales. Aun así, las

pruebas serológicas y la determinación de la carga parasitaria son positivas, y en

algunos casos pueden observarse leves anomalías en esófago y corazón. 60% de las

biopsias endomiocardiales de pacientes transitando una fase crónica indeterminada

revela focos de lesiones. Aún se debate si estas lesiones son remanentes de la fase aguda

o si son activas (49).

Al parecer existe una dependencia, aún todavía no enteramente dilucidada, entre la DTU

infectiva y la aparición de manifestaciones clínicas distintivas en la reactivación de la

fase crónica (50), siendo los órganos más afectados en la fase crónica sintomática el

corazón, el sistema digestivo y el sistema nervioso (51). Las afecciones al corazón

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 aparición de

polineuropatías sensoriales en menos de un 5% de los pacientes (47). La miocardiopatía

es la complicación más común de la enfermedad, asociada a tromboembolismos,

dolores precordiales, aneurismas del ventrículo izquierdo y muerte súbita (49).

Volviendo sobre las DTU, las cardiomiopatías están asociadas a TcI en la zona del norte

del Amazonas, mientras que TcII, IV y VI se asocian con la aparición de megaesófago y

megacolon en el centro de Brasil y la región del cono sur. En última instancia, la

patogénesis es un proceso complejo que dependerá de una combinación de factores

como la carga parasitaria, la DTU y el sistema inmune del paciente (47). La

complejidad de la patogénesis aumenta aún más si se tiene en cuenta la posibilidad de

infecciones mixtas con cepas de T. cruzi categorizadas en distintas DTU conviviendo en

un mismo paciente (52). Este tipo de infecciones podrían ocasionarse ya sea por dos o

más mordeduras de distintos vectores infectados con cepas del parásito, o por la

mordedura de un vector cuyo tracto digestivo alberga un una combinación de cepas,

como se logró identificar en triatominos en Bolivia (53).
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6. Diagnóstico y farmacoterapia

El diagnóstico en la fase aguda se basa en la aparición 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 diagnóstico son muestras de sangre

sin pasar por un proceso de congelamiento y con menos de 6 horas desde la extracción.

La sangre es procesada para microscopía por gota fresca, gota gruesa, frotis o para

xenodiagnóstico (exponiendo a un vector sin infectar al paciente bajo la observación

posterior del vector) o PCR (54). En casos de sospecha de transmisión congénita luego

de los 8 meses de edad o en casos de seroconversión en la fase aguda por contagio por

otras vías de transmisión se realiza el seguimiento mediante la prueba patrón de

referencia, que es una prueba serológica (ya sea un ensayo ELISA o una prueba de

inmunoprecipitación) (55). En casos de pacientes con sospecha de estar cursando la fase

crónica indeterminada o la sintomática se utilizan como diagnóstico dos métodos

serológicos (ELISA o inmunocromatografía rápida), seguidos de un tercero en caso de

resultados no coincidentes. En el caso de mujeres embarazadas se suma además la

prueba de PCR en búsqueda de ADN de T. cruzi, ya que cantidades de material genético

detectables incrementan el riesgo de transmisión congénita; esta prueba también se

adiciona al seguimiento de pacientes inmunosuprimidos para verificar la eficacia del

tratamiento (46).

Actualmente, se utilizan dos fármacos para el tratamiento: BNZ (Figura 1.5) y

nifurtimox (NFX). Ambos datan de las décadas de 1960-1970, y están asociados

frecuentemente a una discontinuación del tratamiento debido a los efectos adversos que

provocan (56, 57).

Figura 1.5. Estructura química del BNZ.
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Los mecanismos de acción de estos fármacos se basan en la biotransformación a

metabolitos que poseen actividad contra T. cruzi. En el caso del NFX la formación de un

grupo nitroso y uno hidroxilamina seguida por fragmentación produce un nitrilo de

cadena abierta insaturada que puede formar aductos con el ADN y los grupos tiol de las

proteínas. La metabolización 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 daño a nivel del ADN,

kADN, proteínas y esteroles, entre otras macromoléculas (58). Como se mencionó

anteriormente, el uso de estos fármacos está asociado a efectos adversos genotóxicos,

carcinogénicos, toxicidad fetal, reacciones de hipersensibilidad de la piel, efectos en el

sistema nervioso central y periférico, y manifestaciones hematológicas por depresión de

la médula ósea, además de que el tratamiento es largo (60-90 días) lo que contribuye a

la baja adherencia de los pacientes. En los últimos 20 años, BNZ fue aprobado por la

FDA para su comercialización en Estados Unidos (en el año 2017), para el tratamiento

de niños de 2 a 12 años (59), y el uso pediátrico de NFX fue aprobado por la FDA en el

año 2021 (60).

El seguimiento de la eficacia clínica de los fármacos utilizados presenta controversias.

Algunas aristas a evaluar son los métodos de detección y los biomarcadores utilizados

para el seguimiento de la infección. El criterio actual para establecer el éxito en el

tratamiento es la conversión serológica de positiva a negativa en asociación con los

resultados negativos de las pruebas parasitológicas (hemocultivo/xenodiagnóstico).

Vermelho y colaboradores (61) remarcan en su artículo “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 ítems clave desarrollados. El monitoreo del

tratamiento también puede llevarse a cabo mediante métodos microscópicos y/o PCR.

Estos métodos suelen ser costosos por lo que hoy en día comienza a apostarse por la

integración de herramientas de plataformas proteómicas para la generación de

marcadores. Por otra parte, el desarrollo de ensayos in vitro y modelos in vivo con

mayor capacidad predictiva, la contemplación de la diversidad genética del parásito en

el screening de nuevas terapias potenciales, la promoción de consorcios público/privado

en la búsqueda de financiación, y la eficacia de los fármacos en las distintas fases de la

enfermedad son, según los autores, puntos para mejorar (61).
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La eficacia del BNZ en la etapa aguda de niños y adultos es del 80-90%. En niños

cursando la etapa crónica-indeterminada, la respuesta al tratamiento es del 90% para

NFX y 94% para BNZ. En adultos en etapa crónica, el 7-8% de los pacientes responden

adecuadamente al tratamiento con NFX (62, 63), mientras que para BNZ la tasa de

curación es más variable del 8-20%. Aún se esperan los reportes de los resultados de los

ensayos clínicos TESEO (#NCT03981523) y EQUITY (#NCT02369978) que estudian

la equivalencia entre ambos fármacos en adultos.

El primer estudio prospectivo, multicéntrico y aleatorizado de adultos en la fase crónica

“Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT)

(#NCT00123916)”, cuyos resultados se reportaron en 2016, arrojó esa última

conclusión: el BNZ no redujo la progresión clínica en pacientes con una cardiomiopatía

establecida (64). Sin embargo, varios investigadores han discutido estas conclusiones,

siendo los aportes más 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 clínico) (65). Ellos

discuten las conclusiones estableciendo que los resultados de BENEFIT podrían haber

sido positivos si se hubiera tenido en cuenta, por ejemplo, la admisión en el hospital

como criterio de punto de corte, ya que en el tratamiento del Chagas crónico 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 aparición del primer evento considerándolo

como sub-óptimo en una enfermedad crónica en la que muchos eventos no fatales

pueden ocurrir, y que comprende un período prolongado antes de la muerte. Las

conclusiones de BENEFIT establecen que BNZ no mejora las cardiopatías crónicas del

Chagas, lo que llevaría a muchos médicos a no prescribir el fármaco en pacientes

cursando esa etapa de la enfermedad; Rassi y Marin-Neto, en cambio, recomiendan usar

BNZ en el tratamiento crónico alegando que “la ausencia de evidencia no significa

evidencia de ausencia”. En esa línea, Crespillo-Andújar y colaboradores realizaron un

meta-análisis a partir de ensayos clínicos y estudios observacionales en los que

concluyen que en niños cursando la fase crónica sería recomendable continuar el

tratamiento con BNZ, asimismo en adultos contagiados con una DTU asociada a

síntomas gastrointestinales (66). Se esperan los resultados del ensayo clínico

“TRAtamiento EN pacientes Adultos (TRAENA) (#NCT02386358)” para evaluar el

efecto del BNZ en las alteraciones cardíacas 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 clínicos. El concepto de dormancia ha adquirido peso en los

últimos años; los amastigotes demostraron ser resistentes a extensos períodos de

tratamiento, pudiendo reestablecer la infección hasta luego de 30 días de la exposición

al fármaco (61). En el laboratorio, la exposición de T. cruzi a los fármacos, por un

período largo de tiempo, está asociado a una expresión defectuosa de ntr-i, el gen que

codifica la nitroreductasa tipo I, enzima que reduce el grupo nitro de los fármacos

formando especies citotóxicas (67). Otro mecanismo de resistencia está dado por la

participación de transportadores de eflujo del tipo ATP-binding cassette (en particular

ABCG-1, así como Pgp-1 y Pgp-2) en la membrana del parásito. Estas proteínas están

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 fármaco del citosol, por lo que la

sobreexpresión de las bombas de eflujo en el parásito se asociaría a una disminución en

el efecto de sus sustratos, entre ellos BNZ.

Por otra parte, la falla terapéutica del BNZ podría estar relacionada a una cuestión

farmacocinética, como el proceso de absorción del fármaco. En 1995, Amidon y

colaboradores (69) desarrollaron el Sistema de Clasificación Biofarmacéutica (BSC,

Biopharmaceutical Clasiffication System) (Figura 1.6) que clasifica a los principios

activos en cuatro categorías en función de su solubilidad y permeabilidad intestinal,

características fundamentales que impactan en la absorción. Se consideran fármacos de

alta solubilidad a aquellos cuya máxima dosis terapéutica entregada por vía 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 fármacos de alta permeabilidad a aquellos con una fracción

absorbida de la dosis por vía oral mayor al 85%.
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Figura 1.6. Sistema de Clasificación Biofarmacéutica (BSC).

Algunos autores clasifican al BNZ como un fármaco 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

gástricos (70). La limitación en la absorción de los fármacos de clase II puede deberse a

su baja velocidad de disolución (que guarda una correlación directa con la solubilidad)

y/o a su escasa solubilidad, ocasionando una biodisponibilidad variable que podría

aumentar si se incrementara la velocidad de disolución. Otros autores clasifican al BNZ

como fármaco de clase IV (baja solubilidad, baja permeabilidad) (71). En este caso, el

proceso de absorción se verá perjudicado tanto por la baja solubilidad, la baja velocidad

de disolución 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 ampliación en el conocimiento de la biología del parásito, incluyendo su

tropismo hacia distintos tejidos, la diversidad genética y los estadios morfológicos, 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 inversión; en el período

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 colaboración entre los laboratorios académicos y las

organizaciones no gubernamentales han sido claves para el progreso en las fases

tempranas del descubrimiento de nuevos fármacos (61, 72). La iniciativa sin fines de

lucro “Drogas para Enfermedades Desatendidas” (DNDi, Drugs for Neglected Diseases

initiative) constituyó una red de colaboración 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 Tecnología Global en

Salud Innovativa (GHIT, Global Health Innovative Technology, la fundación de Bill y

Melinda Gates (Bill & Melinda Gates Foundation), etc. (61, 73).

La Plataforma de Investigación Clínica de Chagas (CCRP, Chagas Clinical Research

Platform), lanzada por la DNDi, ha definido el primer perfil de producto para un

fármaco contra la enfermedad de Chagas en el año 2009, así como la revisión de las

pautas para un segundo uso de fármacos aprobados para otras enfermedades (Figura

1.7) (40). Inicialmente, para el perfil de producto se estableció que el fármaco ideal

debiera ser eficaz tanto en la fase aguda como en la crónica, no tener contraindicaciones

ni genotoxicidad, teratogenicidad o potencial pro-arrítmico.

En el año 2008, el Programa Fiocruz de Investigación y Desarrollo Tecnológico

(FPRTD, Fiocruz Program for Research and Technological Development) organizó y

presentó el workshop “Modelos experimentales y screening de drogas en la enfermedad

de Chagas” donde se discutió e introdujo el término “cura parasitológica”, y donde se

propuso un procedimiento para el screening in vitro e in vivo de fármacos. En 2011, el

grupo de TDR y la OMS propusieron una ampliación al protocolo para el screening de

fármacos (74). Profundizando brevemente sobre este segundo protocolo de screening,

se realizó un cribado de la librería de compuestos Life Chemicals (Ucrania) (10.000

compuestos) que luego fueron ensayados in vitro contra amastigotes y para toxicidad

celular en células de pulmón (MRC-5). 171 compuestos resultaron activos con un

criterio inicial de EC50 < 1 µg/mL contra la cepa Tulahuen CL2 utilizando NFX como

control; 109 compuestos fueron eliminados por toxicidad celular y 11 por características

químicas desfavorables; de los 51 compuestos restantes, una serie fue transferida a la

Universidad de São Paulo para continuar las pruebas, y otra serie de 14 moléculas

presentó selectividad ante el patógeno y actividad a concentraciones muy bajas (0,22

µg/mL), aunque la toxicidad en células no fue muy alentadora (74).
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Figura 1.7. Hitos en la investigación (celeste, cuadro superior) y línea temporal del

desarrollo de perfil de producto para fármacos (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 debería reducir la carga

parasitaria al menos en un 80%, (75,76). El protocolo planteado por GHIT hizo énfasis

en la necesidad de focalizar la búsqueda de compuestos en nuevas series químicas

cambiando los rigurosos criterios de actividad por unos que no excluyeran series
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químicas descartadas anteriormente. Cabe destacar que los criterios previos de selección

(EC50 < 3 µM) hubieran dejado desestimado tempranamente a los fármacos que se usan

actualmente en uso. Propusieron como criterio de selección de un compuesto una EC50 <

10 µM contra amastigotes, y como criterio de selección para la optimización que en un

modelo agudo el compuesto candidato demostrara una reducción en la carga parasitaria

de un 80% en órganos y tejidos, o que no se detectaran parásitos 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 química partió de un screening en amastigotes de la cepa Tulahuen

con un valor de corte de EC50 < 5 µM, citotoxicidad con un índice de selectividad > 10,

potencia contra todos los genotipos del parásito y en ensayos contra tripomastigotes,

solubilidad a pH 2 y 6,5 > 50 µg/mL, gLog D < 4, metabolismo hepático in vitro < 0,5,

tolerabilidad en la cepa de ratones Balb/c, obtención de información de perfiles

farmacocinéticos en Balb/c con dosis 20 mg/kg en administración oral y 1 mg/kg

intraperitoneal, validación contra la cepa T. cruzi CL Brener, eficacia en un tratamiento

a la máxima dosis durante 5 días en ratones Balb/c infectados con esa cepa, información

sobre estabilidad en plasma, unión a proteínas plasmáticas, permeabilidad en modelo

Caco-2, eficacia in vitro en la cepa Tulahuen, eficacia in vivo en modelo agudo y

crónico, y un modelo de dosis-respuesta en el modelo crónico (76).

En el 2018, DNDi, propuso que los fármacos candidatos y los tratamientos efectivos

deberían alcanzar la cura parasitológica tanto en la fase aguda como crónica, con la

adición de un renovado énfasis en el perfil ADME (procesos de Absorción,

Distribución, Metabolismo y Excreción) de potenciales candidatos (77). Más

recientemente, en el 2019, el Instituto Novartis de Enfermedades Tropicales (NITD,

Novartis Institute for Tropical Diseases) hizo una revisión del perfil de producto,

agregando que los tratamientos debieran eliminar todos los parásitos de sangre y tejidos

y ser bien tolerados y seguros. Esto lleva a los requerimientos de un nuevo fármaco a

que cruce sin dificultades barreras biológicas, que sea activo ante amastigotes

quiescentes (40). Actualmente, según DNDi, el perfil de un compuesto candidato

debiera reunir requisitos específicos en distintas categorías como eficacia, régimen de

tratamiento, etc. (Tabla 1.1).

Un aspecto para tener en cuenta es que la investigación abocada al descubrimiento de

fármacos enfoca parte de sus esfuerzos a la realización de ensayos in vitro e in vivo para

la búsqueda de compuestos activos contra blancos moleculares específicos y/o en

22



cribado fenotípico (tamizaje de moléculas con actividad tripanocida), y es común que de

una gran diversidad de compuestos pocos sean seleccionados para pasar a etapas

clínicas de evaluación, menos aún que tengan un desempeño exitoso. Considerando las

bajas tasas de éxito, tal vez deberían reevaluarse de manera continua o periódica los

criterios que se aplican en los screening (78), por ejemplo, la utilidad de una evaluación

fenotípica 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 próximas rondas de evaluación,

representando una pérdida muy alta de inversión.

Por otra parte, la desatención en el desarrollo y la investigación en fármacos novedosos

contra la enfermedad de Chagas se evidencia considerando que el último compuesto

cuya eficacia clínica se probó en pacientes es el fexinidazol, resultado de un

reposicionamiento de fármacos ya utilizados para la tripanosomiasis africana. Hacia el

2020 se probó que este fármaco fue eficaz en dosis de 1200 a 1800 mg/d en pacientes en

fase crónica indeterminada (#NCT02498782). Más tarde se realizó un nuevo ensayo

clínico para probar regímenes de tratamiento más cortos y dosis más 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 año. Se planea continuar con la investigación del fexinidazol en

combinación con otros fármacos o en nuevas indicaciones, como por ejemplo, en

pacientes inmunocomprometidos con riesgo de reactivación (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 antimicótico de uso tópico 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 cardiomiopatías chagásicas (81) al igual

que en el caso del selenio para reducir la progresión de la enfermedad cardíaca (82).

Tabla 1.1. Perfil de producto para la enfermedad de Chagas. Fuente: sitio web DNDi.
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Ideal Aceptable

Población a la que está

dirigida la terapia

Aguda y crónica Crónica

Distribución geográfica Todas las regiones Todas las regiones

Eficacia

Superior a la dosis

estándar de BNZ en fase

aguda y crónica (cura

parasitológica)

No inferior a la dosis

estándar de BNZ

Seguridad/ Tolerabilidad

Superior al BNZ en la

frecuencia de

interrupciones del

tratamiento por indicación

médica. Sin genotoxicidad,

sin teratogenicidad ni

potencial pro-arrítmico.

Superior al BNZ en la

frecuencia de

interrupciones del

tratamiento por indicación

médica. Sin genotoxicidad

ni potencial pro-arrítmico.

Contraindicaciones Sin contraindicaciones
Contraindicaciones en el

embarazo

Interacciones con otros

fármacos

Sin interacciones clínicas

significativas

Sin interacciones clínicas

significativas con

antiarrítmicos y

anticoagulantes

Formulación Oral, adaptada a la edad
Oral/ parenteral, adaptada

a la edad

Estabilidad
5 años en zona climática

IV

3 años en zona climática

IV

Régimen de tratamiento <30 días
Oral: cualquier duración

Parenteral: <7días

Costos El más bajo posible
Similar a los tratamientos

actuales
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Nanovehículos farmacéuticos 

1. Mundo nano 

El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología de EE. UU. (NSTC, National Science and

Technology Council) definió a la nanotecnología como “el entendimiento y control de la

materia en el rango aproximado entre 1-100 nm en el que fenómenos únicos permiten

aplicaciones novedosas. En la nanoescala, la materia puede exhibir propiedades físicas,

químicas y biológicas inusuales, difiriendo de las propiedades de la materia a granel.

Algunos materiales nanoestructurados son más fuertes o tienen distintas propiedades

magnéticas en comparación con otras formas o tamaños de la misma materia” (83). En

esta escala (Figura 1.8), el comportamiento de los materiales están influenciados por

fenómenos como la dispersión de la luz, el confinamiento cuántico y la resonancia

superficial de plasmones, existiendo un predominio de las fuerzas electromagnéticas y

el movimiento browniano (84). Un nanomaterial podría resultar de cualquier material

natural o sintético si más del 50% de las partículas que lo componen tienen al menos

una dimensión en el rango de 1 a 100 nm. Este requisito tal vez sea demasiado exigente,

ya que frecuentemente partículas de tamaño mayor a 100 nm exhiben propiedades

“nano”, por ejemplo, son reconocidas y procesadas endocíticamente por células del

sistema inmune (85). Entonces, flexibilizando la definición, y acorde al Handbook of

Nanomedicines, en el ámbito de las aplicaciones terapéuticas que nos compete, el límite

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

Figura 1.8. Escala nanométrica.
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2. Nanovehículos farmacéuticos

El área de la salud ha sido interpelada por la nanotecnología en los campos de la

ingeniería de tejidos, la toxicología, el diagnóstico y la terapéutica. Particularmente, en

el área de la terapéutica, la implicancia de la nanotecnología ha permitido el desarrollo

de un abanico extenso de nanomedicinas basadas en liposomas, nanocristales y

nanopartículas poliméricas, entre otras (Figura 1.9). La Fundación Europea de Ciencia

(ESF, European Science Foundation) señala que “la nanomedicina usa herramientas en

la escala nano para el diagnóstico, prevención y tratamiento de enfermedades y para

incrementar el entendimiento de los procesos pato-fisiológicos subyacentes de la

enfermedad” (87).

Figura 1.9. Abanico de nanopartículas. 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, según una revisión a abril del 2024 en el sitio web de ensayos

clínicos (clinicaltrials.gov) hay 169 ensayos clínicos activos, mayormente orientados al

tratamiento de distintos tipos de cáncer, y algunos estudios enfocados en enfermedades

respiratorias (bronquiolitis e infecciones causadas por micobacterias), manejo del dolor

postquirúrgico, y como adyuvantes de vacunas contra los virus de HIV y SARS-COV-2.

En relación al crecimiento económico, se espera que el mercado de las nanomedicinas
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crezca de 219.850 millones de dólares en 2020 a 461.252 millones en 2026 (88),

incrementándose el número de productos aprobados para su comercialización a más 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

artículos habían empleado el término “nanomedicina” (90). El impacto posterior de este

campo del conocimiento ha sido tal que diez años después se relevaron más de 1.000

artículos en la base de datos Web of Science (90). Actualmente esa cifra se eleva a más

de 26.000 artículos, la mayoría de los cuales corresponden al área de farmacología

(Figura 1.10).

Los nanovehículos farmacéuticos cambiaron el paradigma clásico de la terapéutica

según el cual la liberación del fármaco desde su vehículo farmacéutico era una

condición necesaria para que fuera absorbido. El advenimiento de las nanopartículas

significó el desarrollo de vehículos adaptados a las necesidades específicas de las

patologías, como, por ejemplo, el direccionamiento a ciertos tipos celulares a partir del

agregado de ligandos específicos, y la protección, transporte y entrega del fármaco en el

sitio de acción siguiendo una distribución diferente a la del fármaco libre. Gracias a la

nanotecnología podría ser posible obtener un sistema que logre encapsular al fármaco

protegiéndolo de procesos degradativos o biotransformaciones indeseables; dirigir el

principio activo a su sitio de acción liberándolo de manera localizada, reduciendo las

dosis requeridas, maximizando la eficacia y evitando la interacción con inespecífica

(off-target); incrementar la permeabilidad y la velocidad de disolución cuando fuera

necesario; y, finalmente, ser biodegradable y no acumularse en el organismo.
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Figura 1.10. A) Cantidad de artículos publicados por año. B) Porcentaje de artículos

publicados agrupados según área temática. Búsqueda utilizando “nanomedicine” en

título, abstract y palabras clave.

3. Nanopartículas lipídicas

Volviendo sobre el abanico de nanopartículas existentes, en este trabajo de tesis se hará

foco en nanopartículas lipídicas y poliméricas. En relación con las nanopartículas

lipídicas, específicamente a los vehículos lipídicos nanoestructurados (NLC,

Nanostructured Lipid Carriers), son una dispersión coloidal de nanopartículas esféricas

con un núcleo lipídico sólido a temperatura ambiente desestructurarado por la
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incorporación de un lípido líquido a temperatura ambiente y estabilizado mediante uno

o más surfactantes (Figura 1.11). Surgieron a partir de la investigación del grupo del

Dr. Müller (91) en nanopartículas con un núcleo lipídico sólido (SLN®, Solid Lipid

Nanoparticles) que a su vez se establecieron como una alternativa más segura, barata

y/o estable en comparación con emulsiones, micropartículas, nanopartículas compuestas

de materiales inorgánicos o liposomas obtenidos a partir de fosfolípidos. Luego de

cumplidos unos 10 años del desarrollo de las SLN, surgieron las NLC a raíz de la

evidencia de la expulsión del fármaco desde el núcleo de las nanopartículas debido a

cambios en la estructuración de la matriz lipídica durante el almacenamiento (92). La

síntesis de las SLN introduce configuraciones cristalinas de alta energía que se

reestructuran a otras de baja energía conforme transcurre el tiempo. En ese

reestructuramiento se observó la expulsión de fármaco de la matriz lipídica. El agregado

del aceite y la aparejada reducción en la cristalinidad del núcleo sólido resultó en

formulaciones más estables y con mayor capacidad de carga (93).

Las características más prometedoras de esta formulación son su hidrofobicidad,

escalabilidad industrial, tamaño, carga superficial, permeabilidad, liberación paulatina

de los principio activos, carga de fármaco, la innecesaridad de solventes orgánicos

durante la síntesis y biocompatibilidad.

Siendo fuertemente hidrofóbicas, las nanopartículas lipídicas 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 obtención implica una alta tasa de transferencia de energía para

obtener partículas con amplia área superficial siendo la homogeneización a alta

temperatura y a alta presión las metodologías más comúnmente realizadas. Además,

esta última es un procedimiento establecido a gran escala en la industria farmacéutica

desde el año 1950, cuando se comenzó a aplicar para la producción de emulsiones

parenterales. Esa línea de producción actualmente suele estar equipada con unidades de

control de temperatura, por lo que podrían adaptar su uso a cualquiera de las dos

metodologías (93).

Por otro lado, el tamaño, la distribución de tamaños y las moléculas/carga en la

superficie de las nanopartículas son características de las formulaciones que impactan

ampliamente en su aplicabilidad y son parámetros fundamentales en el control de

calidad de los desarrollos. En primer lugar, el tamaño de las nanopartículas afecta

sustancialmente su estabilidad, biodistribución, su velocidad de disolución y su

internalización celular.
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Figura 1.11. Esquema de SLN y NLC. En naranja los átomos de oxígeno de los lípidos.

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 mencionó anteriormente, las nanopartículas no se dispersan espontáneamente

en agua, sino que tienden a agregarse para disminuir el área superficial expuesta y

minimizar la energía 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 iónicos, y la

estabilización electrostática como resultado de repulsión entre cargas, provisto por

ejemplo mediante decoración con surfactantes iónicos (94). Se ha reportado que en

partículas obtenidas de compuestos orgánicos aquellas con tamaños mayores a 500 nm

tienden a agregarse formando precipitados (95).

La extravasación desde capilares hacia los tejidos también depende del tamaño,

encontrándose, por ejemplo, que solamente aquellas con un valor ≤ 150 nm son capaces

de movilizarse por los capilares fenestrados del endotelio hepático, pero que estas

mismas poseen menor penetrabilidad en capilares continuos que perfunden órganos

como el corazón (96). Por este motivo es interesante tener en cuenta los límites de
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tamaño de las barreras fisiológicas (93). Por ejemplo, los capilares sanguíneos tienen un

diámetro de aproximadamente 5 a 40 µm y un diámetro promedio de poro de 5 nm, por

debajo de este tamaño las nanopartículas pueden atravesar el endotelio hacia el espacio

extracelular. Los constituyentes del plasma tienen diámetros menores a 4 nm, con

excepción de las proteínas plasmáticas que presentan diámetros mayores de 7 nm. El

punto de corte de tamaño en el riñón es de aproximadamente 48 kDa y 10 nm de

diámetro. A nivel celular, la membrana celular no permite el pasaje de compuestos

mayores de 1 kDa y los poros nucleares tienen un diámetro de alrededor de 10-25 nm.

El tamaño de las vesículas internalizadas varía 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 disolución de los fármacos también depende del tamaño de las

partículas aumentando la velocidad con la disminución del tamaño. Esto se expone a

partir del aumento en el área superficial de las nanopartículas, según la expresión para la

velocidad de disolución planteada en la ecuación de Noyes-Whitney,

𝑑𝐶 
𝑑𝑡 = 𝐷𝐴(𝐶𝑠−𝐶)

ℎ

donde dC/dt es la velocidad de disolución de las partículas, D es el coeficiente de

difusión (por ejemplo, en el medio gastrointestinal), A es el área superficial, h es el

espesor de la capa difusional alrededor de cada partícula, Cs es la solubilidad del

fármaco en la capa difusional y C la concentración de fármaco en el medio (98).

Aquí se evidencia que a mayor área superficial, mayor la velocidad de disolución, por lo

que reduciendo las partículas del fármaco a la escala nanométrica podría mejorar la

disolución de este, especialmente para fármacos de baja solubilidad como el BNZ.

Se ha mencionado el efecto de la carga superficial en la estabilidad de la formulación,

falta mencionar su rol en la interacción con las células. Las nanopartículas con carga

positiva son captadas e internalizadas más rápidamente por las células en comparación

con las de carga negativa o neutra. Se sabe que las membranas celulares poseen una

carga ligeramente negativa (99) y que la internalización celular es impulsada por las

atracciones electrostáticas. Varios estudios demostraron que la interacción electrostática

entre la membrana y nanopartículas positivas favorece la adhesión y facilita la

internalización (100, 101). Para partículas pequeñas (2nm) una carga positiva puede

alterar el potencial de la membrana provocando un influjo de calcio e inhibiendo la
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proliferación celular. Para partículas más grandes (4-20 nm) la carga superficial puede

inducir la remodelación de la bicapa lipídica. La interacción de partículas negativas con

una membrana podría causar gelación local mientras que la interacción con

nanopartículas positivas induciría la fluidez (102). Adicionalmente, componentes del

plasma, como la albúmina, interaccionan preferentemente con nanopartículas positivas

(103) formando la corona proteica que afecta a la internalización celular, y parámetros

farmacocinéticos (dependiendo también del tamaño, la morfología de la nanopartícula y

de la composición de la corona proteica); en algunos casos protegiendo a las

nanopartículas del sistema inmune, acumulándose en órganos, o por el contrario, si la

interacción es con opsoninas o fibrinógenos, acelerando su aclaramiento en el

organismo (104).

Entre los lípidos más frecuentemente utilizados para la obtención de SLN y NLC

encontramos triglicéridos, ésteres de glicerol parciales, ácidos grasos, esteroides (el de

uso más común es el colesterol) y ceras (105). Dentro de este último grupo se incluye al

miristil miristato (Figura 1.12), un compuesto formado por la unión éster entre el ácido

mirístico y el alcohol miristílico, ambos con cadenas carbonadas saturadas de 14

carbonos constituyendo un producto ampliamente utilizado en cosmética como

emoliente por sus agradables características sensoriales y baja-nula toxicidad tópica,

ocular y oral (106, 107). Existe en la naturaleza en pequeñas cantidades que pueden ser

extraídas a partir de coco, nuez moscada o almendras, aunque habitualmente se obtiene

sintéticamente mediante catálisis enzimática con lipasas. Debido a su biocompatibilidad

se comenzó a utilizar en la síntesis de nanopartículas proporcionando un portfolio de

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

Figura 1.12. Estructura química del miristil miristato.
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4. Nanopartículas poliméricas

Las nanopartículas poliméricas son vehículos muy atractivos desde el punto de vista de

la versatilidad que tienen los polímeros a sufrir modificaciones. Los avances en el

control de los procesos de polimerización han sembrado el terreno para el desarrollo de

la ingeniería de nanopartículas con un control sobre su morfología, tamaño, superficie y

funcionalización, como, por ejemplo, nanopartículas con respuesta a estímulos como el

pH, la temperatura, la presencia de enzimas y/o reacciones redox.

Las nanopartículas poliméricas (Figura 1.13) puede obtenerese a partir de polímeros

naturales como, por ejemplo, alginato o quitosano, extraídos de especies marinas, o bien

de materiales sintéticos como los poloxámeros o los derivados de polimetacrilatos.

Los poloxámeros son copolímeros no iónicos compuestos por una cadena central

hidrofóbica de poli-oxipropileno flanqueada por dos cadenas hidrofílicas de

poli-oxietileno (111) (Figura 1.14). Los polimetacrilatos son polímeros de metacrilatos

de dimetilaminoetilo, ácido metacrílico y ésteres de ácido metacrílico en proporciones

variables (112).

Figura 1.13. Esquema de una nanopartícula 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, azúcar y resinas. Comenzaron a comercializarse bajo la marca Eudragit®, que

se mantiene hoy con más de 25 derivados de polimetacrilatos diferentes. En particular,
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el Eudragit® NE30D (Figura 1.15) es de interés por ser un polímero neutro,

biodegradable que se presenta como una dispersión acuosa ahorrando un paso previo de

disolución del polímero (método que puede resultar trabajoso), y con propiedades de

liberación modificada de fármacos (113).

Figura 1.14. Estructura química del poloxámer 188. a, c = 80; b = 27.

Figura 1.15. Estructura química del Eudragit® NE 30D

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

Las investigaciones previamente mencionadas se han concentrado mayormente en la

caracterización estructural de las nanopartículas, sus propiedades fisicoquímicas,

interacciones biológicas, toxicológicas y aplicaciones diagnósticas y terapéuticas,

incluyendo sus posibilidades como sistemas de entrega de fármacos (drug delivery) en

las cercanías 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 tripanosomátidos donde las nanomedicinas

han tenido mayor desarrollo. La primera formulación aprobada para uso clínico por

autoridades sanitarias fue Ambisome®, una formulación liposomal cargada con

anfotericina B, pensada inicialmente para enfermedades fúngicas, especialmente de los

pulmones, pero reposicionada para el tratamiento de la leishmaniasis.
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Gran cantidad de nanopartículas han sido diseñadas para el tratamiento de la

enfermedad de Chagas, incluidas aquellas de tipo polimérico. Por ejemplo, se han

ensayado nanopartículas de polietilcianoacrilato (PECA) encapsulando NFX que

lograron una reducción de la EC50 en epimastigotes de 0,0015 ± 0,0006 μg/mL

comparado con 0,683 ± 0,269 μg/mL en el caso de NFX libre (en solución) (114), o

también nanopartículas de PECA encapsulando alopurinol, con una reducción en la

proliferación de epimastigotes de 91,5% frente a 45,9% del fármaco libre a una

concentración de 16,7 µg/mL. Este último caso es interesante porque se reportó,

además, que el vehículo vacío ensayado tenía actividad frente a los epimastigotes (115).

Otro sistema reportado consiste en BNZ encapsulado en nanopartículas de carbonato de

calcio obteniendo una reducción en la viabilidad del parásito con una cantidad 25 veces

menor en una solución de nanopartículas frente al fármaco en solución (116). Un tipo

formulación que ha resultado muy interesante en los últimos tiempos es la de

nanocristales, por su amplia versatilidad en la elección de la vía de administración y por

su fácil manufactura (117). Scalise y colaboradores probaron su formulación de

nanocristales de BNZ en un modelo agudo tratando durante 30 días con 50, 25 y 10

mg/kg/día observando que los animales tratados con las dosis de 50 y 25 mg/kg/día

presentaron una supervivencia del 100 % frente a una del 75 % para los animales

tratados con la dosis de 10 mg/kg/día (118). Además, evaluaron la eficacia de los

nanocristales de BNZ en ratones cursando una fase crónica que presentaron una

reactivación de la parasitemia luego de ser inmunosuprimidos. Una dosis de 25

mg/kg/día durante 90 días mostró una reducción del 50% de ratones con anticuerpos

anti T. cruzi, mientras que los ratones tratados con BNZ libre o sin tratar no mostraron

diferencias (119). Un punto aparte merece los sistemas lipídicos, que han obtenido

resultados dispares. En esta segunda categoría podrían incluirse a las formulaciones

liposomales encapsulando BNZ a partir de liposomas hechos con fosfatidilcolina

derivada de soja o archeolípidos de archeaebacterias, que no consiguieron un efecto

superador sobre la parasitemia en comparación con el fármaco libre, en un modelo

murino de infección 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,

investigación en innovación y nanomedicinas para la enfermedad de Chagas)

establecido para la investigación de nanopartículas sólidas lipídicas, ciclodextrinas,

liposomas y quatsomas contra el Chagas (121). Estos sistemas tampoco aportaron
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mejoras significativas frente a la administración del fármaco libre en términos de

disminución en la parasitemia, excepto en el caso de las ciclodextrinas cuya toxicidad

no permitió el avance de la formulación hacia etapas posteriores de desarrollo. No todo

fueron derrotas para las nanomedicinas lipídicas del BNZ, ya que Streck y

colaboradores formularon al fármaco como nanoemulsión a partir de triglicéridos de

cadena mediana mejorando la solubilidad aparente y la eficacia frente a formas motiles

del parásito (122). Por otra parte, algunos fármacos no aprobados por los organismos

regulatorios para el tratamiento del Chagas también han sido candidatos para ser

formulados como nanopartículas lipídicas, 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 e in vivo

frente al fármaco libre (124). Otros casos incluyen al ya mencionado ravuconazol en

sistemas auto-emulsionantes (125), el imiquimod y la hipericina en liposomas

(126,127), la violaceína en nanopartículas sólidas lipídicas, 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-T. cruzi es, a

nuestro conocimiento, la primera clase de nanopartícula diseñada con un

direccionamiento activo a los parásito.

Considerando lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de tesis se basó en la

hipótesis de que las formulaciones de nanovehículos farmacéuticos pueden modificar la

velocidad de disolución y la permeabilidad del BNZ aumentando la biodisponibilidad

del fármaco. Al mismo tiempo, se hipotetizó que el BNZ nanoencapsulado vería

modificada su biodistribución, su eliminación sistémica y su perfil de seguridad,

permitiendo una mayor adhesión de los pacientes al tratamiento.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar nanovehículos farmacéuticos como alternativas terapéuticas superadoras

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, optimizando la biodistribución, eficacia

y seguridad de uno de los fármacos antichagásicos actualmente disponibles.

Objetivos específicos

Obtención y caracterización fisicoquímica de nanopartículas sólidas lipídicas

nanoestructuradas y de nanopartículas poliméricas que sirvan como nanovehículos

farmacéuticos de BNZ, fármaco de primera línea en el tratamiento de la enfermedad de

Chagas.

Estudio de la cinética de liberación de BNZ desde las nanopartículas desarrolladas y

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

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

Caco-2.

Evaluación de la eficacia de las nanopartículas en modelos celulares (tripomastigotes y

cultivos celulares de amastigotes de T. cruzi) y murinos (modelo de infección aguda) de

la enfermedad de Chagas.
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Capítulo 2

Especificaciones referentes a los materiales y metodologías 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 fusión 36–40 °C), y Crodamol™

GTCC-LQ (mezcla de triglicéridos saturados con punto de fusión -5 °C) fueron donados

por Croda, Argentina. El Eudragit NE-30D (EU) (poli(etilacrilato-metilmetacrilato)) es

un copolímero de ácido metacrílico y metacrilato de metilo disperso en una solución

acuosa con 30% de nonoxynol (α-(4-nonilfenil) ωhidroxipoli-(oxi-1, 2-etanedil)). Tiene

una temperatura de transición vítrea (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 preparación y análisis de las formulaciones fueron de grado

HPLC/analítico, y fueron obtenidos de fuentes comerciales.

2. Formulación de NLC-BNZ y EU-BNZ

Los nanovehículos lipídicos y poliméricos cargados con BNZ (NLC-BNZ y EU-BNZ) y

las nanopartículas vacías (NLC-VEHÍCULO y EU-VEHÍCULO) se obtuvieron por el

método de ultrasonicación (1). Para la obtención de NLC-BNZ, 400 mg de MM (2%

p/v) se fundieron en un baño termostatizado a 60-70 °C. 40 μL de GTCC-LQ se

agregaron a la fase lipídica junto a aproximadamente 10 mg exactos de BNZ. Por otra

parte, se preparó una fase acuosa disolviendo 600 mg de P188 (3% p/v) en 20 mL de

agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EE. UU.), precalentada en baño de María a la

misma temperatura que la fase lipídica. Luego de 30 minutos de incubación en el baño,

la solución acuosa se vertió sobre la fase lipídica, y se la sometió a ultrasonicación en

un sonicador equipado con una punta de titanio de 6 mm (sonicador ultrasónico 130
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Watts, Cole- Parmer, EE. UU.) por 20 minutos a 80% de amplitud. Una vez concluida la

sonicación, la formulación se enfrió a temperatura ambiente y se midió el volumen

final. NLC-VEHÍCULO se sintetizó de igual manera sin el agregado de BNZ.

En el caso de EU-BNZ, el procedimiento fue idéntico excepto por la omisión de la

termostatización del polímero en el baño de María. Brevemente, se mezclaron 10 mg de

BNZ con 400 μL de Eudragit® NE-30D, y se los incorporó a la fase del surfactante (600

mg de P188 (3% p/v)), para luego ser sometidos a sonicación tal como se describe en el

proceso de preparación de las NLC.

En todos los casos se evaluó la dosis-dependencia del BNZ libre y el BNZ encapsulado,

mientras que se realizaron controles de vehículo libre a las dosis de lípido/polímero

equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de BNZ.

Por otro lado, se obtuvieron dispersiones de los componentes lipídicos individuales en

20 mL de agua ultrapura a partir de la sonicación de 400 mg de MM (previamente

fundido) o 40 µL de GTCC-LQ. Se preparó una solución de P188 disolviendo 600 mg

del surfactante . Se realizaron controles de los componentes individuales a las dosis de

lípido/surfactante equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de

BNZ.

3. Determinación de la eficiencia de encapsulación

A fin de calcular la eficiencia de encapsulación (EE, %) se determinó la concentración

de BNZ libre. Para ello, 500 μL de cada formulación se colocaron en tubos Eppendorf

conteniendo filtros de centrifugación Microcon® (MWCO=10.000, Merck Millipore,

EE. UU.). Se centrifugó la muestra a 10.000 rpm durante 15 minutos. La fase acuosa

conteniendo BNZ libre pasó al fondo del Eppendorf a través del filtro de la membrana,

y la concentración de BNZ fue estimada mediante HPLC, según se describe en un

apartado posterior. Teniendo en cuenta la cantidad inicial de BNZ añadida, se calculó la

EE, % a partir de la siguiente ecuación:

Eq. 2.1𝐸𝐸,  % = 𝑀0− 𝐶𝑓𝑟×𝑉𝑓( )
𝑀0 ×100

donde M0 es la cantidad inicial de BNZ añadida a la formulación, Cfr es la

concentración del fármaco libre, y Vf es el volumen final luego del proceso de

sonicación.
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Además, para NLC-BNZ se calculó la carga teórica del fármaco con la siguiente

ecuación:

Eq. 2.2𝐷𝐿,  % = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑚𝑔( )
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙í𝑝𝑖𝑑𝑜 𝑚𝑔( ) ×100

4. Determinación de tamaño de partícula, potencial Z e índice de polidispersión

Se determinó la distribución de tamaños de partículas y el diámetro hidrodinámico

promedio mediante dispersión dinámica 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 (ζ) se determinó mediante anemometría de Doppler. El

diámetro hidrodinámico de las nanopartículas se reportó como el parámetro Z-average.

Se determinó el índice de polidispersión (PdI) como una estimación de la distribución

de los tamaños de las partículas. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

5. Análisis por calorimetría diferencial de barrido (DSC)

Se realizó el análisis térmico del BNZ, MM, EU, P188, EU-BNZ y NLC-BNZ con un

equipo DSC (DSC Q2000, TA Instruments, EE. UU.) bajo atmósfera de nitrógeno 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 índice de cristalinidad (IC, %) se calculó utilizando la

siguiente ecuación:

Eq. 2.3𝐼𝐶,  % =
∆𝐻

𝑁𝐿𝐶/𝐸𝑈  𝑑𝑖𝑠𝑝𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑐𝑢𝑜𝑠𝑎

∆𝐻
𝑏𝑢𝑙𝑘 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 

×𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛
𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑐𝑎/𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚é𝑟𝑖𝑐𝑎

×100

donde ΔHNLC/EU y ΔHbulk material son las entalpías de fusión (J/g) de la dispersión de NLC o

EU y el lípido o polímero puro, respectivamente. La concentración de la fase lipídica o

polimérica fue del 2%.

6. Análisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de BNZ, MM, EU, P188, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHÍCULO

y NLC-VEHÍCULO se realizó con el aparato TGA Q500 (TA 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 atmósfera de nitrógeno para evitar la oxidación

térmica.

7. Espectroscopía 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 utilizó en el registro de los

espectros en el rango de 400–4.000 cm-1, con una resolución de 2 cm-1.

8. Microscopía de transmisión electrónica (TEM)

Se tomaron imágenes con un microscopio electrónico de transmisión Jeol-1200 EX

II-TEM (Jeol, EE. UU.). Para ello, se colocó una gota (10 µL) de la dispersión de

nanopartículas previamente diluida (1:100) en agua sobre una malla de cobre recubierta

de colodión (400 mesh). El exceso de líquido se retiró con papel de filtro. Se adicionó

una gota de ácido fosfotúngstico para resaltar el contraste.

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

La medición de la dispersión de rayos X de ángulos bajos/ángulos amplios

(SAXS/WAXS) se midió con el equipo XEUSS 2.0 (XENOCS, Francia). Los patrones

fueron registrados con dos detectores sincrónicos de conteo de fotones 2D para SAXS,

Pilatus 200K y Pilatus 100k (DECTRIS, Suiza) posicionados a 160 mm de la muestra

con un ángulo de inclinación 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 dispersión, I(q), se registró mediante la transferencia de momento de

dispersión q, donde q=4π⁄λ sin(θ), 2θ es el ángulo de dispersión y λ = 0,15419 nm es el

promedio ponderado de la longitud de onda de rayos X de las líneas de emisión de

Cu-Kα1,2. Debido al tamaño pequeño 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 vacío

con cinta Kapton®. Para las muestras líquidas de EU se utilizó capilares de 1,5 mm de
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diámetro. Las mediciones se realizaron en modo transmisión. Se tomaron patrones

SAXS/WAXS durante 4 horas cada uno para NLC y durante 10 minutos cada uno para

EU.

10. Ensayo de liberación de BNZ in vitro

La liberación de BNZ desde las nanopartículas se realizó en un disolutor de paleta

rotatoria (Vision Classic 6, Hanson Research, EE. UU.) con una velocidad de agitación

de 75 rpm y un medio de liberación de 500 mL de buffer KH2PO4 (pH 6,8). La

temperatura se fijó a 37,0 ± 0,5 °C. Un volumen de 5 mL de formulación fue colocado

en una bolsa de diálisis (MWCO: 10 kDa) y adosada a la paleta del equipo (Figura 2.1).

A fines comparativos, se utilizó la misma cantidad de fármaco libre que la cantidad

utilizada para la formulación. Esto se realizó como un control de disolución del fármaco

libre en el medio. Se tomaron alícuotas de 1 mL a diferentes tiempos: 0, 5, 10, 15 y 30

minutos, y luego a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 24 horas. Las muestras se analizaron por HPLC

centrifugándolas previamente a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los experimentos se

realizaron por triplicado. Los datos se ajustaron a modelos matemáticos de liberación de

fármacos utilizando el complemento de Excel “DDSolver” desarrollado por Zhang y

colaboradores (2). El modelo que mejor ajustó a los datos se eligió en base a los valores

de los parámetros de bondad de ajuste (R2, R2-adj, EMC, AIC).

R2/R2-ajustado o coeficiente de determinación (3) se calculó a partir de la siguiente

ecuación:

Eq. 2.4𝑅2 = 1 − 𝑆𝑆𝑟𝑒𝑠
𝑆𝑆𝑡𝑜𝑡

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

( ) y SStot es la suma de los cuadrados de las diferencias entre los
𝑖=1

𝑛

∑ (𝑦
𝑖

− 𝑦
^

𝑖
)

2
,  𝑛∈ 𝑁

valores observados y su media ( ).
1

𝑛

∑ (𝑦
𝑖

− 𝑦)
2
,  𝑛∈ 𝑁

EMC, el error medio cuadrado (3), se calculó a partir de la siguiente expresión:

53



Eq. 2.5𝐸𝑀𝐶 = 1
𝑛

𝑖=1

𝑛

∑ (𝑦
𝑖

− 𝑦
^

𝑖
)

2

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

ecuación:

Eq. 2.6𝐴𝐼𝐶 = 2𝑘 − 2𝑙𝑛⁡(𝐿)

Donde k es el número de parámetros del modelo y L es el valor máximo de la función

de verosimilitud evaluada en sus parámetros 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 (2ln(L)) y de un factor que penaliza la inclusión de

parámetros (2k).

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

ensayo de liberación del fármaco desde las nanopartículas.

11. Estudio de estabilidad fisicoquímica

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

vidrio y protegida de la luz), se determinaron el diámetro hidrodinámico promedio, el
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PdI, el potencial zeta o ζ y EE, %. Los parámetros físicos (diámetro de partícula, PdI, ζ)

se midieron mediante DLS utilizando el equipo Nano ZS Zetasizer, y la EE, % se

determinó mediante HPLC. Se realizó una determinación por mes, durante un período

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

12. Ensayo de toxicidad celular

Se analizó la citotoxicidad de las formulaciones mediante la determinación de la

viabilidad de células de ovario de hámster chino (línea CHO) mediante la reducción de

la sal de tetrazolio bromuro (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) a un

producto de formazán (MTT). Se sembraron 1×105 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 atmósfera de CO2 al 5 %. Después

de 24 horas, las células se incubaron con concentraciones crecientes de RPMI como

control, BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHÍCULO y NLC-VEHÍCULO (en

concentraciones de BNZ de 0, 60, 120, 240 y 480 μM, y concentraciones de carriers

equivalentes a las necesarias para vehiculizar las dosis referidas de BNZ pero sin el

fármaco). Luego, se agregó la sal de tetrazolio (5 mg/mL en PBS) y se incubó durante 3

horas. Por último, se añadieron 100 µl por pocillo de DMSO con agitación durante 10

minutos para disolver el MTT. El color se midió en un lector de microplacas (Bio-Rad,

modelo 3550, Argentina) a 550 nm. El ensayo se realizó por triplicado.

Por otro lado, se analizó la viabilidad de las células de adenocarcinoma humano (línea

Caco-2) utilizando la metodología mencionada anteriormente (reducción 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 realizó un lavado con

PBS del medio de cultivo DMEM y se incubaron con concentraciones crecientes de

medio de cultivo como control, BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHÍCULO y

NLC-VEHÍCULO (0, 50 y 100 μM para BNZ, y concentraciones de lípidos/polímeros

equivalentes para los vehículos sin BNZ) durante 3 horas. Se agregó MTT (5 mg/mL en

PBS) durante otras 3 horas, y concluido el tiempo de incubación, se añadieron 100 µl de

DMSO por pocillo durante 10 minutos en agitación. El color se midió en un lector de

microplacas (Bio-Rad, modelo 3550, Argentina) a 550 nm. El ensayo se realizó por

triplicado.
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Por último, se determinó la citotoxicidad en la línea celular Vero. Se obtuvieron

suspensiones de células previamente crecidas en una microplaca de poliestireno de 96

pocillos (cantidad inicial = 5x104 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-VEHÍCULO y NLC-VEHÍCULO (en concentraciones 1, 5,

10, 25 y 50 µM de BNZ y concentraciones de lípidos/polímero equivalentes para los

vehículos sin BNZ). Se añadió yoduro de propidio (IP) (50 µg/mL) (Sigma, EE. UU.) a

las suspensiones celulares durante 10 minutos antes del análisis para evaluar la falta de

viabilidad celular por citometría de flujo utilizando el citómetro de flujo BD

Biosciences FACSCANTO II (EE. UU.). El análisis de datos se realizó utilizando el

software FlowJo™ (LLC, EE. UU.). Se adquirieron un total de 20.000 eventos para

cada muestra. El porcentaje de viabilidad celular se calculó en base a la viabilidad del

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

13. Determinación de efecto hemolítico

La hemólisis se evaluó en un volumen final de 3 mL de mezcla entre una suspensión de

sangre humana fresca recién extraída heparinizada, colocada en una placa de cultivo

celular de 6 pocillos junto al agregado de diluciones de nanopartículas y/o fármaco

libre. Se agregaron alícuotas de diluciones frescas de BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ,

EU-VEHÍCULO y NLC-VEHÍCULO (concentraciones finales iguales a 1, 5 y 50

μg/mL de BNZ y sus respectivos equivalentes para vehículos vacíos) 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 determinó la absorbancia del sobrenadante a 540 nm. Se

utilizó Tritón X-100 (10%) y solución salina como controles positivo y negativo,

respectivamente. La actividad hemolítica (HA, %) se calculó a partir de la siguiente

ecuación:

Eq. 2.7𝐻𝐴 %( ) =
𝐴

540 𝑛𝑚  
𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎− 𝐴

540 𝑛𝑚
𝑠𝑠𝑎𝑙𝑖𝑛𝑎 

𝐴
540 𝑛𝑚

𝑇𝑟𝑖𝑡ó𝑛 𝑋−100 − 𝐴
540 𝑛𝑚

𝑠𝑠𝑎𝑙𝑖𝑛𝑎 ×100

Donde A540nm muestra representa el valor de absorbancia de la muestra, A540nm Tritón

X-100 el valor de absorbancia del control positivo y A540nm solución salina el valor de

absorbancia del control negativo. El ensayo se realizó por duplicado.
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Se estimó el valor de concentración plasmática a las 3 h luego de administraciones

orales múltiples de 2,5mg/kg/12h de BNZ a pacientes parte de un estudio

farmacocinético poblacional. Se obtuvieron los parámetros farmacocinéticos a partir de

un estudio de Soy et al. en el que se analizaron 358 datos de concentración plasmática

en el rango de 0,56 -28,94 mg/L (5).

Este ensayo se realizó en el Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET,

UNLP-CONICET La Plata) con la colaboración de la Dra. Rocío 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 institución. Además, el protocolo fue

aprobado por el Comité de Ética de la UNLP y se desarrolló de acuerdo con los

principios proclamados en la Declaración Universal de Derechos Humanos de 1948, las

normas éticas establecidas por el Código de Núremberg de 1947 y la Declaración de

Helsinki de 1964 y sus sucesivas enmiendas y aclaraciones. Se prestó especial atención

a los Derechos del Paciente en su relación con los profesionales e instituciones de salud

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

14. Obtención de los diferentes estadios de T. cruzi

Se utilizó la cepa K98 de T. cruzi (Tc I, 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 cm2 luego de una infección con tripomastigotes de 2 a 3

días, mantenidas en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5%. El cultivo celular

fue a 37 °C en un ambiente húmedo con un 5% de CO2. Por otra parte, los amastigotes

se obtuvieron a partir de la infección de células Vero con tripomastigotes de la cepa K98

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

15. Efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi

Se co-cultivó una suspensión de tripomastigotes (1x105 tripomastigotes por pocillo) en

una microplaca de 96 pocillos junto con alícuotas de concentraciones de BNZ

(nanovehiculizado o libre) 1, 2,5, 5 y 10 µM, y concentraciones de lípidos/polímeros

equivalentes para los vehículos sin BNZ. Las diluciones se realizaron en medio de

cultivo RPMI suplementado con 5% FBS. La placa se incubó a 37 ºC en atmósfera 5%
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de CO2. Después de 24 horas de incubación estática en estufa, se contaron los parásitos

móviles en una cámara de Neubauer bajo el microscopio óptico. Los controles negativos

consistieron en medio de cultivo RPMI suplementado con 5% de FBS así 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

medición a través del cálculo del desvío estándar. Los experimentos se realizaron por

cuadruplicado para NLC y triplicado para la formulación de Eudragit®. La

concentración efectiva 50% (EC50) en el ensayo de viabilidad de tripomastigotes in vitro

se determinó a partir de la curva concentración-respuesta ajustada a través de regresión

no lineal en el software GraphPad Prism versión 8.0.1 (GraphPad Software Inc. EE.

UU.).

16. Efecto sobre los amastigotes de T. cruzi

Se comenzó infectando un cultivo de células Vero con tripomastigotes de la cepa K98

de T. cruzi (parásitos transgénicos con la adición del gen que codifica para la proteína

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 (5x104 células por pocillo). Después de un período de 2-3

horas de incubación estática para que las células se adhirieran a la microplaca, se

añadieron alícuotas de BNZ, EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHÍCULO y

NLC-VEHÍCULO (en concentraciones de BNZ de 1, 5, 10, 25 y 50 μM y

concentraciones de nanopartículas equivalentes a las necesarias para vehiculizar las

dosis referidas de BNZ pero sin el fármaco). Tras 72 horas adicionales de incubación

estática a 37°C, las células se recolectaron con una solución de tripsina/EDTA y se

procesaron para el análisis de citometría de flujo en un citómetro de flujo BD

Biosciences FACSCANTO II (EE. UU.). Se añadió PI (Sigma, EE. UU.) a las

suspensiones celulares (50 µg/mL) incubándose durante los 10 minutos previos a la

lectura para evaluar la muerte celular, y se comparó con la señal de viabilidad indicada

por la fluorescencia aportada por la expresión de GFP (6). Se adquirieron un total de

20.000 eventos para cada muestra. El análisis de datos se realizó 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 medición a través del cálculo del desvío estándar. Los experimentos se realizaron por

triplicado. El valor de EC50 se determinó a partir de la curva concentración-respuesta

ajustada a través de regresión no lineal utilizando el software GraphPad Prism versión

8.0.1 (GraphPad Software, EE. UU.).

17. Ensayo de permeabilidad a través de una monocapa celular

Se utilizó la línea celular Caco-2 para el ensayo de permeabilidad. En primer lugar, las

células se obtuvieron del cultivo en botellas de 25 cm2 con el medio de cultivo DMEM

(Life Technologies, Francia) adicionado con 15% FBS, 1% L-glutamina y 1%

aminoácidos no esenciales en cultivo estático a 37 °C y una atmósfera húmeda con 5%

de CO2, durante un máximo de 8 pasajes. Se descartó el sobrenadante de la botella, se

lavó tres veces con PBS 1X y se tripsinizó el cultivo durante 10 minutos. La suspensión

celular resultante se sembró en placas Transwell (Biofil, China) de 12 pocillos con una

membrana de poliestireno de 1 µm de tamaño de poro y un área superficial de 1,12 cm2

a una densidad celular de 60.000 células por pocillo. Se realizó el cambio de medio de

cultivo todos los días durante 10 días agregando 0,5 mL de medio de cultivo en la zona

apical y 1,5 mL en la zona basolateral. A partir del séptimo día se comenzó a medir la

resistencia eléctrica trans-epitelial (TEER, Trans-ephitelial electric resistance (Ω.cm2))

utilizando un voltímetro epitelial (Millicell-ERS, Millipore Corporation, EE. UU.)

como medida de formación de la monocapa de células confluente en el Transwell.

El día del experimento se cambió el medio de cultivo a los pocillos y se midió

nuevamente el TEER obteniendo medidas entre 600 y 1.000 Ω.cm2, lo cual fue una

señal indicativa del establecimiento de la monocapa de células para proceder con el

experimento. Se retiró el medio de cultivo de la zona apical y se colocó una dilución de

NLC-BNZ, EU-BNZ y una suspensión de fármaco libre a fin de tener una

concentración final de 2 mM en el pocillo. Se retiró un volumen de 400 µL 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 alícuotas

obtenidas fueron cuantificadas mediante HPLC y el coeficiente de permeabilidad

aparente (Papp) fue calculado mediante la siguiente ecuación:

Eq. 2.8𝑃𝑎𝑝𝑝 = 1
𝐴.𝐶𝑜 × 𝑑𝑄

𝑑𝑡( )
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Donde A es el área de la membrana del inserto (1,12 cm2), Co es la concentración

inicial en la cámara apical y dQ/dt es la velocidad inicial de transporte del fármaco,

obtenida de la pendiente de la región 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 cálculo del desvío estándar. Los

ensayos se realizaron por duplicado.

18. Evaluación farmacocinética de la formulación

Se utilizaron ratones macho libres de patógenos específicos 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 adecuó a la guía ARRIVE (7). Para ello, los animales se

mantuvieron en condiciones de alimentación y agua ad libitum, con no más de 6 ratones

por hábitat con un ambiente enriquecido para disminuir el estrés, con regímenes de 12h

luz/oscuridad y control de temperatura a 20-22 °C. Fueron adaptados previamente a la

administración oral (p.o.) o intraperitoneal (i.p.), según correspondiera, durante cinco

días, con solución fisiológica (volumen de 0,1 mL). Tanto la adaptación como el ensayo

fue realizada durante la fase de luz por experimentadoras de sexo biológico femenino.

De acuerdo a la vía de administración, se administró p.o. con sonda intragástrica (n=2

para cada tiempo de muestreo) o mediante inyección i.p. con jeringa tuberculina de 1

mL y aguja estéril Terumo® 25G (n=1 para cada tiempo de muestreo). Se administró la

formulación NLC-BNZ o una suspensión de fármaco, ambos tratamientos en dosis de

30 mg/kg, preparando el fármaco como una suspensión en solución fisiológica con el

agregado de un 20% de DMSO. En el caso de EU-BNZ se realizó una administración

p.o. (n=2) a una dosis de BNZ de 30 mg/kg. La formulación de nanopartículas se

preparó según lo descrito en la sección 2, con modificaciones en la cantidad de lípido o

polímero (6% p/v), la cantidad de surfactante (4,5 %p/v), y en el agregado de 100 μL de

DMSO para preparar nanopartículas estables cuya carga de BNZ sea compatible con el

volumen máximo que es posible administrar a un ratón. Los volúmenes máximos de

administración fueron 10 mL/kg. Los tiempos de muestreo fueron 1, 2, 4, 8 y 24 h. La

toma de muestra se realizó mediante la extracción de sangre submandibular punzando

con una aguja estéril 21Gx1” sobre la vena facial a fin de recolectar entre 100-150 μL

de sangre que luego fue centrifugada a 4.000 rpm durante 10 minutos para obtener el
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plasma. Se realizó la eutanasia a los ratones una vez finalizado el experimento mediante

asfixia con CO2.

El cálculo del área bajo la curva (AUC0🡪t y AUC0🡪∞) se realizó a partir del método

trapezoidal (8) calculando el área de cada trapezoide a partir de la siguiente ecuación:

) Eq. 2.9𝐴 = (𝑡
2

− 𝑡
1
)(

𝐶𝑝
𝑡1

+ 𝐶𝑝
𝑡2

2

Donde A corresponde al área del trapezoide delimitado por los tiempos experimentales

t1 y t2, y Cp corresponde al valor de concentración plasmática a un determinado tiempo

t. Posteriormente, se realizó la sumatoria de las áreas de los trapezoides (N° de

trapezoides = texperimentales – 1), y se adicionó el área del triángulo entre t0 y t1, y el área

bajo la curva entre el último tiempo experimental y t∞ (estimado según el modelo

farmacocinético monocompartimental como Cpt/kel).

El procedimiento se llevó a cabo en el bioterio del Laboratorio de Investigación y

Desarrollo de Bioactivos (LIDeB). El protocolo experimental, titulado “Estudio de

biodristribución de fármacos” fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y

Uso de Animales de Experimentación (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de

la Universidad Nacional de La Plata con número de protocolo 004-00-23. El fármaco

total en plasma se cuantificó mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría

de masas (LC-MS/MS) gracias al servicio de espectroscopía del Centro de

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

19. Evaluación de la formulación en un modelo agudo in vivo

Se utilizaron ratones hembra libres de patógenos específicos de la cepa Balb/c de 3-4

semanas infectadas con 1.000 tripomastigotes de T. cruzi de la cepa RA (TcVI) a través

de una administración i.p. Los ratones fueron provistos por el bioterio del Instituto de

Investigaciones en Microbiología y Parasitología Médica (IMPaM) de la Universidad de

Buenos Aires. Se mantuvieron en condiciones ad libitum con regímenes de 12 h

luz/oscuridad y ambiente climatizado a 20-22 °C habiendo no más de 6 animales por

hábitat. Se inició el tratamiento con EU-BNZ, NLC-BNZ, EU-VEHÍCULO,

NLC-VEHÍCULO, VEHICULO (del fármaco, solución fisiológica + 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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nanopartículas. La suspensión de BNZ 10 mg/kg/d se preparó disolviendo 30 mg de

BNZ en 100 µL de DMSO y llevando a un volumen de 30 mL con solución fisiológica

en agitación (se procedió de manera proporcional con la suspensión de BNZ 20

mg/kg/d). La formulación de nanopartículas se preparó según lo descrito en la sección

2, con modificaciones a la cantidad de lípido o polímero (6% p/v), a la cantidad de

surfactante (4,5 %p/v), y al agregado de 100 μL de DMSO debido al aumento de la

cantidad de BNZ para alcanzar en la dosis en ratones.

El tratamiento comenzó a los 5 días post-infección (dpi) (n = 5 para cada grupo de

ratones) y tuvo una duración de 5 días, administrando las dosis p.o. mediante cánula

intragástrica. Al comienzo y al final de tratamiento se realizó el seguimiento de la

infección de manera semi-cuantitativa mediante la obtención de una gota de sangre por

punción de la vena caudal lateral y su posterior observación en el microscopio óptico en

búsqueda de parásitos, leyendo 20 campos por muestra.

En los días 13, 16, 20, 23, 27, 29, 33 y 37 dpi se realizaron controles de parasitemia y

estado general de los ratones. La parasitemia se realizó obteniendo 5 μL de sangre por

punción en la vena caudal lateral, tomando la gota de sangre con tips previamente

embebidos con heparina y mezclándolos con 45 μL de solución de lisis (Cloruro de

Amonio 0,83%). Se incubó la muestra a 37 °C durante 5-10 minutos y se colocaron 10

μL en una cámara de Neubauer para el recuento de tripomastigotes bajo el microscopio

óptico. Se confeccionaron curvas de Kaplan-Meier para la evaluación de la

supervivencia. Se realizó la eutanasia por asfixia con CO2 una vez finalizado el ensayo.

El procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Inmunología y Patogénesis

Parasitarias (LIPAP) perteneciente al IMPaM bajo el protocolo titulado "Obtención y

evaluación preclínica de nanovehículos farmacéuticos para aplicación en el tratamiento

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

20. Determinación de BNZ por HPLC-UV

La cuantificación de BNZ para la determinación del EE, %, y los estudios de liberación

y de permeabilidad a través de monocapa celular se realizó utilizando un equipo de

HPLC (Gilson SAS, Francia) con detección UV. Se utilizó una columna Platinum EPS

C8 (150 mm x 4,6 mm, 5 μm, Grace™, EE. UU.). Para la cuantificación de BNZ en los

ensayos de determinación de EE, % y el porcentaje de liberación de fármaco se utilizó

una fase móvil metanol: agua ultrapura (60:40) con el agregado de una alícuota de
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solución de ácido fosfórico (0,02%) para obtener un pH final de 2,5. Se realizó una

modificación a la proporción de solventes para la cuantificación del fármaco en el

ensayo de permeabilidad, resultando en metanol: agua ultrapura (30:70) a pH 2,5 para

lograr la separación entre las impurezas de la muestra y el fármaco arrastradas por el

medio de cultivo. La curva de calibración se realizó con 6 puntos en el intervalo de

concentraciones (2,5-50 µg/mL). El sistema se operó isocráticamente a un flujo de 1,0

mL/min, y la detección del fármaco se realizó a 324 nm. El volumen de inyección fue

de 20 μL.

21. Determinación de BNZ por LC-MS/MS

La cuantificación de BNZ desde las muestras de plasma se realizó mediante

LC-MS/MS. Las muestras de plasma se mantuvieron en un baño de agua y hielo, y se

les agregó un mismo volumen de acetonitrilo frío para que precipiten las proteínas del

plasma. Se mezcló durante 10 segundos en vórtex y se dejó reposar durante 15 minutos

en el baño frío. Luego, se centrifugó a 10.000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. Se tomó

el sobrenadante y se realizó una dilución con agua/acetonitrilo (1/1), a fin de luego

pasar a inserto para la inyección en el equipo de LC-MS/MS.

El equipo utilizado fue un HPLC Waters Alliance 2695 (EE.UU.) acoplado un

espectrómetro de masas de doble cuadrupolo en tándem Premier XE (Waters Corp.) con

fuente de ionización de electrospray, operado en modo positivo (ESI+). La separación

cromatográfica fue realizada empleando una columna C18 X-SELECT™ (75 mm × 4,6

mm, 3 mm tamaño del poro. Waters Corp.) empleando un gradiente de metanol y agua

ultrapura con ácido fórmico y acetato de amonio como aditivos para la ionización. El

espectrómetro de masas fue configurado para operar en modo monitoreo de reacción

múltiple (MRM) empleando dos transiciones de masas del compuesto, una de

cuantificación y la otra de confirmación. La curva de calibración externa fue realizada

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

22. Validación del método de cuantificación de BNZ

La validación del método analítico de HPLC-UV se realizó a partir de la preparación de

3 soluciones independientes stock de BNZ. Se pesaron exactamente alrededor de 5 mg

de BNZ (pureza: >97%) por triplicado. Se colocó la masa de fármaco en un matraz
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aforado de 50 mL, se agregaron 25 mL de la mezcla metanol:agua (60:40) y se sonicó

hasta obtener una solución límpida. Luego, se completó el volumen. A partir de cada

una de esas soluciones stock se realizaron diluciones para obtener alícuotas con las

siguientes concentraciones: 2,5, 5, 10, 15, 20 y 50 μg/mL. En cuanto al método analítico

de LC-MS/MS se realizó 1 solución stock de concentración 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 evaluó la linealidad, el rango y la especificidad de los métodos analíticos empleados.

23. Análisis estadístico

La normalidad de la distribución de las variables se evaluó mediante la prueba de

normalidad de Shapiro-Wilk. Las comparaciones de las medias se realizaron mediante

análisis de varianza (ANOVA) seguido de pruebas de comparación múltiple de Tukey o

de Dunnet para la comparación contra el control del experimento. Se consideró

significancia estadística a p < 0,05.
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CARGADO CON BENZNIDAZOL

6.
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Capítulo 3

Desarrollo, caracterización y evaluación de un sistema lipídico cargado
con benznidazol

Resultados y discusión

1. Validación de los métodos de cuantificación del BNZ

El método de cuantificación por HPLC-UV obtuvo una relación lineal entre la

concentración del fármaco y la respuesta obtenida en el rango de concentraciones

ensayadas (2,5 – 50 µg/mL), con un coeficiente de determinación R2 = 0,9985. El

análisis de la varianza mostró una relación 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 evaluó mediante la medición del tiempo de

retención del BNZ, observando que ningún componente de los medios de cultivo o

impureza tuvieron un tiempo similar al del fármaco.

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 variación; SC; suma de

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

F. V SC Gl CM F p-valor
Concentración 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 cuantificación por LC-MS/MS, la relación entre la concentración y la

respuesta fue lineal en el rango de concentraciones ensayadas (0,5–50 ng/mL), con un

coeficiente de determinación R2 = 0,9988. El análisis de la varianza mostró una relación

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 variación; SC; suma de cuadrados; gl; grados de

libertad; CM: cuadrados medios.

F. V SC Gl CM F p-valor
Concentración 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. Formulación y caracterización fisicoquímica de NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO

La formulación de nanopartículas fue preparada por el método de ultrasonicación,

resultando en una dispersión coloidal de aspecto blanquecino, homogénea y estable, sin

evidencia de precipitado. La etapa de fundido del lípido y agregado del fármaco resultó

en una suspensión de fármaco en la fase oleosa. El agregado del lípido líquido

GTCC-LQ se realizó para generar un rearreglo de la estructura cristalina de la

arquitectura lipídica, lo cual por un lado, comparando con un sistema de SLN, aumenta

la eficiencia de carga y la estabilidad en estantería, resultando en un nanosistema del

tipo de NLC (1).

La EE, % de NLC-BNZ fue del 81,1 ± 2,1 % y la carga teórica de fármaco en el lípido

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

involucró diferentes tipos de nanopartículas y BNZ, incluyendo NLC y SLN, con un

método de obtención similar al que se realizó en este trabajo.

Seguidamente, la formulación NLC-BNZ se observó al TEM para confirmar la

presencia de nanopartículas, su morfología esférica y una distribución homogénea de

tamaños (Figura 3.1). Se observó un tapiz de nanopartículas con una distribución de

tamaños hasta los 200 nm.
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Figura 3.1. Imágenes de NLC-BNZ obtenidas por TEM.

El diámetro hidrodinámico de las nanopartículas, 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 tamaño significativas entre las nanopartículas con o sin carga

de fármaco), y con una distribución de tamaños moderada, como lo indicó un PdI de

0,202 ± 0,009. Respecto al PdI, para formulaciones lipídicas se consideran que valores

≤ 0,3 denotan formulaciones con una distribución homogénea para aplicaciones

biológicas (3-6). A la par, se realizó un análisis de las imágenes mediante el software

ImageJ (7) estimando un tamaño de partícula de 150 ± 13 nm, resultado notablemente

similar al obtenido mediante DLS.

El ζ se midió mediante anemometría de Doppler obteniendo valores de -14,08 ± 2,25

mV. En las formulaciones lipídicas, el valor ligeramente negativo de ζ generalmente

suele estar dado por el surfactante utilizado, aunque también puede ser resultado de otro

componente de la formulación como el lípido o solventes remanentes del proceso de

elaboración (8). En este caso, la mayoría de los componentes son neutros a pH

fisiológico ya que son compuestos químicos con enlaces del tipo éster (lípido) y/o éter

(poloxámero), y la formulación presentó un valor levemente negativo como otras

obtenidas a partir de materias primas similares (9,10).

Pasando a los ensayos de degradación térmica, en primer lugar, se realizaron análisis de

DSC y TGA para determinar la estabilidad térmica y los procesos de

fusión/recristalización de los componentes luego de la encapsulación del fármaco. En la

Figura 3.2 se muestran termogramas de DSC, mientras que la temperatura de fusión, la

entalpía de fusión y el índice de cristalinidad se presentan en la Tabla 3.3.
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El termograma de BNZ mostró un pico endotérmico en su punto de fusión (191,2 °C)

(11). La formulación mostró dos picos endotérmicos en el rango de 40–50 °C, que

coinciden con los puntos de fusión del lípido y del tensioactivo, como se constató en

bibliografía (12, 13). Esto sugiere que no ocurren otros cambios endotérmicos en los

componentes de la formulación o durante el proceso de sonicación (que aporta al

sistema una cantidad considerable de energía). El pico de transición de fase de BNZ no

apareció en el termograma de la formulación, lo que sugiere que el BNZ está disperso

dentro de la matriz lipídica (14). En correlación con el menor valor de entalpía de

fusión, el valor de IC, % de las nanopartículas fue menor que el del MM puro. Las

moléculas de lípido podrían encontrarse menos ordenadas en las nanopartículas en

comparación con el material puro, debido a la incorporación del fármaco y el

tensioactivo. Por esa razón, podrían requerir una menor cantidad de energía para

fundirse en comparación con la sustancia cristalina pura (15).

Figura 3.2. Termogramas de BNZ, MM, P188, NLC- VEHÍCULO y NLC-BNZ.
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Tabla 3.3. Propiedades térmicas de BNZ, MM, P188 y las formulaciones (NLC-

VEHÍCULO y NLC-BNZ). Tf: temperatura de fusión. ΔHf: entalpía de fusion. IC %:

índice de cristalinidad.

MUESTRA Tf (℃) ΔHf (J/g) IC %
BNZ 191,2 142,3 100
MM 42,9 239,4 100
P188 54,2 148,8 100

NLC- VEHÍCULO 41,4 – 51,7 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

degradación térmica, mientras que NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO presentaron dos

eventos (Figura 3.3). El proceso de pérdida de peso del lípido comenzó a 180 °C y

finalizó a 320 °C. El termograma del P188 mostró un proceso de descomposición que

comenzó a 300 °C y culminó a 410 °C, y la mayor proporción de degradación de BNZ

ocurrió en el rango de 190–300 °C. Considerando estos procesos, el comportamiento

térmico de las nanopartículas podría atribuirse, en primer lugar, a la degradación del

lípido y luego a la pérdida de peso del surfactante.

Figura 3.3. Termogramas de BNZ, MM, P188, NLC-VEHÍCULO Y NLC-BNZ.
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A modo complementario, se utilizó la técnica de espectroscopía infrarroja por

ATR-FTIR para analizar la composición superficial de las nanopartículas y determinar

las posibles interacciones entre los componentes de la formulación (Figura 3.4). El

espectro de BNZ presentó sus picos característicos a 3.264 cm−1 (correspondiente al

N–H en el enlace amida secundaria), 1.652 cm−1 (C=O en la amida), 1.523–1.400 cm−1

(rango de flexión del N–H en la amida; 1.500–1.400 cm−1 es también el rango de

absorción del C=C en el grupo bencilo), 1.357 cm−1 (vibración simétrica de R–NO2), y

1.141 cm−1 (C–N en el anillo imidazol) (16). El MM mostró picos a 2.913 y 2.848 cm−1

(correspondientes al C–H de alcano), 1.731–1.184 cm−1 (rango de estiramiento del C=O

y C–O de los grupos éster). El pico a 1.467 cm−1 se asoció con las vibraciones

deformantes del C–H de alcanos (17). Los picos característicos del P188 se observaron

a 3.600 cm−1 (estiramiento del O–H), un pico intenso en 2.873 cm−1 (correspondiente al

estiramiento del C–H de alcanos), otro pico intenso en 1.105 cm−1 (estiramiento

simétrico del C–O–C), y un rango característico en 964–833 cm−1 (estiramientos

asimétricos y simétricos del C–C–O) (18). El espectro de NLC-BNZ mostró picos

característicos del MM y P188 (superposición de los picos más intensos en la región de

3.000 cm−1 – 2.910 cm−1, 2.883 cm−1 y 2.854 cm−1– debido a la presencia del lípido y el

tensioactivo). En contraste, el espectro no mostró picos que pudieran estar relacionados

con BNZ, lo que sugiere que las moléculas del fármaco se hallan dispersas en la matriz

lipídica y no en la superficie de las nanopartículas.
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Figura 3.4. Espectros infrarrojos de BNZ, MM, P188, NLC-VEHÍCULO Y NLC-BNZ.

Adicionalmente, se realizó un análisis estructural seleccionando diferentes regiones

angulares de los patrones SAXS y WAXS. Los patrones de WAXS (Figura 3.5)

mostraron contribuciones en los picos de difracción de BNZ, MM y NLC. La

formulación mostró contribuciones tanto del MM aislado como de picos adicionales de

Bragg a 19,1° y 23,3° correspondientes al copolímero. Esto indica que hubo segregación

de fases, formando muy probablemente una estructura de núcleo-cáscara con la fase

lipídica en el interior y la parte hidrofílica del copolímero 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 Å, correspondientes a una familia del polimorfo β’

(19) y no se modificaron después de la síntesis de las NLC o la adición de BNZ.

Además, no hubo contribuciones de la fase cristalina de BNZ dentro de las NLC,

probablemente debido a su pequeña cantidad relativa o a su disolución dentro de las

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

Los picos de difracción de Bragg de largo período para el MM se pudieron observar en

los patrones de SAXS en el rango q entre 0,15 y 0,2 Å−1 (Figura 3.6).

Figura 3.6. Patrones SAXS para muestras con MM en su composición.
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El MM puro confirmó la presencia de un polimorfo β’ con un período de espaciamiento

d de 3,99 (001) y 3,47 nm (002), mientras que en las NLC solo permaneció el pico de

espaciamiento d de 3,47 nm. Además, en los sistemas NLC, el pico de Bragg principal

fue más ancho, lo que atribuimos a un efecto de cristalización de tamaño nanométrico

donde los tamaños medios de cristalito estimados fueron de 94 ± 5 nm y 101 ± 5 nm

para NLC-VEHÍCULO y NLC-BNZ, respectivamente, utilizando la aproximación 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

inclusión de BNZ en la formulación. A ángulos más pequeños, el copolímero en la

superficie exhibió una estructura tipo lamelar (20).

En la Figura 3.7 se presenta el gráfico de Lorentz/Kratky (q²I vs q), donde los picos de

NLC y NLC-BNZ permanecieron en la misma posición, independientemente de la

presencia de la carga de BNZ. La función de correlación lineal se obtuvo utilizando la

siguiente transformación (21, 22):

Eq. 3.1𝐾(𝑧) =  0

∞

∫𝐼
𝑛𝑜𝑟𝑚

(𝑞)𝑞²𝑐𝑜𝑠(𝑞𝑧)𝑑𝑞

0

∞

∫𝐼
𝑛𝑜𝑟𝑚

(𝑞)𝑞²𝑑𝑞

donde Inorm es la intensidad normalizada después de eliminar la contribución del MM:

Inorm = INLC(q) - Ibackground - c(IMM(q) - Ibackground), siendo INLC la

contribución a la intensidad por parte de la formulación, Ibackground la señal ruido del

sistema y c una constante o proporcionalidad ponderada entre las fases. A partir de esta

transformación, el período lamelar obtenido del primer máximo de la oscilación fue de

12,6 nm para ambos sistemas (Figura 3.7). Se desprende que BNZ es una molécula

lipofílica que no modificó la estructura del surfactante. Por lo tanto, es probable que el

fármaco se disuelva en el núcleo de la nanopartícula lipídica.
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Figura 3.7. Gráfico de Lorentz/Kratky para los patrones de SAXS de

NLC-VEHÍCULO (línea continua) y NLC-BNZ (línea discontinua). El recuadro

corresponde a la transformación de correlación lineal para sistemas lamelares.

3. Ensayos de liberación y estabilidad fisicoquímica

El resultado de los experimentos de liberación de BNZ desde las nanopartículas, en

primer lugar, mostró un 78% del fármaco libre disuelto en los primeros 15 minutos del

experimento (Figura 3.8). En contraste, durante los primeros 15 minutos solamente

alrededor del 12% del fármaco fue liberado de la formulación.

Respecto del BNZ en la formulación, se observó una liberación inicial rápida, seguida

de una liberación lenta. Esta observación podría explicarse, en parte, considerando la

presencia de moléculas de fármaco libre en la formulación (20% de la carga inicial de

fármaco) y, por otra lado, por la presencia de moléculas de fármaco ubicadas cerca de la

superficie de las nanopartículas, siendo moléculas que difunden rápidamente fuera del

vehículo. La síntesis de nanopartículas haría que el BNZ, de naturaleza lipofílica, se

reparta preferentemente hacia la fase lipídica; sin embargo, durante la sonicación, el

aumento de la temperatura también aumentaría la disolución en la fase acuosa. Las

moléculas repartidas en el lípido pasan a forman parte del núcleo sólido (o se ubican en

las imperfecciones que en la matriz sólida produce el lípido líquido) a medida que la
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formulación se enfría a temperatura ambiente, y las moléculas que quedaron en la fase

acuosa intentarán repartirse hacia el lípido para establecer el reparto asociado a una

menor temperatura. En el intento de repartirse nuevamente en el lípido, permanecerían

concentradas en los bordes de las nanopartículas, lo que explicaría la liberación inicial

más rápida.

Figura 3.8. Perfil de liberación in vitro de BNZ y NLC-BNZ.

Por otra parte, el aumento paulatino de la concentración de fármaco en el medio de

liberación observado después de la etapa inicial podría atribuirse a la liberación gradual

de moléculas de fármaco desde el interior de las nanopartículas, donde se encuentra

principalmente el fármaco según los resultados de las técnicas de caracterización

fisicoquímica. Si bien la temperatura de fusión del lípido se encuentra en el rango 36-40

°C, no se observó una completa disolución del mismo dentro de la bolsa de diálisis

manteniéndose el color blanquecino de la formulación durante todo el experimento. Tal

vez por este motivo no se alcanzó un 100% en la liberación del fármaco, ya que al ser el

BNZ un fármaco liposoluble se mantendría en contacto con la fase lipídica. Aun así, y
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aunque esta formulación posee una carga de fármaco relativamente baja, es notable que

la liberación acumulada máxima de fármaco es mayor que la observada para sistemas

similares previamente reportados (2). Podría ser de interés alcanzar una liberación

gradual del BNZ desde las nanopartículas, ya que de este modo se podrían evitar

concentraciones plasmáticas por encima del rango terapéutico inmediatamente luego de

la administración de una dosis alta, lo cual conllevaría a posibles efectos adversos

dependientes de la concentración. Así mismo, tal vez sería posible mantener los niveles

de fármaco dentro del rango terapéutico durante un mayor intervalo de tiempo entre

dosis sucesivas.

Los datos de liberación in vitro se ajustaron a diferentes modelos matemáticos (Tabla

3.4). El modelo que mejor ajustó los datos fue el modelo de Korsmeyer-Peppas seguido

de un modelo de liberación de primer orden. La elección del mejor ajuste se basó en

maximizar el coeficiente de determinación (R2/R2-ajustado) y en minimizar el error

medio cuadrado (EMC) y el criterio de información de Akaike (AIC). Se busca

minimizar este parámetro a fin de poder elegir un modelo que prediga de la manera más

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 utilizó

inicialmente para describir la liberación de fármacos en sistemas poliméricos donde los

dos mecanismos de liberación predominantes son la relajación de las cadenas

poliméricas y la difusión. En este modelo (Eq. 3.2), Mt/M∞ es la fracción disuelta, K es

una constante que incorpora información estructural y geométrica, y el exponente n es el

exponente de difusión o transporte, que proporciona información sobre el mecanismo de

liberación.

Tabla 3.4. Medidas de bondad de ajuste de los modelos matemáticos de liberación de

fármaco desde NLC-BNZ.

Modelo R2 R2-ajustado EMC AIC
Primer órden 0,97 0,97 14 22
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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Eq 3.2
𝑀

(𝑡−𝑙𝑎𝑔)

𝑀
∞

= 𝐾 𝑡𝑛

Sin embargo, este modelo también puede ser entendido como una generalización para

describir dos mecanismos simultáneos de liberación de fármacos desde un vehículo

farmacéutico (23). El mecanismo que predomina en la liberación puede inferirse a

través del valor del exponente de liberación n. Para sistemas esféricos, n tomará un

valor de 0,43 para la liberación de fármacos gobernada por procesos difusionales; un

valor de 1 para la liberación de orden cero y valores intermedios para un

comportamiento intermedio, a menudo considerado como transporte anómalo. En

nuestro caso, el valor estimado de n fue de 0,56, lo que sugiere mecanismos mixtos de

liberación con una fuerte contribución de la difusión desde la matriz lipídica. Dado que

en nuestro caso no hay relajación de polímero involucrada, se puede hipotetizar que el

ya descrito efecto de liberación rápida podría estar afectando ligeramente la cinética

global del proceso (24), o debido a la fusión parcial del componente lipídico

mayoritario del nanovehículo a la temperatura a la que se realiza el estudio de

disolución. Está misma descripción ha sido utilizada anteriormente para describir la

liberación de fármacos desde formulaciones lipídicas similares (25-27).

En lo que respecta a la determinación de la estabilidad fisicoquímica, el diámetro

hidrodinámico medio de partícula, PdI, ζ y EE, % fueron seleccionados como

parámetros para el seguimiento de la estabilidad física de la dispersión de

nanopartículas durante seis meses bajo las condiciones de almacenamiento

seleccionadas (almacenamiento en viales de vidrio, refrigeración a 4 °C y protección de

la luz) (Figura 3.9). Siguiendo los antecedentes para formulaciones de SLN, podría ser

posible que este tipo de dispersiones permanezcan estables bajo las condiciones de

almacenamiento anteriormente mencionadas durante al menos tres años (28).

En particular, nuestra formulación podría almacenarse a 4 °C durante al menos seis

meses. Los valores medios de PdI y EE, % permanecieron inalterados durante todo el

período de almacenamiento ensayado. En relación al ζ, su disminución parece no haber

afectado la estabilidad de las nanopartículas. Esto se refleja en el tamaño de las mismas,

que si bien mostró una tendencia a aumentar ligeramente, no evidenció diferencias

estadìsticamente significativas respecto a los valores iniciales a los cuatro, cinco y seis

meses de almacenamiento.

Las cargas superficiales necesarias para lograr una buena dispersión de nanopartículas

estabilizadas por repulsión electrostática están alrededor de ±30 mV (29). El valor
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promedio de ζ de nuestra formulación fue -14,08 ± 2,25 mV. Aunque este valor no es

óptimo para la estabilización por repulsión electrostática, de todas maneras cuenta con

un aspecto positivo, ya que valores de ζ altamente negativos pueden impedir la

captación celular (30, 31). Por otro lado, se observó que las formulaciones

permanecieron estables sin precipitación después de 6 meses. Esto sugiere que, en este

caso, la estabilización no se logra únicamente mediante la carga superficial, sino

también por la repulsión estérica después de agregar un tensioactivo no iónico (32).
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Figura 3.9. Seguimiento de parámetros relevantes de la formulación durante 6 meses a fin de testear su estabilidad en determinadas condiciones

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

estándar (n=3).
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4. Citotoxicidad y actividad hemolítica

Se realizó el ensayo de citotoxicidad utilizando los métodos de sal de MTT y marcación

celular con IP. Se utilizaron las líneas celulares CHO, Caco-2 y Vero.

Primeramente, se ensayó el BNZ en las células CHO en un rango de concentraciones

hasta cuarenta y ocho veces superior a la EC50 del fármaco (alrededor de 10 µM) en

ensayos in vitro frente a tripomastigotes K98 y casi veintiún veces superior a la

concentración mínima tóxica (23 µM) del intervalo terapéutico del fármaco en pacientes

(33), para asegurar una falta de toxicidad dependiente de la concentración.

El resultado de este ensayo mostró que la viabilidad de las células CHO se vio afectada

por la concentración de BNZ de una manera dependiente de la dosis (Figura 3.10),

observándose diferencias significativas entre el control negativo y los tratamientos con

BNZ a partir de la concentración de 120 µM. Para esa concentración, la viabilidad

celular fue del 80,6% mientras que para las concentraciones 240 y 480 µM fueron 77,2

y 53,9%, respectivamente. La guía para la evaluación de dispositivos médicos de la

Organización Internacional de Estandarización (ISO) establece que la disminución en

un 30% de la viabilidad celular frente al control negativo se considera como un efecto

citotóxico (34). Por lo tanto, según la guía, la concentración de BNZ 480 µM es tóxica

para las células. En contraste, el porcentaje de viabilidad celular para NLC-VEHÍCULO

o NLC-BNZ en todas las concentraciones ensayadas resultó en valores que no difirieron

significativamente del control negativo, lo que sugeriría la falta de efecto citotóxico. La

ausencia de toxicidad en comparación con el fármaco libre podría atribuirse al perfil de

liberación de BNZ desde las NLC, exponiendo a las células a concentraciones libres de

BNZ menores durante las primeras etapas de la división celular. Este es un resultado

interesante, ya que los efectos tóxicos del BNZ son una de las principales causas de

interrupción del tratamiento en la clínica (35).

Se utilizó el mismo procedimiento de reducción de MTT para evaluar la toxicidad de las

formulaciones y el fármaco libre en la línea celular Caco-2 (Figura 3.11). El porcentaje

de viabilidad celular de nanopartículas y fármaco libre no se vio afectado

significativamente respecto al control a las concentraciones ensayadas, remarcando la

falta de un efecto citotóxico. 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 adición de un solvente orgánico (en nuestro caso

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

habría interferencia del fármaco ni de las nanopartículas en el ensayo.

Figura 3.10. Ensayo de citotoxicidad en la línea celular CHO luego de ser tratadas con

BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO. Se realizó la prueba de Dunnet para determinar

diferencias significativas respecto al grupo control (* p<0,05, ** p<0,01). Se informa el

promedio y el desvío estándar (n=3).
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Figura 3.11. Ensayo de citotoxicidad en la línea celular Caco-2 luego del tratamiento

con NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO. Se informa el promedio y el desvío estándar (n=3).

Por otro lado, la citotoxicidad se evaluó en la línea celular Vero mediante citometría de

flujo, donde se midió el porcentaje de células muertas permeables al IP, una agente de

tinción que interacciona con ácidos nucleicos (Figura 3.12). El resultado observado fue

que ninguno de los tratamientos disminuyó significativamente la viabilidad en las

células Vero respecto al control negativo.

Si bien sería interesante ensayar concentraciones más altas de los tratamientos en las

líneas celulares Caco-2 y Vero (para realizar una comparación con lo observado en

CHO), el indicio de la falta de toxicidad por parte de NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO

aporta un dato valioso, teniendo en cuenta las concentraciones efectivas totales del

fármaco observadas en pacientes bajo tratamiento (11-23 µM), y que la fracción unida a

proteínas plasmáticas para BNZ ronda el 50%, debido a lo cual las concentraciones

plasmáticas libres y las concentraciones tisulares libres serán incluso menores.
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Figura 3.12. Ensayo de citotoxicidad en la línea celular Vero luego del tratamiento con

BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO. Se informa el promedio y el desvío estándar

(n=2).

Dado que es común administrar formulaciones de nanopartículas por vía parenteral, es

de interés estudiar la toxicidad potencial de las nanopartículas en las células sanguíneas.

Se encontró que la mayoría de los artículos publicados evaluaron la hemólisis de las

nanopartículas después de 2, 3 o 5 h de incubación (36-38). Los métodos estándar para

probar la actividad hemolítica de las nanopartículas (ISO/TR 7406 o ASTM E2524-08)

establecen que los biomateriales que inducen una relación hemolítica crítica de < 5%

pueden considerarse seguros para aplicaciones biológicas (39). En nuestro caso, no se

observaron efectos hemolíticos para BNZ, NLC-VEHÍCULO y NLC-BNZ a diferentes

concentraciones después de 3 y 24 horas de incubación (no mostrado). Sin embargo, se

observó cierta actividad hemolítica para NLC-VEHÍCULO y NLC-BNZ después de 48

horas de incubación (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Actividad hemolítica luego de 48 horas de incubación con los

tratamientos. Se realizó la comparación de las medias mediante el test de Tukey (*

p<0,05) y la comparación con el control positivo o negativo mediante el test de Dunnet

(* p<0,05, *** p<0,001). No se marcan en el gráfico las diferencias con el control

negativo. CP (+): Tritón X-100 (10%). CN (-): solución salina. Se informa el promedio

y el desvío estándar (n=2).

Todas los promedios de los tratamientos fueron estadísticamente diferentes respecto al

control positivo. La comparación con el control negativo estableció diferencias

significativas con NLC-BNZ (5 y 50 µg/mL) y NLC-VEHÍCULO (en una

concentración lipídica equivalente a la usada para vehiculizar 5 y 50 µg/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: solución fisiológica).

Tratamiento (concentración en µg/mL o
equivalente en NLC-VEHÍCULO)

HA, % promedio
(desvío estándar)

NLC-BNZ (5) 0,22 (0,030)
NLC-BNZ (50) 4,80 (0,020)

NLC-VEHÍCULO (5) 0,19 (0,034)
NLC-VEHÍCULO (50) 2,25 (0,033)

CN 0,0024 (0,003)

Si bien estos tratamientos presentaron diferencias significativas frente al control

negativo, aún el tratamiento con mayor porcentaje de hemólisis (NLC-BNZ con un

4,8% de HA, %), es aceptable según lo establecido por la normativa. La actividad

hemolítica podría ser causada por varias razones, incluidos el envejecimiento de la

muestra de sangre después de 48 horas de incubación con la liberación 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 concentración 50

µg/mL y el equivalente de dosis lipídica de NLC-VEHÍCULO (4,80% frente a 2,25%),

podrían explicarse por efecto supra-aditivo sobre los eritrocitos del fármaco libre y el

vehículo. Este efecto no se observó para una concentración de 5 µg/mL, sin diferencias

significativas entre los tratamientos, es decir, a menor concentración del fármaco no se

logró evidenciar el efecto aditivo entre el vehículo y BNZ.

Un régimen de dosificación de BNZ que mostró disminución de efectos adversos en

pacientes fue de 2,5 mg/kg/d (41). Para una persona de 70 kg se administraría una dosis

de 175 mg. A partir de datos farmacocinéticos poblacionales se obtuvo que la constante

de absorción, el aclaramiento y el volumen de distribución del fármaco tienen valores de

1,15 h-1, 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 parámetros

farmacocinéticos se calculó la concentración plasmática media y máxima en estado

estacionario siendo 4,21 y 5,06 µg/mL, respectivamente. En nuestro experimento, con

una concentración similar a la concentración máxima en estado estacionario estimada

para un paciente (5 µg/mL) se observó, luego de tres horas de incubación, un porcentaje

muy bajo de hemólisis de la formulación, lo que sumaría evidencia a la
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hemocompatibilidad de las formulaciones. Por último, considerando que la posología

recomendada actualmente es de 5-8 mg/kg repartido en dos dosis diarias (42), para el

mismo paciente de 70 kg, administrando la dosis máxima (4 mg/kg/12h), los valores de

concentración plasmática media y máxima en estado estacionario serían 13,49 y 14,69

µg/mL. Estos valores están por debajo del valor de concentración de BNZ en el que la

formulación mostró el porcentaje más alto de hemólisis (50 µg/mL). Por lo tanto, aún a

la máxima dosis recomendada de BNZ, la administración en NLC sería

hemocompatible.

Serían necesarios más estudios para investigar el efecto de la composición o tamaño de

estas nanopartículas después de una exposición a largo plazo a muestras de sangre como

se describió para otros tipos de nanopartículas (38), así como, por ejemplo, otros efectos

como la repercusión sobre el proceso de coagulación. Finalmente, nuestros resultados

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

5. Actividad tripanocida in vitro

Se realizó la incubación de las formulaciones y el fármaco libre junto a suspensiones de

tripomastigotes K98 de T. cruzi. Como se muestra en la Figura 3.14, el BNZ libre

mostró un efecto dependiente de la dosis frente a los tripomastigotes, mientras que las

NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO también exhibieron un comportamiento dosis-respuesta

a pesar de la variabilidad comparativamente grande entre las réplicas.

La EC50 estimada para BNZ fue de 6,072 μM (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 EC50 de NLC-BNZ fue 5,726 μM (IC95%:

4,178-11,190) sin diferencia significativa con respecto a BNZ.

Se observó que a la concentración 10 μM de NLC-BNZ el porcentaje de viabilidad de

tripomastigotes fue 0%. Una observación similar pudo hacerse para las nanopartículas

vacías equivalentes a las que suministrarían esa concentración de BNZ en el volumen

ensayado, lo que sugiere que la formulación en sí misma posee toxicidad intrínseca

sobre los tripomastigotes de T. cruzi. La identificación del componente con posible

actividad tripanocida se realizó ensayando individualmente a los constituyentes de la

formulación frente a una suspensión de tripomastigotes, demostrando que la suspensión

de MM tiene un efecto negativo sobre la viabilidad del parásito mientras que la

suspensión de GTCC-LQ y la solución de P188 no tuvieron actividad tripanocida
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intrínseca (Figura 3.16, Ver Material Suplementario. Figuras S1 y S2). Esto podría

implicar que el MM no puede considerarse, en nuestro caso, como un componente

farmacológicamente inerte en la formulación (excipiente). En cambio, debería

considerarse como un ingrediente farmacéutico activo en base a sus efectos intrínsecos

contra T. cruzi.

Figura 3.14. Efecto dosis-respuesta de BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO sobre los

tripomastigotes de T. cruzi. Se realizó 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 desvío estándar (n=4)

A primera vista, no parece observarse efecto aditivo o supra-aditivo entre el MM y el

BNZ. Sin embargo, debe tenerse en cuenta lo que previamente se observó en el ensayo

de liberación in vitro. El porcentaje acumulado de BNZ a las 24 horas fue menor al

100%, es decir, ni siquiera a las 24 horas la formulación habría liberado la totalidad de

las moléculas de fármaco que contiene, en tanto para el tratamiento con fármaco libre la
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Figura 3.15. EC50 para BNZ y NLC-BNZ. La viabilidad de tripomastigotes (%) se

expresa en relación al control con DMSO (1%). Los puntos corresponden al promedio y

el desvío estándar (n=4).

Figura 3.16. Porcentaje de viabilidad de tripomastigotes frente a concentraciones de la

suspensión de MM. La concentración se expresó como masa de MM por volumen de

suspensión.

totalidad de las moléculas se encuentran en solución, libres, desde el momento 0 de la

incubación. Por lo tanto, la similitud de efecto entre BNZ y NLC-BNZ, reflejada en la
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falta de diferencia estadística en las EC50s correspondientes, estaría indicando que en

realidad si existe efecto aditivo a sinérgico, compensando la menor cantidad de

moléculas de fármaco libre con la actividad intrínseca del vehículo.

Las curvas dosis-respuesta de BNZ, NLC-VEHÍCULO y NLC-BNZ sobre los

amastigotes de T. cruzi también fueron evaluadas (Figura 3.17), y se calcularon las

correspondientes EC50 (Figura 3.18). El BNZ y NLC-BNZ presentaron inhibición del

crecimiento intracelular de los parásitos incluso a la concentración más baja ensayada,

sin observarse diferencias significativas entre los tratamientos de fármaco libre y

nanopartículas cargadas. Los valores de EC50 del BNZ y las NLC-BNZ fueron de 3,151

(IC95%: 2,004-5,056) y 3,330 μM (IC 95%: 2,322-6,612), respectivamente, estando en

concordancia con valores reportados para parásitos de la misma DTU (42, 46).

Figura 3.17. Efecto dosis-respuesta de BNZ, NLC-BNZ y NLC-VEHÍCULO sobre

los amastigotes de T. cruzi. Se realizó la prueba de Dunnet para identificar

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

En comparación con los valores de EC50 para tripomastigotes in vitro (6,072 μM versus

3,151 μM), si bien no hay diferencias significativas entre los valores, en amastigotes se
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postula una tendencia hacia un menor valor de EC50 por una expresión diferencial o

mayor actividad, en comparación a tripomastigotes, de la nitroreductasa que metaboliza

al BNZ generando un metabolito tóxico para el parásito (46).

Además, y en concordancia con el ensayo tripanocida in vitro para tripomastigotes,

NLC-VEHÍCULO mostró actividad tripanocida intrínseca en amastigotes a

concentraciones de nanopartículas vacías equivalentes a las que suministrarían la misma

concentración de BNZ (Figura 3.17). Mientras el equivalente a 10 µM de NLC-BNZ de

las nanopartículas vacías resultó en una viabilidad del 0% de tripomastigotes, no se

observó el mismo fenómeno en amastigotes (viabilidad de amastigotes a 10 µM de

NLC-VEHÍCULO = 65%). Tal vez halla relación entre este resultado y el hecho que en

tripomastigotes la formulación está en contacto directo con las células parasitarias

mientras que en el ensayo con amastigotes las nanopartículas tendrían que internalizarse

en la célula hospedadora primeramente, un proceso que supone más tiempo y superar

más obstáculos para acceder al interior celular. Otra hipótesis es que la expresión del

blanco o el mecanismo que se verían afectados por la adición de MM tengan una

expresión diferencial en amastigotes, o que el efecto sobre tripomastigotes tenga una

componente netamente osmótica.

Figura 3.18. EC50 para BNZ y NLC-BNZ. La viabilidad de amastigotes (%) se expresa

en relación al control con DMSO (1%). Se informa como el promedio de los datos y el

desvío estándar (n=3).

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

mostrando una viabilidad reducida dependiente de la concentración (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 adjudicaría la disminución en el porcentaje de viabilidad de los

amastigotes al efecto del lípido sobre el parásito, 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 suspensión de MM es menor en comparación

con NLC-VEHÍCULO a un mismo nivel de exposición. Esto tal vez suceda debido a

que las células de mamífero tienen diferentes y más variadas vías para captar lípidos,

por lo que estaría optimizada la entrada del MM a la célula en lugar de las

nanopartículas. Por otro lado, si MM y NLC-VEHÍCULOS estuvieran semifundidos a

37 °C, en principio, la suspensión de MM se disolvería más rápidamente que las

nanopartículas (47), por lo que igualmente estaría favorecida la entrada a la célula del

lípido.

Figura 3.19. Porcentaje de viabilidad de amastigotes frente a concentraciones crecientes

de la suspensión de MM. Se realizó 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 EC50 contra amastigotes de 17,6 μM. La mayor eficacia de nuestro sistema
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podría tener múltiples explicaciones no excluyentes: una mayor velocidad de liberación

de fármaco y/o la actividad intrínseca del MM, que se suma a la del BNZ. En el artículo

mencionado (2) se trabajó con una cepa diferente de T. cruzi, la cepa CL-Brener

perteneciente a una DTU distinta en comparación con la cepa empleada en esta tesis

(CL-Brener pertenece a la DTU VI y la cepa que utilizamos aquí es la K98, DTU I). Las

cepas pertenecientes a una DTU VI son más sensibles al BNZ (48) por lo que

podríamos adjudicar la eficacia de nuestro sistemas a las hipótesis antes mencionadas.

Figura 3.20. Porcentaje de muerte celular mediante la marcación con IP de células Vero

incubadas con concentraciones creciente de una emulsión de MM.

Un estudio previo (49) realizado sobre Leishmania major, un parásito del género

protozoo, familia Trypanosomatidae y orden Kinetoplastida (al igual que T. cruzi)

reveló una reducción en la viabilidad de amastigotes luego de la incubación con

nanopartículas compuestas de cetil palmitato, un éster de ácidos grasos similar al MM

(con residuos alquílicos de 15 y 16 carbonos en su estructura, en lugar de 14). Los

autores hallaron una reducción en la viabilidad de amastigotes luego de la incubación

con los nanovehículos vacíos, sintetizados con un método idéntico al empleado por

nosotros pero con distinto porcentaje de lípido 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 concentración de surfactante. Sin

embargo, a la luz de nuestros resultados sería interesante una revisión de esa conclusión,

ya que en las concentraciones de trabajo no observamos efecto intrínseco del surfactante

aislado (Ver Material Suplementario FS2). Desafortunadamente, aunque los autores

también sintetizaron nanopartículas a partir de MM no las evaluaron in vitro frente a

amastigotes por declarar una falta de estabilidad de estantería de la formulación.

Varios autores han propuesto que los lípidos pueden tener efectos antiprotozoarios. Se

ha evidenciado la toxicidad de los lípidos de la leche humana en Giardia lamblia (50)

por acción de la liberación de ácidos grasos que perturban la estructura de la membrana

del parásito incrementando la fluidez de la esta o interaccionanando con proteínas del

citoesqueleto. En Toxoplasma gondii (51) la exposición a altas concentraciones (0,4

mM) de ácido oleico ocasiona la acumulación tóxica en cúmulos lipídicos que irrumpen

con la viabilidad del parásito. En parásitos los ácidos grasos pueden afectar las

membranas por diferentes mecanismos, por ejemplo, la incorporación a la bicapa

lipídica o la integración a fosfolípidos, como sucede en Plasmodium falciparum y

Leishmania (52-57). Un estudio muy interesante reportado en Nature en 2023 (58)

expuso los efectos de la lipólisis sobre T. brucei y la toxicidad de los ácidos grasos

liberados por los adipocitos sobre el parásito. T. brucei infecta tejido adiposo y

encuentra allí un nicho para su replicación (58). Los autores describen el proceso de

lipólisis en ratones C57BL/6J inducido por la misma infección con el parásito, y

comprobaron que ratones genéticamente deficientes en una lipasa específica expresada

en adipocitos tuvieron una menor pérdida de tejido adiposo, una carga parasitaria mayor

y una menor tasa de supervivencia en comparación con ratones que sí expresaban el gen

de la lipasa. Se probó que una concentración de 1,18 mM de ácido linoleico disminuyó

la viabilidad de los parásitos un 80%, por lo que se propuso que el proceso de lipólisis

protegió a ratones de la infección por el parásito. Si bien no se ha encontrado en

bibliografía el estudio de la lipólisis de adipocitos sobre T. cruzi, y aunque la

concentración mínima de MM que tiene efecto en nuestra formulación es 0,23 mM,

sería interesante estudiar la sensibilidad de cepas de distintas DTU a una batería de

ácidos grasos.

Acercándonos a nuestro trabajo, se reportó sensibilidad en T. cruzi a ácidos grasos

saturados de 19, 20, 21 y 22 carbonos aislados de una bacteria marina brasileña (59).

Los autores observaron morfologías aberrantes en los tripomastigotes expuestos a tales
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ácidos grasos (EC5= 65 µM) y lo adjudicaron a un aumento de la permeabilidad de la

membrana. Otros autores reportaron que ácidos grasos acetilénicos aislados de la planta

Porcelia macrocarpa también perturban la membrana de T. cruzi (las EC50s estuvieron

en el rango 27-60 µM) (60). Como no se ha encontrado en bibliografía evidencia del

efecto de los ésteres de ácidos grasos ni del ácido mirístico en T. cruzi sería muy

interesante evaluar los efectos sobre la membrana mediante técnicas microscópicas.

Recientemente se publicó un trabajo (61) en el cual prepararon NLC a partir de

behenato de glicerol, un compuesto químico proveniente del enlace éster entre el ácido

behenato (21 carbonos) y el glicerol. La proporción de fase lipídica y fármaco fue

similar a la nuestra y la evaluación de la formulación en epimastigotes de la cepa

Colombiana (DTU I) no mostró actividad de las nanopartículas vacías. Esto sugeriría

que el efecto tripanocida sería específico de determinados lípidos o ácidos grasos o que

distintos estadios del parásito y/o distintas cepas podrían tener sensibilidad diferencial a

compuestos lipídicos.

6. Ensayo de permeabilidad

El resultado del ensayo de permeabilidad in vitro sobre una monocapa de la línea celular

Caco-2 se presenta en la Figura 3.21, reportando el coeficiente de permeabilidad

aparente (Papp, cm.seg-1) calculado a partir de la Eq. 2.8. También se muestra un gráfico

de cantidad acumulada de BNZ (en la cámara basolateral) versus tiempo.

Como se mencionó en el capítulo 1, el BNZ está clasificado, por algunos autores, como

un fármaco de baja solubilidad en agua y baja permeabilidad. La permeabilidad podría

estar comprometida por ser este fármaco sustrato del transportador de eflujo P-gp e

inductor de su expresión (62, 63). Nuestra hipótesis acerca de la incorporación del BNZ

en nanovehículos farmacéuticos para lograr un aumento en la biodisponibilidad del

fármaco tuvo como una arista fundamental la posibilidad del incremento en la

permeabilidad a través de membranas biológicas. Esta hipótesis se sustentó 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 Papp del fármaco y

NLC-BNZ no difirieron estadísticamente, y se encontró que la cantidad de fármaco

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

inicial colocada en la cámara dadora. Teniendo en cuenta que el EE, % de la
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formulación fue del 80% podría considerarse que, durante el tiempo del experimento,

solo permeó el fármaco no encapsulado, con la salvedad necesaria de que al no medir la

presencia de nanopartículas en la cámara basolateral no podríamos descartar

fehacientemente que hayan cruzado la monocapa celular. Por otra parte, nuestro

experimento se realizó en condición de incubación estática, lo que pudo haber

disminuido el transporte de las nanopartículas respecto a un sistema con agitación,

como los empleados en los estudios previos de nuestro equipo de trabajo. El aporte de la

agitación en el sistema Transwell a la permeabilidad se evidenció en un estudio de Kono

y colaboradores (67) en el que incubaron, en monocapa de células Caco-2, liposomas

catiónicos cargados con un plásmido albergando la secuencia de un gen reportero. La

agitación del sistema favoreció la disminución del espesor de la capa de líquido estanca

sobre las células favoreciendo la captación de los liposomas (frente a un control sin

agitación). En cambio, los trabajos previos de nuestro grupo se desarrollaron en cámara

Ussing®, en la que el burbujeo de aire produce un aporte convectivo a la permeabilidad

(68). Otra cuestión por mencionar es que en los trabajos previos se utilizaron células

MDCK-mdr1, células de riñón canino (Madin-Darby canine kidney) transfectadas con

el gen mdr-1 que codifica para una isoforma de la P-gp (69). La sobreexpresión 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 línea Caco-2 que

nosotros utilizamos posee una expresión basal del transportador de eflujo.

Por otro lado, estudios previos de permeabilidad de nanocápsulas lipídicas conteniendo

BNZa través de una monocapa de Caco-2, evidenciaron el aporte del tamaño en la

diferencia de permeabilidad, teniendo una mayor permeabilidad formulaciones neutras

con partículas de 30 nm de tamaño (66), es decir, unas 5 veces menores a los tamaños

obtenidos para nuestras formulaciones. Es probable que el tamaño de las nanopartículas

haya influido en el resultado de la permeabilidad como también ha sido demostrado en

otro modelo que incluyó la movilidad a través de la capa de mucus intestinal de conejo

(70). En ese caso, nanopartículas con diferente tamaño permearon en mayor o menor

medida encontrando que vehículos con un tamaño de 50 nm permearon unas 60 veces

más que aquellos de 100 nm.
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Figura 3.21. (A) Coeficiente de permeabilidad aparente y (B) cantidad de BNZ

acumulado en la cámara basolateral de NLC-BNZ y el fármaco libre. Se informa el

promedio y el desvío estándar (n=2).
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7. Evaluación farmacocinética de la formulación

Se obtuvieron los perfiles de concentración plasmática versus tiempo a partir de los

datos de concentración plasmática de BNZ, luego de una administración p.o. o i.p. del

fármaco administrado como una suspensión o como NLC-BNZ (Figura 3.22). El

cambio de composición en la formulación modificó el tamaño de las nanopartículas 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 ζ disminuyó de -14,08 ± 2,25 mV a -22,70 ± 1,41 mV.

Se calculó el valor de las AUC 0 🡪 ∞ y AUC 0 🡪 t. En el caso de la administración p.o. se

utilizaron 2 ratones por tiempo por lo que, pese al número acotado de animales, se

realizó la comparación estadística entre el tratamiento de BNZ y NLC-BNZ. Para ello,

los datos de cada ratón a cada tiempo se asignaron aleatoriamente a uno de dos grupos,

y con cada grupo se trazó un perfil plasmático para la comparación, no encontrándose

diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 3.6).

Se ha reportado una absorción escasa/casi nula de SLN intactas en plasma luego de una

administración oral de nanopartículas marcadas (71), consistente con nuestros estudios

de permeabilidad. Si bien procesos de degradación química frente a las condiciones de

pH en el tracto gastrointestinal o la presencia de esterasas estomacales o intestinales

pudieron haber favorecido la liberación del principio activo desde las nanopartículas,

reportes previos de ensayos de liberación de NLC de MM a pH 1,2 no mostraron

diferencias en la liberación respecto a una condición de pH 6,8 (72). En caso de

permanecer intactas, al no evidenciarse previamente un aumento en la permeabilidad,

podría esperarse el resultado obtenido observando una velocidad de absorción

aparentemente menor, dependiente de la liberación progresiva de BNZ desde el

vehículo.

Tabla 3.6. Valores de AUC expresado como promedio (desvío estándar).

Tratamiento AUC 0 🡪 t (µM.h) AUC 0 🡪 ∞ (µM.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 observó que el valor de AUC luego de la administración i.p. de BNZ fue menos de la

mitad comparada con la media del AUC calculada luego de una administración p.o.

Esto podría deberse a una disminución en la velocidad de disolución del BNZ debido al

menor volumen de líquido existente en la cavidad intraperitoneal en relación con el

duodeno; al presentarse una menor cantidad de moléculas de fármacos solubles en el

medio de la cavidad es menor el pasaje a través de la membrana biológica, y por ende es

menor la exposición al fármaco.

La diferencia entre el valor de AUC se mitigó en cierta medida si comparamos el BNZ

nano encapsulado por ambas vías. Sin embargo, también se observó una disminución en

el valor de AUC para NLC-BNZ administradas por vía i.p. La hipótesis aparejada en

esta observación es el depósito de nanopartículas en la cavidad que no permitió el paso

del BNZ a la circulación sistémica. Cabe resaltar la comparación entre los valores de

AUC para los tratamientos en la vía de administración i.p. ya que se observó un valor

mayor de AUC para NLC-BNZ en comparación con el fármaco libre (el AUC para

BNZ es un 66% del área calculada para NLC-BNZ). Aunque la determinación por vía

i.p. se realizó con un único animal por tiempo y se desconoce la variabilidad entre

animales, los resultados sugieren que, por esta vía, la nanoencapsulación favorece la

biodisponibilidad sistémica.

Por otra parte, el tiempo máximo de BNZ p.o. (1 hora) coincidió con el reportado en

bibliografía 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

fármaco administrado por vía oral. Se conoce que el BNZ es ampliamente metabolizado

en el hígado formando el glucurónido de BNZ como uno de los productos principales.

Este metabolito puede ser sometido a recirculación enterohepática en el organismo (74)

aumentando la biodisponibilidad del fármaco, pudiendo este fenómeno ser evidenciado

como el pico más pequeño en comparación a la concentración máxima observada a

tiempos cortos. El segundo pico de NLC-BNZ también podría estar asociado con un

mayor tiempo de residencia en el estómago para un porcentaje de nanopartículas

atrapadas en la mucosa gástrica (71), y/o con la cinética de liberación del fármaco desde

las nanopartículas. El estudio de permeabilidad sugeriría que las nanopartículas no son

permeables por lo que el fármaco se absorbería a medida que se liberase de la matriz

lipídica (la cinética de liberación del fármaco desde las nanopartículas observa una

primera etapa de mayor cantidad de moléculas libres del fármaco seguido por una
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aparición más lenta, por lo que podría primero absorberse una mayor cantidad de BNZ).

El resultado del ensayo de permeabilidad también está relacionado con la arista que

queda por mencionar, el aparente corrimiento hacia la derecha en el tratamiento con

NLC-BNZ. Este comportamiento podría deberse, si se piensa en nanopartículas intactas,

a una mayor lentitud en la absorción debida a la cinética de liberación desde el vehículo.
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Figura 3.22. Perfiles plasmáticos de BNZ y NLC-BNZ luego de una administración i.p.

(A) o p.o. (B). Los puntos corresponden al promedio y el desvío estándar (n=2).
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8. Evaluación en un modelo murino de infección aguda

La evaluación del desempeño de los tratamientos en el modelo de infección agudo se

realizó mediante el seguimiento del peso, la parasitemia y la supervivencia de los

ratones (Figuras 3.23-3.25).

En primer lugar, se observó 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 último tratamiento similar a la obtenida para la dosis estándar, cinco veces mayor,

de BNZ en los ensayos agudos en ratones (100 mg/kg/d). Aquí, se utilizaron dosis

sub-óptimas con el objetivo de poder evidenciar, de ser el caso, una posible mejoría

aportada por los nanovehículos 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 máximo (100%).

Figura 3.23. Evolución de pesos promedio por grupo durante el ensayo in vivo
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En el caso de los demás tratamientos, se observó que el control de la parasitemia del

fármaco nanoencapsulado no se tradujo en menores niveles de tripomastigotes por

mililitro de sangre periférica en comparación al tratamiento con el fármaco libre en

suspensión (Figura 3.24), pero sí se encontró una mejoría respecto a las nanopartículas

vacías. Por otra parte, la supervivencia de los ratones se vio disminuida (Figura 3.25)

para el tratamiento con la formulación versus el fármaco libre, pero fue mayor en

comparación a las nanopartículas vacías.

Por su parte, la curva de supervivencia presentó otro resultado interesante: los ratones

tratados con NLC-VEHÍCULO tuvieron una mayor supervivencia en comparación al

control del vehículo del fármaco libre (solución fisiológica + DMSO 20%). Se observó

también que el promedio de pesos de los ratones tuvo una tendencia positiva en el

primer grupo en comparación al grupo VEHÍCULO, lo que indica un mejor estado

general del grupo NLC-VEHÍCULO. Es importante recalcar que podría adjudicarse el

mayor tiempo de sobrevida al efecto intrínseco tripanocida del vehículo observado

anteriormente en los ensayos in vitro (tripomastigotes y amastigotes).

Figura 3.24. Evolución 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 T. cruzi cepa RA, tratados con BNZ libre o nanoformulado en formulación lipídica

(y sus respectivos controles). Se realizó la prueba log-rank para ver diferencias

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

El resultado del ensayo farmacocinético presentó valores de AUC sin diferencias entre

BNZ y NLC-BNZ. El efecto farmacológico, por su parte, depende de la concentración

del fármaco libre en el sitio de acción, que a su vez se vincula de manera directa con la

concentración libre en plasma. A su vez, la concentración total y la concentración libre

en plasma guardan asimismo una correlación directa, aunque no necesariamente

proporcional (75). Se esperaría 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

concentración plasmática correspondiera únicamente a fármaco liberado por el vehículo.

No obstante, en caso de que parte de la droga entregada en NLC-BNZ accediera

encapsulada a circulación sistémica, la relación entre fármaco total y fármaco libre en

plasma podría variar con respecto a la que observaríamos en el caso de BNZ,

impactando tal vez negativamente en los niveles de fármaco libre en el sitio de acción.
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Por otro lado, hay que tener en consideración que el estudio farmacocinético se realizó

en ratones sanos y es posible hallar diferencias en ratones infectados. Se ha reportado la

comparación entre los valores de AUC, el aclaramiento, la constante de absorción, entre

otros parámetros farmacocinéticos del BNZ, en un modelo murino de infección con T.

cruzi frente a ratones sanos (76), identificando ciertas diferencias. En primer lugar, el

AUC en ratones infectados fue menor, y la constante cinética de absorción mayor. Los

autores remarcan los cambios fisiopatológicos asociados con la infección, tales como la

expresión diferencial de transportadores de eflujo, dando lugar a los cambios en los

valores de los parámetros. La expresión de P-gp disminuiría durante la infección (76),

aumentando la constante cinética de absorción. No pueden descartarse otro tipo de

interacciones entre la enfermedad y el vehículo nanoestructurado.
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Conclusiones parciales

Teniendo en cuenta el abanico de nano-formulaciones encapsulando BNZ que existen

hasta la fecha, las formulaciones lipídicas aquí presentadas podrían considerarse

novedosas en cuanto a los componentes lipídicos elegidos y la técnica de obtención

implementada. En primer lugar, se obtuvieron formulaciones de nanopartículas

encapsulando BNZ. Las imágenes de TEM mostraron una morfología de nanopartículas

esféricas, y los experimentos térmicos, espectroscópico y de rayos X indicaron que el

BNZ se encontró disperso en la matriz lipídica.

Las formulaciones mostraron un perfil de liberación del fármaco durante 24 horas,

alcanzando una liberación acumulada máxima superior al 74%. El perfil de liberación se

ajustó adecuadamente al modelo de Korsmeyer-Peppas con un exponente de liberación

estimado de 0,56, lo que sugiere un mecanismo mixto de liberación con un componente

dominante asociado a la liberación difusional desde la matriz lipídica. En cuanto a la

estabilidad, los parámetros iniciales se mantuvieron estables durante los seis meses en

los que se midieron.

Los experimentos in vitro en tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi mostraron un

efecto similar contra ambos estadios del parásito al comparar el NLC-BNZ y el fármaco

libre. Interesantemente, las nanopartículas vacías exhibieron actividad intrínseca contra

el parásito. Mediante experimentos posteriores se atribuyó a uno de los constituyentes

de la formulación, el MM, resultado relevante considerando el uso habitual de este

excipiente en sistemas nanoparticulados, y en formulaciones líquidas y semisólidas. Si

bien la formulación se constituyó además con un lípido líquido a temperatura ambiente,

no se encontró efecto de este frente a tripomastigotes, tal vez debido a su baja

concentración en el vehículo. Sería interesante estudiar el efecto de otros lípidos en el

parásito para optimizar la eficacia de las formulaciones basadas en un posible efecto

aditivo o sinérgico del BNZ y la formulación.

Los efectos citotóxicos en células de mamífero fueron menores para NLC-BNZ en

comparación con el fármaco libre, lo que muestra un posible beneficio para el uso de

nuestra formulación teniendo en cuenta que los pacientes discontinúan el tratamiento

por el peso de los efectos adversos del mismo. No se determinó un efecto hemolítico

perjudicial de las formulaciones, indicando un posible uso seguro de la vía parenteral

como vía de administración.
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Por otro lado, el resultado del ensayo farmacocinético no mostró diferencias

significativas entre la exposición total del BNZ y el NLC-BNZ. Esto, sin embargo, no

se trasladó al resultado del modelo murino de infección aguda, ya que en términos de

supervivencia nuestra formulación tuvo un peor desempeño en comparación al fármaco

libre. Sin embargo, el tratamiento con el fármaco encapsulado presentó una mejoría

frente al control de vehículo y a las nanopartículas vacías. Más aún, los ratones tratados

con estas últimas tuvieron un mayor porcentaje de supervivencia respecto al tratamiento

con el vehículo, observación consistente con los resultados de la actividad tripanocida in

vitro de la formulación vacía y del lípido constituyente de la formulación. Por otro lado,

cabe destacar que luego de la administración i.p. se evidenció una tendencia a obtener

un AUC mayor en el caso del BNZ encapsulado en comparación al libre, aunque por el

momento no se realizaron réplicas para hacer una comparación estadística ni se evaluó

la formulación versus el fármaco libre por esa vía en un modelo de infección aguda.
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Capítulo 4

Desarrollo, caracterización y evaluación de un sistema polimérico cargado
con benznidazol.

Resultados y discusión

1. Formulación y caracterización fisicoquímica de EU-BNZ y EU-VEHÍCULO

Las nanopartículas fueron preparadas utilizando el método de ultrasonicación y se

denominaron EU-BNZ o EU-VEHÍCULO según contuvieran o no BNZ, respectivamente.

Como resultado, se obtuvieron formulaciones de nanopartículas con morfología esférica,

homogéneas y estables en el tiempo. La eficiencia de encapsulación (EE, %) de BNZ tuvo

un valor alrededor del 75,21 ± 8,59%, indicando una buena incorporación del fármaco en

la matriz polimérica. Se comparó este resultado con el obtenido según reportes en literatura

de nanopartículas poliméricas encapsulando BNZ encontrando un valor de EE, % para

nuestro sistema algo menor al informado para otras nano y micropartículas (86%, >78%)

(1, 2). La carga teórica de BNZ en el polímero fue de 2,5 %p/p.

Se observó la formulación EU-BNZ mediante TEM (Figura 4.1) y se confirmó la

presencia de nanopartículas con morfología esférica y una distribución de tamaños

reducida. Se utilizó el software ImageJ (3) para analizar las imágenes y determinar el

diámetro de las poblaciones de nanopartículas. Se observaron principalmente dos

poblaciones de tamaños, la mayor con un valor medio de 157 ± 5 nm, y la menor con un

diámetro promedio alrededor de 50 nm, siendo esta última posiblemente atribuida a

micelas que se generan por la presencia del surfactante libre (4).
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Figura 4.1. Imágenes obtenidas por microscopía electrónica de transmisión de

EU-BNZ.

El diámetro hidrodinámico promedio de las nanopartículas medido por DLS fue de

157,12 ± 1,97 nm, con una distribución de tamaños correspondiente a un PdI de 0,026 ±

0,018, diez veces menor que el valor de PdI en las formulaciones lipídicas. Un valor de

PdI de 0,2 o menor sugiere valores de homogeneidad aceptables para nanopartículas

obtenidas a partir de materiales poliméricas (5). Esto habla de una dispersión de tamaños

menor, lo que también se evidenció mediante TEM. Además, el tamaño de las

nanopartículas coincide con el valor obtenido por difracción de rayos X (ver Figura 4.8).

El ζ se midió por anemometría de Doppler y se encontró en un valor promedio de -34,32

± 5,44 mV. Valores negativos de ζ contribuyen a la estabilidad de la formulación evitando

la aglomeración de las nanopartículas por repulsión electrostática (6).

A continuación, se realizaron análisis por DSC y TGA, a fin de determinar la estabilidad

térmica y los procesos de fusión/recristalización de los componentes luego de la

encapsulación del fármaco. Se presentan los termogramas de DSC para el fármaco libre,

y las formulaciones con y sin fármaco en la Figura 4.2, y los datos de Tm y ΔHf para el

cálculo del índice de cristalinidad (IC, %) en la Tabla 4.1.
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Figura 4.2. Termogramas de BNZ, P188, EU-VEHÍCULO Y EU-BNZ.

El BNZ mostró un solo pico endotérmico del BNZ correspondiente a su punto de fusión

(191,2 °C) (7) al igual que el termograma para el polímero P188, utilizado como

surfactante de la formulación, con un solo pico en su temperatura de fusión (52 °C) (8).

Similarmente, tanto para EU-VEHÍCULO como para EU- BNZ, se observó un solo pico

endotérmico que se atribuye al P188. A partir de bibliografía se incorporó al análisis el

termograma de Eudragit NE-30D para el polímero sólido, y se encontró que posee una

temperatura de fusión a 60 °C, por lo que se descarta que el pico de los termogramas de

las formulaciones se corresponda con la temperatura de fusión del Eudragit (9),

ponderando, además, las cantidades que cada polímero aporta a la formulación. Por otro

lado, no se observó un pico en el termograma de EU-BNZ que coincidiera con de fusión

del fármaco, lo que sugiere que el BNZ estaría disperso en la matriz polimérica de

manera amorfa así como se observó previamente para el fármaco en la matriz lipídica

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

MUESTRA Tf (°C) ΔHf (J/g) IC%
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 calculó el IC, % a partir de los valores ΔHf de las formulaciones y P188 al tratarse

del componente que aporta al pico de fusión (Tabla 4.1). Los valores de IC, % para las

formulaciones reflejan un desordenamiento de las moléculas de P188 de igual grado

tanto en las nanopartículas sin encapsular fármaco como en las que contienen BNZ,

reflejo de la incorporación de moléculas de Eudragit que aportan a la desorganización

en la estructura del polímero.

Por otro lado, se estudió el análisis térmico de pérdida de masa mediante TGA. Se

obtuvieron las curvas termogravimétricas de P188, BNZ, EU- VEHÍCULO y EU-BNZ

(Figura 4.3). La curva de BNZ mostró un único proceso de degradación 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-VEHÍCULO mostraron un único y

similar proceso de degradación térmica que comenzó a los 350 °C y finalizó a los 400

°C, llegando a la pérdida total de las masas de las muestras. En base a esta observación

se podría atribuir el comportamiento térmico de las formulaciones a la pérdida de peso

del P188. No se registra en bibliografía el termograma para Eudragit NE-30D. La

degradación térmica más similar que se encontró fue realizada para el Eudragit L100-55

cuya estructura química tiene analogía al NE-30D (Figura 4.4). El mayor proceso de

degradación térmica para el polvo de Eudragit L100-55 sucede a los 390 °C (11), por lo

que si hubiera contribución de la degradación del NE-30D en nuestros resultados,

probablemente estarían solapados con el proceso de degradación del P188, y tal vez

podrían denotarse si se utilizara el polvo del polímero como excipiente y no la

suspensión acuosa de la que partimos. Por último, cabe recalcar que no se evidencia el

proceso de degradación del cristal del fármaco en la formulación sumando a la

evidencia de su incorporación a las nanopartículas en un estado amorfo.
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Figura 4.3. Termogramas de BNZ, P188, EU-VEHÍCULO Y EU-BNZ.

Imagen 4.4. Estructuras químicas del Eudragit L100-55 y NE-30D.

Complementariamente, se realizó el análisis de los datos obtenidos en los experimentos

de cristalografía de rayos X. El análisis estructural se realizó 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 difracción principales del

P188 a 14 y 17 nm-1. El Eudragit puro también presentó una contribución muy débil en

esta región. Estas contribuciones podrían atribuirse a la presencia de nonoxinol utilizado
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como surfactante para dispersar al polímero en agua. No hubo contribuciones de picos

de difracción del fármaco en los patrones de EU-BNZ, lo que sugiere su incorporación

amorfa.

Figura 4.5. Espectros WAX para BNZ, EUDRAGTIT PURO, P188, EU-VEHÍCULO

Y EU-BNZ.

Desde ángulos más pequeños, las muestras liofilizadas exhibieron una estructura tipo

lamelar (12) atribuida al arreglo supramolecular del P188; este tipo de estructura

también se observó en otros sistemas nanoparticulados en presencia de P188 (13). El

gráfico de Lorentz/Kratky (q²I vs q) se muestra en la Figura 4.6 donde la posición de

los picos cambia en las muestras. Para un análisis más detallado, se empleó una función

de correlación 1D para recuperar los parámetros estructurales del arreglo lamelar (14,

15). La transformación se muestra en la parte interna de la Figura 4.6. Los parámetros

lamelares obtenidos a partir de la curva de correlación se muestran en la Tabla 4.2. El

período largo aumentó desde el P188 puro hasta el EU-BNZ. El período largo, que es el

122



grosor lamelar, contiene dos contribuciones: el grosor amorfo y cristalino.

Interesantemente, el parámetro más afectado fue el grosor cristalino.

Tabla 4.2. Parámetros lamelares obtenidos a partir de la curva de correlación 1D.

MUESTRA

Período

largo

(nm)

Espesor

amorfo

(nm)

Espesor

cristalino

(nm)

Polidispersión
Cristalinidad

local

P188 12,37 4,42 7,95 0,44 0,64

EU-VEHÍCULO 13,71 4,63 9,08 0,37 0,66

EU-BNZ 14,04 4,63 9,41 0,44 0,67

Figura 4.6. Esquema Lorentz para patrones SAXS para EU, EU-BNZ y P188. El

gráfico más pequeño muestra la transformación para la correlación linear de los

sistemas lamelares.

El Eudragit® puro disperso en solución mostró un patrón típico de nanopartículas

esféricas con interacción de esferas duras debido a la alta concentración (16), como se
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muestra en la Figura 4.7. El tamaño medio de diámetro fue de 128,0 ± 0,2 nm con un

PdI de 0,1.

Figura 4.7. Patrones SAXS para EU puro en suspensión.

Los sistemas EU-VEHÍCULO y EU-BNZ (Figura 4.8) no mostraron ninguna estructura

lamelar en el patrón SAXS. La estructura lamelar se debe al P188 utilizado como

surfactante para dispersar las nanopartículas en la solución. El poloxamer hinchado

perdió su disposición estructural y solo quedó el núcleo de nanopartículas con contraste

suficiente. La distribución de tamaños del diámetro se obtuvo mediante simulación de

Monte Carlo utilizando el programa McSAS (EE. UU.) (17). Las nanopartículas vacías

de Eudragit mostraron un tamaño medio de diámetro similar al del Eudragit puro en

solución, mientras que la carga con BNZ afectó significativamente el tamaño y la forma

del núcleo de la nanopartícula. Bajo la suposición esférica, se observaron dos

poblaciones alrededor de 80 y 150 nm. La población de mayor tamaño puede ser

atribuida a las nanopartículas cargadas con BNZ (en concordancia con los resultados de

TEM y DLS) mientras que la población menor puede deberse a artefactos de las síntesis

(BNZ libre, surfactante, emulsiones secundarias). Por lo tanto, los resultados sugieren

que el fármaco estaría alterando la estructura interna de la nanopartícula original, lo cual
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resulta lógico considerando la naturaleza hidrofóbica del BNZ y el polímero

Eudragit®NE30D (un copolímero neutro basado en etil acrilato y metil metacrilato).

Figura 4.8. Patrones SAXS para EU-VEHÍCULO y EU-BNZ.

2. Ensayos de liberación y estabilidad fisicoquímica

Pasando al ensayo de liberación del BNZ desde las nanopartículas poliméricas, en

primer lugar, se observó que el 90 % del fármaco se disolvió durante los primeros

30 minutos del experimento mientras que el 21% de BNZ fue liberado desde la

formulación en ese lapso (Figura 4.9). Al inició de la liberación se observó un

proceso más rápido que fue declinando en velocidad dando lugar a una liberación

sostenida de fármaco. Al igual que para las formulaciones lipídicas, la liberación

inicial más rápida podría explicarse teniendo en cuenta la cantidad de moléculas de

fármaco libre en las formulaciones (20% de la carga inicial del fármaco), y además,

las moléculas de BNZ ubicadas más cercanas a la superficie de las nanopartículas

que difunden rápidamente hacia el exterior del vehículo. Por otro lado, la liberación

gradual del BNZ observada a continuación de esa etapa inicial podría deberse al

movimiento de moléculas del fármaco desde el interior de las nanopartículas donde

se encontraría el fármaco en estado amorfo según las metodologías de
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caracterización fisicoquímica mencionadas anteriormente. Si el movimiento del

BNZ desde las nanopartículas fuera netamente difusional, a medida que el gradiente

de concentración del fármaco fuese disminuyendo con el tiempo, la velocidad de

liberación acompañaría esa disminución. Aquí, este suceso no se evidencia ya que el

experimento se realizó en condición de sumidero y/o porque en la liberación del

fármaco podrìa contribuir la relajación de las cadenas poliméricas.

Figura 4.9. Perfil de liberación in vitro de BNZ y EU-BNZ. Los puntos corresponden al

promedio y el desvío estándar (n=3).

Como se realizó anteriormente, se ajustaron los datos de liberación in vitro a diferentes

modelos matemáticos (Tabla 4.3). Los modelos que mejor ajustaron los datos fueron los

de Korsmeyer-Peppas y Baker-Lonsdale (R2 = 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 liberación del fármaco puede explicarse por

mecanismos de difusión gobernados por la ley de Fick o por degradación de la matriz
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(18). Como se mencionó en el capítulo 3, el modelo de Korsmeyer-Peppas, o ley de

potencia, describió inicialmente la liberación de fármacos desde sistemas poliméricos

planos mediante los mecanismos de relajación de las cadenas poliméricas y la difusión,

aunque también se verificó su aplicabilidad en otros sistemas, como nanopartículas.

Recordando la ecuación 3.2 que describe el modelo, tenemos los términos Mt/M∞ para

determinar la fracción disuelta, K es una constante que incorpora información

estructural y geométrica de los sistemas, y el exponente n es el exponente de difusión o

transporte, que proporciona información sobre el mecanismo de liberación. La

estimación del exponente n fue 0,40 por lo que se podría explicar la liberación del BNZ

como un proceso principalmente gobernado por la difusión de Fick ya que, para

sistemas esféricos, un valor de n=0,43 puede categorizarse como un modelo Fickiano en

el que la liberación ocurre por difusión (19). En nuestro sistemas ambos modelos, tanto

el de Baker-Lonsdale y el de Korsmeyer-Peppas, explicarían la liberación del fármaco

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

Tabla 4.3. Medidas de bondad de ajuste de los modelos matemáticos de liberación de

fármaco desde NLC-BNZ. R2: coeficiente de determinación; EMC: error medio

cuadrado; AIC: criterio de información de Akaike.

Modelo R2 R2-ajustado EMC AIC
Primer órden 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 evidenció que las nanopartículas podrían 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 análisis de DLS de las formulaciones reveló nanopartículas con un

diámetro hidrodinámico promedio de 157,1 ±1,9 nm (un tamaño similar al obtenido

para las NLC = 150,6 ± 4,7 nm). Se obtuvo un valor de PdI 10 veces menor en

comparación a las NLC (0,026 ±0,018 versus 0,202 ± 0,009), y además menor a 0,2,

punto de corte para establecer que una formulación es monodispersa en formulaciones

poliméricas (5). El pequeño valor de PdI es deseable y beneficioso ya que es indicativo

que las propiedades fisicoquímicas de la formulación son uniformes.
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Figura 4.10. Seguimiento de parámetros relevantes de la formulación durante 4 meses a fin de medir su estabilidad en determinadas

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

media y el desvío estándar (n=3).
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Como se mencionó anteriormente, las cargas superficiales necesarias para lograr una

dispersión de nanopartículas estabilizadas por repulsión electrostática son alrededor de

±30 mV (20). El valor de ζ de nuestra formulación EU-BNZ fue -34,32 ± 5,44 mV,

siendo un valor óptimo para la estabilización por repulsión electrostática. Tanto el valor

promedio -34,32 mV como el valor -14,08 mV (formulación lipídica) podrían explicarse

en base a los componentes de las formulaciones. El lípido, polímero y surfactante que se

utilizaron son neutros a pH fisiológico ya que son compuestos con estructuras químicas

tipo éster y/o éter. La diferencia entre los valores de ζ debe residir, por lo tanto, en la

utilización del lípido o del polímero, resultando las nanopartículas poliméricas con un

valor de ζ más negativo. Otras formulaciones compuestas por Eudragit®NE30D también

arrojaron valores similares de ζ (21). Durante el seguimiento de la estabilidad, se

observó un aumento al primer mes de almacenamiento respecto a la condición inicial

del sistema (mes 0). Sin embargo, esa diferencia no se observó entre los meses restantes

y el mes 0, y no se vio reflejada en la estabilidad de la formulación con el paso del

tiempo. Se comprobó que las formulaciones se mantuvieron sin precipitado de fármaco

luego de 4 meses. En cuanto al EE, % se mantuvo en 75,21 ± 8,59 % pese a haber una

moderada dispersión en la medición de los datos, sin diferencia significativa con el paso

de los meses.

3. Citotoxicidad y actividad hemolítica

En cuanto al ensayo de citotoxicidad sobre la línea celular CHO, en primer lugar se

observó que la viabilidad celular disminuyó para el tratamiento con el fármaco libre

dependiendo de la concentración (Figura 4.11). Los tratamientos con las formulaciones

no mostraron una disminución en la viabilidad celular en ninguna de las

concentraciones ensayadas. Esto podría deberse a dos factores, en primer lugar a que los

componentes de la formulación son biocompatibles con las células, y, en segundo lugar,

a que la encapsulación del fármaco las expone a una menor concentración de BNZ, el

cual se libera desde las nanopartículas de forma paulatina.

Además, se evaluó la toxicidad sobre una segunda línea celular, la línea Vero, mediante

citometría de flujo, midiendo el porcentaje de células muertas marcadas con IP (Figura

4.12). Aquí pudo observarse que ninguno de los tratamientos generó una amplia

toxicidad en las células Vero más allá 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 último, se probó la toxicidad de las formulaciones sobre células de la línea celular

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

Figura 4.11. Ensayo de citotoxicidad en la línea celular CHO luego de ser tratadas con

BNZ, EU-BNZ y EU-VEHÍCULO (*p<0,05). Se realizó la prueba de Dunnet para

determinar diferencias significativas respecto al grupo control (* p<0,05, ** p<0,01). Se

informa el promedio y el desvío estándar (n=3).
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Figura 4.12. Ensayo de citotoxicidad en células Vero incubadas con BNZ, EU-BNZ y

EU-VEHÍCULO. Se informa la media y el desvío estándar (n=2).

Figura 4.13. Ensayo de citotoxicidad en células Caco-2 luego de ser tratadas con BNZ,

EU-BNZ y EU-VEHÍCULO. Se informa la media y el desvío estándar (n=3).
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Siendo la vía parenteral la ruta de administración más habitual para sistemas

nanoparticulados de acción sistémica, se evaluó la actividad hemolítica de la

formulación a fin de evidenciar una posible toxicidad sobre células sanguíneas, como se

realizó anteriormente con los nanosistemas lipídicos (Figura 4.14). Luego de 48 horas

de incubación de las muestras no se observaron efectos hemolíticos superiores al límite

establecido (< 5%, ISO/TR 7406 o ASTM E2524-08) para materiales considerados

seguros para aplicaciones biológicas (22). Por lo tanto, las formulaciones podrían

considerarse hemocompatibles a las concentraciones ensayadas, como se reportó para

otras formulaciones en base a Eudragit® (21, 23).

Figura 4.14. Actividad hemolítica luego de 48 horas de incubación con los

tratamientos. Se realizó la comparación de las medias mediante el test de Tukey (*

p<0,05) y la comparación 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 (-): solución salina

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

interacción con los eritrocitos debido a la repulsión provista por las cargas superficiales
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negativas de ambos. Esta proposición se sustenta, en parte, en observaciones de otro

trabajo, donde se modificaron las cargas superficiales de nanopartículas poliméricas y se

midió la hemólisis (luego de 3 horas de incubación) encontrando una tendencia a un

mayor nivel de liberación de hemoglobina luego de tratamientos con nanopartículas

catiónicas (24). Retomando un resultado del capítulo 3, el ζ de las NLC tuvo una

medición de alrededor de -14 mV, por lo que ese valor menos negativo, en comparación

con el ζ de EU-BNZ, podría haber contribuido a la hemólisis leve que ya se discutió

para ese sistema. Las concentraciones ensayadas fueron seleccionadas teniendo en

cuenta los resultados de los ensayos in vitro y el intervalo terapéutico del fármaco. Se

eligió a la concentración de 50 µg/mL como el límite superior ya que es equivalente a

una concentración 192 µM, unas veinte veces la EC50 de BNZ en tripomastigotes, y

alrededor de 8 veces el valor de la concentración mínima tóxica del intervalo

terapéutico de BNZ (11-23 µM (25)).

Los promedios de los tratamientos mostraron en todos los casos diferencias

estadísticamente significativas respecto al control positivo. La comparación con el

control negativo evidenció diferencias significativas respecto a EU-BNZ (5 y 50

µg/mL) y EU-VEHÍCULO (5 y 50 µg/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 (concentración en µg/mL o
equivalente para EU-VEHÍCULO)

HA, % (desvío
estándar)

EU-BNZ (5) 0,0615 (0,0047)
EU-BNZ (50) 0,5942 (0,0071)

EU-VEHÍCULO (5) 0,0568 (0,0095)
EU-VEHÍCULO (50) 0,5730 (0,0047)

CN 0,0024 (0,0033)

Si bien se evidenciaron diferencias frente al control negativo de solución salina, los

valores de hemólisis estuvieron muy por debajo del límite considerado riesgoso por la

normativa. Se observa un (muy leve) efecto supra-aditivo entre BNZ y la nanopartícula

polimérica, al contrario de lo que sucedió para NLC-VEHÍCULO y NLC-BNZ a 50

µg/mL. En síntesis, comprobamos que las formulaciones no presentan efecto
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hemolítico. Sería interesante estudiar cómo afecta la formulación a los procesos de

coagulación, la formación de trombos y la activación del sistema inmune, aspectos que

no se estudiaron en este trabajo de tesis.

4. Actividad tripanocida in vitro

Se evaluó la formulación polimérica EU-BNZ, EU-VEHÍCULO y el fármaco en un

ensayo de incubación junto a una suspensión de parásitos en estadio tripomastigotes

recolectados a partir de cultivo celular (Figura 4.15). En primer lugar, se observó una

tendencia hacia una respuesta dependiente de la concentración en el tratamiento con

EU-BNZ, en la que disminuye el porcentaje de viabilidad celular al aumentar la

concentración del fármaco 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 concentración-dependiente

esperada. Por otro lado, se observó que EU-VEHÍCULO no resultó tóxico para el

parásito cuando se evaluó a una concentración equivalente a la que contendría la mayor

concentración ensayada de EU-BNZ, al contrario de lo observado para la formulación

nanolipídica. Junto a la presencia de componentes que no son tóxicos para T. cruzi, la

carga superficial negativa de las nanopartículas podría sumar a la falta de efecto

intrínseco del vehículo al igualar en signo negativo a la carga superficial del parásito

resultado de la presencia de residuos de ácido siálico (26). Uno de los resultados más

interesantes que se desprenden de este experimento reside en la comparación entre el

tratamiento de BNZ y EU-BNZ a una concentración de 10 µM. A primera vista ambos

tratamientos conducirían a una disminución en la viabilidad de tripomastigotes del

orden del 50%. Se procedió con el cálculo de las EC50, y efectivamente, el efecto sobre

tripomastigotes no muestra diferencias estadísticamente significativas entre BNZ y

EU-BNZ a la concentración 10 µM. Los valores de EC50 calculados (Figura 4.16)

fueron 13,14 µM para EU-BNZ (IC95%: 7,34- 22,22) y 6,072 (IC95%: 3,391-11,490)

para BNZ. Es de interés denotar que el porcentaje de liberación de BNZ desde la

formulación a las 24 horas fue de un 74% frente a un 90% de fármaco disuelto, por lo

que habría una menor cantidad de moléculas de fármaco disponibles en el tratamiento

con EU-BNZ. Se podría desprender la noción de que se necesitaría un tiempo más

prolongado para alcanzar la misma concentración de fármaco 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-VEHÍCULO sobre los

tripomastigotes de T. cruzi. Se realizó 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 desvío estándar (n=3).

Figura 4.16. EC50 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 evaluó la formulación en un ensayo de incubación in vitro frente a

amastigotes internalizados en células Vero. En primer lugar, se observó una respuesta

dependiente de la concentración en los tratamientos con BNZ y EU-BNZ. No se

observó un efecto de EU-VEHÍCULO 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 alcanzó un valor de viabilidad 0% a la concentración más alta de

BNZ ni EU-BNZ. Los valores de EC50 del BNZ y EU-BNZ fueron 3,278 (IC95%:

2,233-6,708) y 3,623 (IC95%: 2,254-5,231) μM, respectivamente (Figura 4.18), por lo

que se llega a la conclusión que no hay diferencias entre el tratamiento con el fármaco

nanoencapsulado o no encapsulado. Sin embargo, como se dijo anteriormente, teniendo

en cuenta el porcentaje de liberación a las 24 horas, habría una menor cantidad de

moléculas del fármaco liberadas en el medio en comparación a la solución de BNZ, por

lo que se habría un efecto beneficioso del vehículo si se evidencia el mismo nivel de

efecto a una concentración menor.

Figura 4.17. Efecto dosis-respuesta de BNZ, EU-BNZ y EU-VEHÍCULO sobre los

amastigotes de T. cruzi. Se realizó 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. EC50 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. Evaluación de la permeabilidad

Se realizó 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 cámara 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 evidenció que la cantidad de masa de fármaco

en la cámara aceptora correspondió 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% podría establecerse

que el fármaco libre es el que estaría trasladándose hacia la cámara basolateral.

Nuevamente, el tamaño y la carga superficial podrían desfavorecer la permeabilidad de

las nanopartículas poliméricas en ciertas ocasiones.

Un ejemplo en el que la carga superficial aumenta la permeabilidad son las

nanopartículas del polímero catiónico de Eudragit® (27), E100, conteniendo enalapril,

que incrementaron la permeabilidad del fármaco 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 hipótesis

de la interacción entre las cargas superficiales de la membrana celular y las partículas

como motor de la adhesión y posterior internalización celular. No obstante, tanto los

nanosistemas como los mecanismos de permeación son complejos y nanopartículas

poliméricas con carga superficial negativa (-40 mV) también pudieron incrementar la
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permeabilidad. Así se reportó para curcumina nanoencapsulada en nanopartículas de

Eudragit® S100 y PLGA en el modelo de permeabilidad intestinal de Caco-2 (28). Allí,

se consideró que el aporte del PLGA toma peso relevante, ya que es una molécula

ampliamente utilizada en el desarrollo de nanopartículas y con abundante evidencia en

literatura sobre sus aportes a la permeabilidad (29). Recientemente se publicó un estudio

acerca del desarrollo de una formulación de nanopartículas con un núcleo polimérico de

Eudragit® E100 y un recubrimiento lipídico donde se evidencia el aumento de la

internalización celular del material genético frente a nanopartículas de Eudragit® RS100

(30). E100 es un polímero 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 área y de

la complejidad en la predicción 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 cámara basolateral de EU-BNZ y el fármaco libre. Los puntos

corresponden al promedio y el desvío estándar (n=2).
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6. Evaluación farmacocinética de la formulación

Se obtuvieron los perfiles de concentración en plasma en función del tiempo utilizando

los datos obtenidos después de una administración p.o. del fármaco sin encapsular o de

la formulación EU-BNZ a una dosis de 30 mg/kg (Figura 4.20). Se realizó un cambio

en la formulación inicial para poder incrementar la cantidad de BNZ y alcanzar las dosis

necesarias para la administración in vivo. El cambio de composición en la formulación

(2 % 🡪 6% p/v Eudragit® NE30D; 3% 🡪 4,5% p/v P188) no modificó sustancialmente

los parámetro fisicoquímicos (el tamaño promedio pasó de 157,12 ± 1,97 nm a 154,99 ±

1,02 nm, el valor de PdI se mantuvo muy cercano al valor de la formulación inicial

0,026 ±0,018 pasando a 0,019 ± 0,015, y el valor de ζ pasó de -34,32 ± 5,44 mV -a

-39,60 ±1,90 mV).

Figura 4.20. Perfiles plasmáticos de BNZ y EU-BNZ luego de una administración p.o.

Los puntos corresponden al promedio y el desvío estándar (n=2).

Se calculó el AUC 0 🡪 ∞ y AUC 0🡪t utilizando el método trapezoidal (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Valores de AUC expresado como promedio (desvío estándar).

Tratamiento AUC 0 🡪 t (µM.h) AUC 0 🡪 ∞ (µM.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 gráfico de concentración plasmática versus tiempo, los valores de AUC y la

realización del análisis estadístico comparativo, se evidenció que la exposición a BNZ

no difirió entre los tratamientos. Se observó una amplia dispersión en los valores de

EU-BNZ p.o. Esto se debe a que una de las dos muestras correspondiente al tiempo 8

horas arrojó un valor de concentración plasmática más alto de lo esperado (cercano a los

valores obtenidos para los primeros tiempos de muestreo). Si se descartara ese dato los

valores de AUC 0 🡪 t y AUC 0 🡪 ∞ para EU-BNZ serían de 31,92 ± 4,46 y 31,97 ± 4,43

µM.h, respectivamente. La tendencia del valor del AUC sería un menor valor para el

tratamiento de las nanopartículas.

Según los resultados del ensayo de permeabilidad in vitro, la formulación no favorece al

pasaje a través de la barrera intestinal. Como no se observó 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

nanopartículas en alguna porción del tracto gastrointestinal, alcanzando, de esta manera,

la misma cantidad de fármaco libre en el sitio de absorción. Debe tenerse en cuenta que

la falta de diferencia significativa entre los valores de AUC de los tratamientos está

relacionada con la dispersión de los datos, y deberíamos repetir el ensayo con grupos de

animales de mayor tamaño para sustentar esta hipótesis. Asimismo, podría evaluarse la

estabilidad de nuestro nanosistema en medios gástrico e intestinal simulados.

En cuanto a los valores farmacocinéticos como el tmáx se encontró similitud entre BNZ

con los valores reportados en la bibliografía para el fármaco en ensayos preclínicos en

ratones hembra Swiss en los que también se alcanzó la concentración máxima alrededor

de la hora luego de una administración p.o. (31). Otro punto a destacar es que el valor

alcanzado de Concentración (Cmáx) de BNZ a una dosis subóptima de 30 mg/kg como la

utilizada en este ensayo alcanzó un valor de concentración similar a 10 µM, cuando Cmáx

luego de la administración de una dosis estándar de 100 mg/kg en ratones es 160,04 ±

11,50 µM (31). Se recalca esta diferencia para el desarrollo de la próxima sección donde
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se exponen los resultados del efecto del fármaco libre y las formulaciones en ratones

infectados.

Por otra parte, como se mencionó en el capítulo 3, se observó un segundo pico en la

curva plasmática del BNZ libre, que podría evidenciar el proceso de recirculación

enterohepática 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

plasmáticas observadas para el grupo de ratones correspondiente a cada tiempo de

muestreo.

7. Evaluación en un modelo murino de infección aguda

Como se mencionó en el capítulo 3 (Sección 6. Evaluación en un modelo murino de

infección aguda), se realizó el seguimiento del peso, la parasitemia y la supervivencia

de los ratones a fin de evaluar el desempeño de la formulación EU-BNZ y del fármaco

libre frente a una infección aguda (Figura 4.21-4.23).

En primer lugar, se evaluó la evolución comparativa del peso entre los tratamientos y el

vehículo, ya que ocasionalmente puede revelar o sugerir efectos tóxicos del tratamiento

ensayado. En nuestro caso, BNZ 10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d no evidenciaron efectos

tóxicos evidentes ocasionados por el tratamiento (lo que parece consistente con los

resultados sobre la citotoxicidad en las distintas líneas celulares). Se observó, sin

embargo, que los grupos que recibieron EU-BNZ y VEHÍCULO (solución fisiológica +

DMSO 20%) tuvieron una tendencia a bajar de peso durante o inmediatamente después

del tratamiento. La distribución inicial de los ratones en sus hábitats tal vez debería

haber sido más 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 más, se utilizaron dosis sub-óptimas para poder evidenciar el efecto del

fármaco en el nanovehículo, en caso de que existiera. Se observó que los tratamientos

con BNZ a 10 mg/kg/d y 20 mg/kg/d presentaron un desempeño 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 fármaco libre. Retomando el

resultado del ensayo farmacocinético, la exposición al fármaco no fue diferente entre el

tratamiento con BNZ y EU-BNZ. Siendo así, ¿por qué la sobrevida del grupo EU-BNZ

fue menor? Por un lado, como se discutió anteriormente, la cinética de absorción de

sustratos de P-gp podría diferir en ratones sanos y en ratones infectados, estando
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favorecida la absorción de BNZ libre en estos últimos. En caso de que las

nanopartículas cargadas accedieran a BNZ, como en el caso de NLC-BNZ, la

circulación sistémica del BNZ en las nanopartículas podría significar una menor

concentración libre en plasma, lo que se vería reflejado en la sobrevida de los ratones

(sin embargo, los estudios de permeabilidad in vitro no sustentan esta hipótesis).

Figura 4.21. Evolución de pesos promedio. Los puntos corresponden al promedio y al

desvío estándar (n=5).

Es interesante retomar lo mencionado en la sección anterior acerca de la Cmáx. En

estudios preclínicos previos se cuantificó una Cmáx con un valor de 160 µM bajo el

tratamiento estándar de BNZ (100 mg/kg/d) en ratones (31), una Cmáx dieciséis veces

mayor a la Cmáx cuantificada luego de una dosis de 30 mg/kg. Sin embargo,

extrapolando los resultados, se observó que a una dosis de 20 mg/kg/d, y por lo tanto

una Cmáx 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 estándar. Esto podría dar indicio de eficacia del tratamiento a

dosis más bajas que no provean niveles de fármaco que pudieran sobrepasar las

concentraciones mínimas tóxicas, con los consiguientes efectos adversos. En los últimos
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años se ha reunido creciente evidencia acerca de esta observación. Se ha reportado un

ensayo preclínico (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 días en ratones

hembra Swiss infectadas con 1x103 tripomastigotes de la cepa Y (DTU II) en los que la

supervivencia fue del 100 % en los tres grupos. En nuestro caso, un tratamiento de 5

días arrojó la misma tasa de supervivencia. Los autores observaron que el menor pico de

parasitemia se alcanzó con la dosis de 100 mg/kg/d (1x104 frente a 3,5x105

tripomastigotes/mL para la dosis de 20 mg/kg/d) mientras que en nuestro caso el pico de

parasitemia estuvo en 2,4x105 tripomastigotes/mL en el tratamiento BNZ 20mg/kg/d.

Interesantemente, los autores también ensayaron las mismas dosis en un modelo

crónico, hallando tasas de curación 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 vehículo del fármaco. Por otra parte, Diniz y colaboradores

(33) reportaron eficacia del tratamiento durante 7 días con dosis 100 mg/kg/d en la

misma cepa de T. cruzi y ratones, pero con un inóculo mayor (5x103 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

inóculo conlleva cambios más severos en el desarrollo de la enfermedad en ratones (34).

Sin embargo, no podría descartarse la eficacia de dosis más bajas sin antes conocer

cómo se traslada el conocimiento del tamaño del inóculo inicial en humanos. Como este

dato es multifactorial, cada cepa de T. cruzi posee una virulencia compleja de

determinar y es muy difícil (casi imposible) determinar inóculos iniciales en las

situaciones de contagio silvestres, no se hace foco en esta información saliendo del

laboratorio. Lo que se lleva a cabo para estudiar la eficacia de nuevos regímenes

posológicos son ensayos clínicos como los llamados BENDITA (#NCT03378661) y

MULTIBENZ (#NCT03191162) evaluando dosis y duración del tratamiento con BNZ.

En el estudio BENDITA (35) se comparó 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 pequeños para

realizar una comparación estadística válida entre ellos, aun así hacen algunas

comparaciones. En primer lugar, denotan que las reacciones adversas fueron reportadas

en menor medida para la dosis más baja de BNZ, y luego que la tasa de curación no fue

significativamente diferente entre las dosis. En MULTIBENZ (36, 37) los brazos de
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tratamiento fueron 300 mg durante 60 días, 150 mg durante 60 días y/o 400 mg durante

15 días. Se evidenció que la reducción 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-VEHÍCULO alcanzó 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 parámetro muy variable que no siempre indica la efectividad

del tratamiento, como puede observarse, por ejemplo, en el tratamiento con el vehículo,

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

supervivencia.

Figura 4.22. Evolución de parasitemias promedio. Los puntos corresponden al

promedio y el desvío estándar (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 formulación

polimérica (y sus respectivos controles). Se realizó 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 comparación a los

ratones tratados con el VEHÍCULO y EU-VEHÍCULO. Por último y para resaltar, en

comparación al resultado de porcentaje de supervivencia del capítulo 3 para

NLC-VEHÍCULO, los ratones tratados con las nanopartículas lipídicas vacías tuvieron

una mayor sobrevida respecto a los ratones tratados con las nanopartículas poliméricas

vacías, mientras que la sobrevida de los ratones tratados con NLC-BNZ a los 20 días

post-infección fue el doble en comparación al tratamiento con EU-BNZ. Estos

resultados aportan una evidencia adicional respecto al efecto tripanocida del

nanovehículo lipídico, que atribuimos al MM.
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Conclusiones parciales

En el presente capítulo se describe la obtención y caracterización fisicoquímica y

biológica de un sistema polimérico encapsulando BNZ y la evaluación de su eficacia

contra el agente etiológico de la enfermedad de Chagas en distintos modelos.

En primer lugar, se obtuvieron nanopartículas poliméricas esféricas a partir de un

polímero neutro mediante una técnica de síntesis sencilla y económica. La

caracterización térmica y de rayos X de la formulación indicó 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 liberación sostenida del fármaco

durante 24 horas siguiendo un mecanismo de liberación ajustado al modelo de

Korsmeyer-Peppas con una liberación regida por un mecanismo principalmente de

difusión. La estabilidad fisicoquímica de la formulación fue durante al menos cuatro

meses manteniendo valores constantes de tamaño de partícula, ζ, PdI y EE, %.

Siguiendo con los ensayos in vitro, los experimentos de incubación de nuestro

nanosistema con tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi mostraron viabilidades

similares a las observadas para el fármaco libre y la falta de efecto del vehículo vacío,

con una variabilidad del ensayo elevada. Aquí, además, se tuvo en cuenta que la

liberación del BNZ desde EU-BNZ a las 24 horas no alcanzó el 100%, por lo que se

alcanzarían viabilidades de parásitos similares entre los tratamientos mencionados con

un número menor de moléculas de fármaco.

La permeabilidad de EU-BNZ en estudios en monocapa de células Caco-2 fue similar a

la del fármaco libre. Por otro lado, el efecto citotóxico en células fue menor para

EU-BNZ en comparación con el fármaco libre en la línea celular CHO, y el sistema

nano tampoco presentó toxicidad en las líneas Caco-2 y Vero. Sumado a una muy baja

actividad hemolítica, la formulación sugiere posibles beneficios para su uso en términos

de su perfil de seguridad.

Pasando a los resultados de los modelos murinos, el ensayo farmacocinético mostró

perfiles plasmáticos similares entre la nanoformulación versus el fármaco libre por vía

oral, aunque en el caso del sistema nano se observó gran variabilidad entre los animales

de experimentación por lo que sería conveniente sumar más réplicas al ensayo.

El desempeño de EU-BNZ en el ensayo in vivo de infección aguda resultó en una menor

supervivencia de los ratones luego del tratamiento respecto a la misma dosis de BNZ,

así como un similar control de la parasitemia. Aun así, en comparación al tratamiento
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con el VEHÍCULO y con EU-VEHÍCULO, la supervivencia fue mayor para los ratones

tratados con EU-BNZ. Por otro lado, trayendo a colación el resultado del ensayo in vivo

agudo del capítulo 3, la supervivencia de los ratones tratados con NLC-VEHÍCULO fue

mayor a la supervivencia de los ratones tratados con EU-VEHÍCULO, en línea con el

efecto tripanocida observado en el MM.
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES.
PERSPECTIVAS.
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Capítulo 5

Discusión y conclusiones generales. Perspectivas.

La Organización 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 fármacos, el BNZ y NFX,

descubiertos en los años 1960s y 1970s, con eficacia comprobada en la etapa aguda de

la infección, pero con eficacia limitada en la fase crónica (2) según los resultados de los

estudios clínicos BENEFIT y TRAENA, discutidos en secciones previas.

El tratamiento con BNZ es largo (dura 60 días y utiliza dosis elevadas: la

recomendación es de 5- 7,5 mg/kg/d dividido en dos dosis diarias administradas después

de las comidas (3, 4)). Este régimen de administración resulta tóxico en un porcentaje

relativamente elevado de los pacientes adultos, quienes presentan síntomas tales como

dolor de cabeza, anorexia, debilidad, rash cutáneo, 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

sobredosificación y, en algunos casos, a reacciones idiosincrásicas (6). Indagando

acerca de la implicancia de la sobredosificación en el tratamiento, se encontraron

trabajos en lo que se realizaron ensayos clínicos no aleatorizados acortando la duración

del tratamiento de 60 a 30 días, y se observó que algunos efectos adversos (neuropatía

periférica y disminución 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 reducción de dosis, sumando evidencia de que

los efectos dermatológicos parecerían ser idiosincráticos (7). Acerca del resto de los

efectos adversos, la evidencia no es concluyente. Por un lado, un ensayo clínico reveló

una falta de correlación entre los niveles plasmáticos 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 días demostró que, si bien un 50% de

los pacientes reportaron efectos adversos estos fueron leves y no condujeron a la

interrupción 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% abandonó el tratamiento estándar a los 10 días debido a los efectos adversos, y en

el que se encontró que luego de 9 años un 59 % de los mismos había logrado la

seroconversión (10). No obstante, se necesita sumar más evidencia proveniente de

ensayos clínicos más rigurosos, utilizando grupos aleatorizados, comparando

tratamientos más cortos o dosis más bajas. En 2021 se publicaron los resultados del

ensayo clínico BENDITA (#NCT03378661) (11) que evaluó distintas dosis y duración

del tratamiento para BNZ en monoterapia o en combinación con fosravuconazol. Se

reportó una respuesta tripanocida sin diferencias entre los tratamientos, salvo en

relación con el abandono del tratamiento, siendo menos ocurrente en tratamientos más

cortos o con dosis más bajas. Recientemente, en abril de 2024 se han reportado los

resultados del ensayo clínico MULTIBENZ (#NCT03191162) en el que se comparó la

efectividad de BNZ utilizado en tres esquemas de dosificación (I:150 mg/d durante 60

días, II: 400 mg/d durante 15 días y/o III: 300 mg/d durante 60 días) hallándose que los

pacientes tuvieron respuestas parasitológicas similares, pero que, por otro lado, el

tratamiento fue discontinuado en menor medida por los pacientes cursando el esquema

corto (II) en comparación con el control (III) (12).

Sumando a estas incertidumbres acerca de la duración y posología óptimos para mejorar

la relación eficacia/seguridad, también se observan inconsistencias en la clasificación

del BNZ en el marco del SCB, como se mencionó en el capítulo introductorio. Tanto si

el BNZ es clasificado como un fármaco de clase II (baja solubilidad, alta permeabilidad)

o como clase IV (baja solubilidad, baja permeabilidad), los nanovehículos

farmacéuticos podrían 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 fármaco, u optimizando la velocidad de

disolución. Por otro lado, en el caso de otros nanosistemas, gracias a su pequeño tamaño

y naturaleza lipofílica (por ejemplo, las nanopartículas lipídicas) podrían permitir su

pasaje por barreras biológicas mejorando la permeabilidad del principio activo y

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

Durante los últimos 20 años se han investigado y desarrollado en el ámbito académico

numerosas formulaciones de nanosistemas de BNZ y NFX a partir de un extenso

abanico de materiales con diferentes propiedades fisicoquímicas siendo los más

estudiados los polímeros, los lípidos y los nanocristales (13). Se obtuvieron
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nanopartículas con mejor desempeño respecto al fármaco libre en varios aspectos; por

ejemplo, formulaciones de CaCO3 encapsulando BNZ menos tóxicas que el fármaco

libre según ensayos en células LLC-MK2 o nanocristales de BNZ con una mejora en la

permeabilidad del fármaco a través de una monocapa de Caco-2. Dentro del abanico de

nanopartículas están incluidas las lipídicas y las poliméricas. La encapsulación de BNZ

en nanosistemas lipídicos ha arrojado resultados positivos en cuanto a la obtención de

sistemas de liberación controlada y permeabilidad incrementada (14). En cuanto a las

formulaciones poliméricas se ha recopilado extensa información acerca de

modificaciones de polímeros para agregar ligandos que interaccionen con receptores,

por ejemplo (15).

Durante el presente trabajo de tesis se obtuvieron y evaluaron dos formulaciones de

nanovehículos farmacéuticos, una de base lipídica y otra de base polimérica, con el

objetivo de mejorar los parámetros farmacocinéticos del BNZ y, de esta manera,

optimizar la seguridad y la eficacia del fármaco de una manera económica.

La primera formulación obtenida fue una formulación de partículas lipídicas

nanoestructuradas, consiguiendo aproximadamente un 80% de EE, % de BNZ. Se

verificó la morfología esférica con un tamaño promedio de alrededor de 150 nm,

medido como su diámetro hidrodinámico. Se realizó la caracterización fisicoquímica de

las nanopartículas por métodos termogravimétricos, cristalografía de rayos x y

espectroscopía infrarroja. A partir de los resultados de la caracterización fisicoquímica,

se observó que el fármaco se encontró presente en un estado amorfo en el interior de las

nanopartículas, sin interactuar con los excipientes.

Por otro lado, el sistema mostró un perfil de liberación inicial rápida seguida por una

cinética de liberación más lenta, y no resultó hemolítico ni citotóxico en células CHO,

Vero y Caco-2 a la concentración máxima ensayada. Se consiguió un efecto contra

tripomastigotes similar al del fármaco en solución (EC50 de 5,73 µM frente a 6,07 µM

para el fármaco libre), sin diferencias significativas entre los valores. Vale la pena tomar

en cuenta, a la luz de este dato, las curvas de liberación de BNZ obtenidas desde el

sistema nano. A las 24 horas de iniciado el ensayo se observó un porcentaje de

disolución del fármaco sin encapsular similar al 90%, frente a un 74% desde la

formulación nanolipídica. Esto podría traducirse como una menor cantidad de

moléculas de fármaco libre para interactuar con los tripomastigotes en ese período
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temporal. Por lo tanto, considerando, de manera conjunta, la antedicha similitud de

efectos entre el fármaco libre y la formulación frente a T. cruzi, y el ensayo de

liberación de BNZ, podríamos concluir que la formulación nano obtuvo efectos

similares con menor cantidad de BNZ libre durante buena parte del ensayo de

enfrentamiento, implicando que de alguna manera la formulación lipídica incrementa el

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

Consistentemente con la observación anterior, en el contexto de experimentos in vitro,

se observó que el vehículo vacío demostró acción tripanocida sobre los parásitos, ya que

se vio disminuida la viabilidad en tripomastigotes de manera

concentración-dependiente. Luego de enfrentar los componentes de la formulación

individuales contra tripomastigotes, se determinó que el componente con actividad

tripanocida es el miristil miristato, resultado que es en sí mismo interesante ya que este

es un componente frecuente de muchas formulaciones farmacéuticas.

Retomando el resultado del ensayo de incubación de la formulación con

tripomastigotes, una conclusión posible podría ser que el efecto intrínseco del vehículo

compensa la menor concentración de fármaco libre asociada a la cinética de liberación

desde las nanopartículas, explicándose la similitud de las EC50s obtenidas para la

formulación y el fármaco libre.

Por otro lado, se ensayó la incubación de la formulación frente a amastigotes

obteniendo un efecto similar entre las nanopartículas y el fármaco libre sin diferencias

significativas entre tratamientos. Además, se evidenció el efecto

concentración-dependiente del miristil miristato sobre los amastigotes, a

concentraciones más elevadas respecto a las observadas en tripomastigotes,

registrándose un efecto más pronunciado a partir de una concentración de 25 µM. De

aquí podría desprenderse que, tal vez, el mecanismo de acción de este lípido implique

un blanco molecular con mayor nivel de expresión en el estadio tripomastigotes que en

amastigotes.

Los resultados de ensayos farmacocinéticos mostraron que, al comparar los valores de

áreas bajo la curva (AUC 0 🡪 ∞ y AUC 0 🡪 t) del perfil plasmático y los de concentración

plasmática máxima (Cp máx) tanto para la formulación de nanopartículas lipídicas como

para el fármaco libre en solución no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos luego de una administración oral.
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El ensayo en el modelo murino de infección aguda, por su parte, mostró como resultado

que el tratamiento con la formulación alcanzó 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 comparación con el fármaco libre. El

desempeño de las nanopartículas con BNZ fue, sin embargo, superior al del vehículo y

al de las nanopartículas vacías en relación con el porcentaje de supervivencia. Por otra

parte, se realizó un primer ensayo farmacocinético administrando por vía intraperitoneal

el fármaco libre y la formulación. Si bien no se realizaron repeticiones para efectuar una

comparación estadística, de este primer ensayo se observó una aparente tendencia para

la formulación de nanopartículas a un mayor valor de AUC, por lo que sería interesante

explorar si nuestras nanoformulaciones presentan alguna ventaja en términos de eficacia

utilizando vías de administración 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 observó un efecto intrínseco del vehículo

y del miristil miristato sobre los parásitos), se evidenció un mayor porcentaje de

supervivencia en los ratones tratados con las nanopartículas vacías comparados con los

ratones tratados con el vehículo en el que se disolvió el fármaco.

La segunda formulación fue una formulación polimérica compuesta del polímero neutro

Eudragit® NE30D. Esta formulación alcanzó uno EE, % de alrededor del 80%, y mostró

un perfil de liberación sostenida del fármaco. La morfología de las nanopartículas fue

esférica con un diámetro medio de aproximadamente 150 nm. Se realizó la

caracterización fisicoquímica y, de igual modo que en la formulación lipídica, se

encontró al BNZ localizado de manera amorfa en el interior de las partículas.

La formulación no resultó hemolítica ni citotóxica en células CHO, Vero y Caco-2 a la

concentración máxima ensayada. Del resultado del ensayo de incubación con

tripomastigotes se observó que la EC50 del BNZ en la formulación polimérica tendió a

ser más elevada en comparación con el fármaco libre (13,14 µM frente a 6,07 µM),

aunque no hubo diferencias significativas debido a la dispersión entre las repeticiones.

El vehículo vacío no presentó toxicidad a una concentración de 100 µM. Teniendo en

cuenta que el porcentaje de liberación del BNZ es del 90 % a las 24 horas mientras que

del BNZ desde la formulación es del 70 %, se esperaría que una menor cantidad de

BNZ desde la formulación interactuase con el parásito. Por otro lado, los ensayos de
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incubación contra amastigotes revelaron resultados similares a los anteriores en cuanto a

efecto del BNZ como fármaco libre y en la formulación, la eficacia de ambos

tratamientos parecería 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

estadístico.

Los ensayos farmacocinéticos arrojaron como resultado que las AUC no exhibieron

diferencias significativas tanto para el tratamiento con el fármaco libre como para la

formulación de nanopartículas poliméricas luego de una administración oral. De igual

modo que para la formulación lipídica, 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 fármaco libre. Los ratones tratados

con EU-BNZ tuvieron una mayor sobrevida en comparación a los ratones tratados con

el vehículo y con las nanopartículas vacías.

Volviendo a los antecedentes en bibliografía, de manera similar a lo observado durante

el estudio BERENICE, en el que se observó la necesidad de mayores dosis de

NLC-BNZ para obtener efecto similar al fármaco libre, nuestras formulaciones no

optimizaron el efecto del BNZ in vivo. Por nuestra parte, tal vez sería interesante si

capitalizáramos la liberación retardada del BNZ encapsulado en sistemas nano para su

estudio en modelos crónicos 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 fármacos categorizados como clase

II y/o clase IV en el SCB, una perspectiva a futuro que nos interesaría es probar nuestras

nanopartículas en un sistema in vivo en ratones debido a la baja permeabilidad del BNZ.

Si bien es alta la correlación entre el modelo de permeabilidad en células Caco-2 con un

modelo más complejo de absorción como un modelo ex vivo (utilizando una porción de

tejido intestinal humano o animal), muchos fármacos de baja permeabilidad podrían

tener mayor biodisponibilidad in vivo ya que se valen de las especialidades anatómicas

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. Sería interesante probar la permeabilidad de nuestra formulación en
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el modelo celular MDCK-mdrI que sobreexpresa P-gp para evaluar el impacto de las

nanopartículas sobre la absorción.

Visto que en el ensayo en modelo murino de infección aguda el BNZ libre demostró un

mejor desempeño que el BNZ encapsulado, sería interesante mejorar nuestros sistemas

para conseguir direccionamiento activo hacia el parásito a través de la incorporación de

moléculas decorativas de superficie con posibles interacciones con receptores ubicados

en la membrana de T. cruzi o receptores del huésped regulados hacia arriba en células

infectadas. Un objetivo concatenado a esto último es estudiar la distribución de las

formulaciones a partir de la marcación de las nanopartículas con una sonda fluorescente

para realizar su seguimiento en ratones, a fin de evaluar que órganos presentan una

mayor acumulación de principio activo.

Además, en vista de seguir mejorando nuestros sistemas, nos sería de interés probar el

agregado de aceites esenciales con actividad tripanocida a nuestra formulación lipídica

como lípido líquido nanoestructurante. Se han realizado numerosos reportes de aceites

esenciales extraídos de distintas partes de plantas con actividad tripanocida que podrían

sumar a la acción del BNZ permitiendo una disminución de la dosis.

Teniendo en cuenta la carga levemente negativa de nuestras nanopartículas, sería

interesante la síntesis de una nanopartícula híbrida con un núcleo lipídico y una cubierta

polimérica a fin de poder modificar la superficie fácilmente alterando la carga

superficial hacia valores más positivos, que podría favorecer la adhesión y captación

celular, o la liberación dirigida uniendo covalentemente un anticuerpo que interactúe

con algún antígeno de T. cruzi.

Una perspectiva interesante, y no anticipada, del trabajo realizado se vincula a la

actividad intrínseca del miristil miristato, siendo de futuro interés el estudio de

derivados de este compuesto con posible actividad tripanocida y la caracterización de su

mecanismo de acción. Sería interesante evaluar mediante técnicas de microscopía si el

lípido afecta la integridad de la membrana del parásito. Adicionalmente, habiendo

verificado que existen numerosos reportes en literatura de la actividad antiprotozoaria

de diversos ácidos grasos, la obtención de otros sistemas lipídicos nanoestructurados

basados en otros ácidos grasos y ésteres de ácidos grasos con actividad tripanocida

resulta una perspectiva alentadora.

160



Finalmente, nuestro mayor interés a futuro reside en realizar los enfrentamientos de

nuestros sistemas de liberación prolongada en modelos in vivo de la etapa crónica de la

enfermedad a fin de evidenciar los posibles efectos de alcanzar una concentración de

BNZ en plasma sostenida en el tiempo con el objetivo de una disminución de la dosis o

de un cambio en el esquema de dosificación. En ese caso, podría priorizarse el uso de la

formulación lipídica buscando un efecto sinérgico y/o de aditividad con el BNZ en el

modelo crónico.
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Material suplementario

Figura S1. Porcentaje de viabilidad de tripomastigotes en presencia de concentraciones

crecientes de una suspensión de lípido líquido GTCC-LQ. Se reporta el promedio y

desvío estándar.

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

crecientes de una solución de P188. Se reporta el promedio y el desvío estándar.
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Tablas de parasitemia

● Ensayo in vivo en modelo murino de enfermedad aguda. Tratamientos:

VEHÍCULO (solución fisiológica + DMSO20%), BNZ 10 mg/kg/d, BNZ 20

mg/kg/d, NLC-BNZ 10 mg/kg/d, EU-BNZ 10 mg/kg/d, NLC-VEHÍCULO y

EU-VEHÍCULO.

Tabla S1. Medición de parasitemia del grupo “VEHÍCULO” por animal mediante el

método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 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 - +++ 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. Medición de parasitemia del grupo “BNZ 10 mg/kg/d” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 5 dpi 10 dpi 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 - +++ 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. Medición de parasitemia del grupo “BNZ 20 mg/kg/d” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 5 dpi 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 - + 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. Medición de parasitemia del grupo “NLC-BNZ 10 mg/kg/d” por animal

mediante el método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 5 dpi 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 - +++ 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. Medición de parasitemia del grupo “NLC-VEHÍCULO” por animal mediante

el método semi-cuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5 p/20

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 5 dpi 10 dpi 13 dpi 16 dpi 19 dpi 23 dpi 27 dpi

1 - +++ 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 - ++ 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. Medición de parasitemia del grupo “EU-BNZ 10 mg/kg/d” por animal

mediante el método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 5 dpi 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. Medición de parasitemia del grupo “EU-VEHÍCULO” por animal mediante

el método semicuantitativo de gota fresca. -: 0parásitos/20 campos; +: 1-5 p/20 campos;

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

Gota Fresca Tripomastigotes/mL
Ratón 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 - + 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 ratón

Figura S1. Pesos individuales de los ratones del grupo VEHÍCULO.

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.

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-VEHÍCULO.

Figura S6. Pesos individuales de los ratones del grupo EU-BNZ 10 mg/kg/d.
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Figura S7. Pesos individuales de los ratones del grupo EU-VEHÍCULO.
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Seguimiento de parasitemia por ratón

Figura S8. Parasitemias individuales de los ratones del grupo VEHÍCULO.

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.

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-VEHÍCULO.

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-VEHÍCULO.
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Anexo I
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