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RESUMEN

Las parasitosis gastrointestinales constituyen serias limitantes para la salud, la
productividad y el bienestar de rumiantes en sistemas pastoriles. El uso de farmacos es la
principal herramienta de control de las parasitosis, sin embargo, en las Ultimas décadas su
utilizacion masiva y muchas veces sin supervision profesional, determiné una importante
presion de seleccion sobre las poblaciones parasitarias. Ante el avance del fendmeno de
resistencia antihelmintica, se han propuesto diferentes estrategias de base farmacolégica
con el objetivo de retardar y/o controlar el desarrollo de la misma. Una de ellas es el uso
combinado de farmacos antihelminticos de similar espectro, pero con diferente
mecanismo de accion. Esta herramienta puede contribuir a mejorar la eficacia sobre
parésitos resistentes, en especial si los farmacos incluidos en la combinacion tienen una
elevada eficacia inicial.

En este contexto, el presente trabajo de Tesis abord6 el problema de la resistencia
antihelmintica desde un enfoque integrador farmaco-parasitolégico. El objetivo de este
trabajo fue evaluar las potenciales interacciones farmacocinéticas/farmacodindmicas
derivadas del uso combinado de moxidectina (MOX) y levamisol (LEV) en corderos
parasitados con nematodos gastrointestinales resistentes, y la evolucién de la eficacia del
tratamiento combinado después de su uso durante 4 afios.

Para ello, la Tesis se organizé en 2 capitulos experimentales, el primero de los cuales
se dividié en dos secciones experimentales. En la primera seccion experimental se realizé
la caracterizacion farmacocinética de MOX y LEV administrados solos o en forma
combinada, a ovinos naturalmente parasitados. En la segunda seccion experimental se
estudid la eficacia del tratamiento combinado al inicio y al final del periodo de estudio (4
anos).

En el segundo capitulo experimental se caracterizé, bajo condiciones in vitro, la poblacion
parasitaria seleccionada en el primer capitulo experimental. Este capitulo también se
dividi6 en dos secciones experimentales. En la primera de ellas, se realizé la
caracterizacion fenotipica mediante el Test de inhibicion de la migracion larval frente a
MOX y LEV, mientras que en la segunda se realiz6 la cuantificacion de los niveles de
expresion relativa de 3 Gp-P en respuesta al tratamiento combinado de MOX y LEV a lo
largo de los 4 afios de estudio.

No se observaron cambios significativos en la cinética de disposicién de MOX y LEV
luego de su co-administracion en comparacion con la administracion individual. Se

obtuvieron niveles de reduccién entre 100% y 77% en la cuenta de huevos para la
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administracion combinada MOX+LEV durante todo el periodo experimental, observandose al
finalizar el estudio mayores valores para el tratamiento combinado que los obtenidos para
cada farmaco de manera individual, lo que podria indicar un efecto aditivo entre MOX y
LEV.

La combinacion de MOX y LEV evidencié un aumento del efecto observado in vitro
sobre la migracion larval con respecto a las incubaciones individuales y, de igual manera,
el tratamiento combinado indujo incrementos en los niveles de expresion de las tres Gp-P
evaluadas en los especimenes de H. contortus recuperados al finalizar los ensayos in
vivo, siendo dicho incremento estadisticamente significativo para la Gp-P3 en relacion al
aislamiento parasitario de inicio.

Como conclusion, el presente trabajo de Tesis aporta informacion original mediante
estudios farmaco-parasitolégicos integrados. Dicho conocimiento puede ser de utilidad
para disefiar estrategias que permitan prolongar utilidad de los farmacos antihelminticos

en el control parasitario.

Palabras Clave: resistencia antihelmintica, moxidectina, levamisol, tratamiento
combinado.
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ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes seriously affect health, productivity and animal welfare in
grazed based systems. Chemical control is the main used tool for controlling parasites.
However, the massive drug administration during the last decades without professional
supervision, led to significant selection pressure on parasite populations. Considering the
increasing anthelmintic resistance, a variety of pharmacology-based strategies have been
proposed for delaying and/or controlling its progression.

Among them appears the combined use of anthelmintic drugs with different mechanism
of action, but with the similar spectrum. This tool may contribute to improve efficacy on
resistant parasites, especially if the drugs included have a high initial efficacy.

Under these circumstances, the current Thesis addressed the problem of anthelmintic
resistance from an integrative drug-parasitological approach. The objective of this work
was to evaluate the potential pharmacokinetic/pharmacodynamic interactions derived from
the combined use of moxidectin (MOX) and levamisole (LEV), in lambs parasitized with
resistant gastrointestinal nematodes during 4 years of treatments.

The Thesis was divided into 2 experimental chapters. The first one was organized into
two experimental sections. The first section included the pharmacokinetic characterization
of the individual and combined administration of MOX and LEV in naturally parasitized
sheep was carried out. In the second experimental section, the efficacy of the combined
treatment was studied at the beginning and at the end of the study period (4 years).

In the second experimental chapter, the parasitic population selected in the first
experimental chapter was characterized under in vitro conditions. This chapter was also
divided into two experimental sections. In the first of them, the phenotypic characterization
was carried out using the larval migration inhibition test against MOX and LEV, while in the
second, the relative expression levels of 3 P-glycoproteins were quantified in response to
MOX and LEV combined treatment throughout the 4 years of study

No significant changes were observed in the disposition kinetics of MOX and LEV after
their co-administration compared to individual administration. Levels of fecal eggs count
reduction were between 100% and 77% after the combined administration of MOX + LEV
during the entire experimental period, observing at the end of the study higher values for
the combined treatment than those obtained for each drug individually, which could
indicate an additive effect between MOX and LEV.

The combination of MOX and LEV increased the in vitro effect observed on larval
migration compared to the incubations performed with the individual compound. Besides,
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the combined treatment increased the expression levels of the 3 Glycoprotein-Pg
evaluated in the H. contortus specimens recovered at the end of the in vivo tests, being
statistically significant the increment for glycoprotein-P; compared to the initial isolate.

As a conclusion, the current Thesis provides original information through integrated
pharmaco-parasitological studies. Such knowledge can be useful in planning strategies to

extend the lifespan of anthelmintic drugs in parasite control.

Key Words: anthelmintic resistance, moxidectin, levamisole, combined treatment.
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1. Introduccidén general

1. 1 Parasitosis gastrointestinales en produccién ovina

Las parasitosis gastrointestinales constituyen serias limitantes para la salud, la
productividad y el bienestar de rumiantes. La mortalidad por parasitos es la forma mas
extrema de reducir la productividad. Sin embargo, las pérdidas clinicas y subclinicas
generadas por una reduccién en la produccién de lana, carne y leche de los animales
afectados, como asi también la afeccién directa o indirecta de las crias, son de
fundamental importancia en los sistemas pastoriles; sin dejar de tener en cuenta la
reduccion en el nivel de bienestar de los animales (Nari y Fiel 2013). Las parasitosis
gastrointestinales son producidas principalmente por nematodos gastrointestinales,
siendo las especies de mayor importancia epidemioldgica en el ganado ovino y caprino
las pertenecientes al orden Strongylida. Estas especies se clasifican en cuatro
superfamilias, de las cuales Trichostrongyloidea es la de mayor interés veterinario
(Suéarez, 2007).

Los efectos de las parasitosis en la produccion ovina varian de acuerdo con la
patogenicidad de la especie de parasito considerada, la carga parasitaria, la categoria
del hospedador y su estado fisiolégico y nutricional. Los principales signos de
parasitismo estan asociados a la presencia de anemia y muerte (Haemonchus spp.) o
diarrea y retardo en el crecimiento (Teladorsagia spp., Trichostrongylus spp.).

La enfermedad parasitaria ademas se manifiesta con alteraciones de la ingesta, en
la digestion y absorcion de nutrientes y en la deposicion de proteina, grasa y
minerales, lo que termina afectando a los parametros reproductivos e inmunitarios
(Giudici et al. 2013).

El origen etiolégico de la parasitosis gastrointestinal en ovinos esta dado por la
infeccion individual, o mas generalmente mixta de los parasitos nematodos
Haemonchus contortus, Haemonchus placei, Ostertagia ostertagi, Teladorsagia
circumcincta, Trichostrongylus spp, Nematodirus spp, Cooperia spp, Strongyloides
papillosus, Oesophagostomun venulosum, Chabertia ovina, Trichuris ovis y
Dictyocaulus filaria. En las regiones de clima frio T. circumcincta es la principal causa
de parasitosis. Sin embargo, en las regiones de clima templado y subtropical H.
contortus cumple un papel predominante (Romero et al. 2007).

Los parasitos abomasales, Ostertagia spp, T. circumcincta y T. axei producen
lesiones que alteran la funcionalidad de las glandulas. Esto disminuye la produccion de
acido clorhidrico, elevando el pH géstrico e impidiendo la activacion del pepsinégeno,

con la consiguiente falta de digestion proteica. En el caso de H. contortus, dado su



habito hematéfago, realiza movimientos que generan cortes en la mucosa, secretando
al mismo tiempo sustancias anticoagulantes en la micro-herida. Generalmente los
adultos no penetran en la mucosa, excepto el cuarto estadio, que cava en la mucosa
del abomaso formando botones de sangre, debajo de los cuales come y permanece.
Dentro de los parasitos intestinales, la especie mas predominante es T.
colubriformis, responsable de diarreas a fines de otofio e invierno. En la Tabla 1 se
presentan las especies de nematodos gastrointestinales mas importantes que afectan

a los ovinos y su sitio de localizacion.

Tabla 1: Parasitos gastrointestinales que afectan a los ovinos, su sitio de localizacién y

los principales signos clinicos asociados.

Localizacion

Especie

Principales signos clinicos

Abomaso

Haemonchus contortus

Anemia, edema, pérdida de

peso, muerte.

Teladorsagia circumcincta

Pérdidas productivas, diarrea

Trichostrongylus axei

Pérdidas productivas, diarrea

Intestino delgado

Trichostrongylus colubriformis

Pérdidas productivas, diarrea

Cooperia punctata

Pérdida de peso, anorexia

Nematordirus fillicolis y

spathiger

Pérdida de peso, anorexia

Strongyloides papillosus

Pérdida de peso leve

Intestino grueso

Trichuris ovis

Diarrea leve

Chabertia ovina

Anemia, pérdidas productivas

1. 2 Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico de los nematodos Tricostrongylidos es directo y se caracteriza por

cuatro mudas y cinco estados entre larva y adulto, tal como se muestra en la Figura 1.
Los animales parasitados eliminan los huevos en sus heces y una vez en el exterior,
bajo condiciones apropiadas de temperatura, humedad y aireaciéon, comienzan a
desarrollarse las larvas del primer estadio (L1). La L1 eclosiona en la materia fecal y
después de un periodo de actividad en el que se alimenta de bacterias y de hongos
presentes en las heces, muda pasando a larva 2 (L2). Esta Ultima tiene los mismos
hébitos alimenticios que la L1, ambas almacenan reservas en sus células intestinales,



tienen escasa movilidad y son los estadios mas vulnerables a las condiciones
ambientales.

Luego de un periodo de reposo desarrolla la larva 3 (L3), la cual mantiene la
cuticula de la L2 y desarrolla una nueva envoltura que le impide alimentarse, pero la
hace resistente a las condiciones ambientales. La supervivencia de la L3 (larva
infestante) depende de la energia acumulada en sus células intestinales. Estas poseen
una gran movilidad, abandonan las heces y migran por la pastura, permaneciendo alli
hasta ser ingeridas por el hospedador (Soulsby, 1988; Entrocasso, 19882; Fiel y
Steffan, 1994).

Luego de ser ingeridas, las L3 se liberan de la cuticula externa en una porcidon
anterior a su sitio de localizacién (rumen en caso de parasitos abomasales y abomaso,
en caso de parasitos intestinales) a partir de lo cual penetran en la mucosa (fase
histotréfica). Alli sufren la segunda muda y evolucionan a larvas de 4° estadio (L4).
Luego de unos dias de crecimiento en la mucosa, emergen a la luz del abomaso o
intestino a medida que se desarrollan a formas juveniles. Estas maduran originando
parasitos adultos en condiciones de copular y de producir huevos fértiles que son
eliminados con las heces.

El tiempo transcurrido desde la infestaciobn hasta la eliminacion de huevos se
denomina periodo de prepatencia y en general para los Tricostrongylidos tiene una
duracién de 19 a 25 dias (Soulsby, 1988; Fiel y Steffan, 1994). Este periodo de
prepatencia puede demorarse bajo ciertas condiciones, las larvas pueden frenar su
desarrollo en la mucosa y permanecer en un estado de reposo o inhibicién durante 3 a
5 meses antes de retomar su desarrollo normal. Este fendmeno se denomina
hipobiosis (Nari et al. 1982).

Las L3
infestantes son
ingeridas por

los animales en I I O | eliminados con |
a materia fecal

Las L3 se
dispersan hacia
las pasturas

Figura 1: Ciclo bioldgico de los nematodos gastr; 'stinales.
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1. 3 Patrones epidemioldgicos en el sudeste bonaerense

Los géneros de parasitos que afectan a los ovinos muestran una marcada
estacionalidad en la provincia de Buenos Aires. La oferta de L3 es principalmente de
Haemonchus durante el verano y el otofio, mientras que la carga se diversifica a fines
de invierno con L3 de Trichostrongylus spp, Ostertagia spp, T. circumcincta y Cooperia
sp.

En los cuadros producidos por H. contortus, la contaminacion de la pastura es
rapida debido al gran potencial biético del género que, ante condiciones climéticas de
elevadas temperaturas y humedad (lluvias), produce un acelerado incremento de la
infestividad de la pastura ocasionando un cuadro caracterizado por anemia aguda el
cual puede ser rapidamente mortal.

Por su parte, el cuadro invernal estd dominado por el parasito intestinal T.
colubriformis, que presenta menor contaminacion relativa (por su menor oviposicion) y
una mayor sintomatologia expresada por diarreas de tipo crénico.

En lo que se refiere a otros géneros de parasitos como Teladorsagia y
Nematodirus, se los halla en menor proporcidon que los anteriores, destacandose la

participacion del género Cooperia en sistemas mixtos (ovinos-bovinos).

1. 4 Control de las parasitosis gastrointestinales

En la actualidad existen diferentes medidas de control dirigidas a contrarrestar el
efecto nocivo de las parasitosis, dentro de las alternativas de control no quimico
pueden citarse el manejo del pastoreo (Barger, 1999), la seleccién de animales
resistentes (Eady et al. 1996), la inmunizacién activa mediante vacunas (Newton y
Munn, 1999), el control bioloégico a través de enemigos naturales (Duddingtonia
flagrans) (Paraud et al. 2006), el uso de determinadas pasturas (Lotus sp., Trifolium
vesiculosum y Desmodium sp.) y manejo de la nutricion (proteinas, taninos)
(Kyriazakis y Houdijk, 2006). Sin embargo, mas alla del éxito que estas medidas
puedan aportar a los sistemas productivos, el uso de farmacos antihelminticos
continla siendo una herramienta clave en el control parasitario, siendo en muchos
casos la Unica alternativa utilizada.

Un programa de control parasitario eficaz consiste en la planificacion de acciones
que incluyen diversas estrategias de manejo de los animales y las pasturas, junto con
la administracion de antihelminticos, luego del diagnéstico parasitolégico y terapéutico

adecuado para cada unidad productiva. En este sentido, el avance y consolidacion de



la resistencia a los antihelminticos ha introducido una variable muy importante que
limita el control de la enfermedad.

1. 4.1 Control farmacoldgico

Para el control farmacoldgico de las parasitosis ovinas se dispone actualmente de 5
grupos quimicos registrados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) como nematodicidas de amplio espectro, clasificados
segun sus propiedades farmacoldgicas en: Benzimidazoles (BzZD) (albendazol,
fenbendazol [FBZ], oxfendazol [OXF], etc), Imidazotiazoles (levamisol) [LEV], Lactonas
Macrociclicas (LM) con las avermectinas (ivermectina [IVM], abamectina [ABM],
doramectina y eprinomectina) y las milbemicinas (moxidectin). Por otro lado, también
estan las salicilanilidas de espectro reducido, cuyo principal representante es el
closantel y finalmente, como antihelminticos de reciente desarrollo e incorporacion al
mercado veterinario se encuentran el monepantel, un derivado del animoacetonitrilo

(Kaminsky et al. 2008) y el derquantel, del grupo de los spiroindoles (Little et al. 2011).

1. 5 Resistencia antihelmintica

El uso de farmacos es la principal herramienta de control de las parasitosis, lo que
muchas veces implica realizar sucesivos tratamientos en cortos periodos de tiempo. El
uso indiscriminado de farmacos y su empleo sin base técnica, determiné una
importante presion de seleccion sobre las poblaciones parasitarias, lo cual deriva en la
seleccion de sub-poblaciones de parasitos resistentes (Wolstenholme et al. 2004).

El desarrollo de resistencia ocurrié relativamente rapido para todas las familias de
farmacos antihelminticos. Las estrategias de control supresivas efectuadas a toda la
majada, utilizando antihelminticos a intervalos regulares fueron factores determinantes
en el desarrollo de la misma (Prichard, 2001).

La resistencia antihelmintica puede ser definida entonces como una disminucién en
la eficacia de un antihelmintico frente a poblaciones parasitarias que normalmente son
susceptibles al mismo (Sangster y Gill, 1999). Esto puede ser consecuencia de una
modificacién genética o de un incremento en la frecuencia de expresiéon de un caracter
hereditario. En ambos casos, se confiere a ciertos individuos de una poblacién
parasitaria la capacidad de sobrevivir al efecto farmacolégico de concentraciones

terapéuticas de un antihelmintico (Prichard et al. 1980).



1. 5.1 Antecedentes de resistencia antihelmintica

El desarrollo de resistencia a los antihelminticos disponibles constituye un serio
problema para el control de las parasitosis gastrointestinales de ovinos, caprinos y
bovinos a nivel mundial (Kaplan, 2004; Wolstenholme et al. 2004; Jabbar et al. 2006;
Laing et al. 2017).

En Argentina, la prevalencia de resistencia es particularmente alta en nematodos de
pequefios rumiantes, pero también se esta incrementando seriamente en bovinos y
equinos (Anziani, 2013). Los primeros reportes de resistencia fueron realizados por
Entrocasso (1988") y Romero et al. (1992) para el grupo de los BZD y las especies de
nematodos involucradas eran H. contortus y N. spathiger.

En el afio 1996, en un estudio realizado en 73 establecimientos agropecuarios por
Eddi et al. en las provincias de Buenos Aires, Corrientes, Cérdoba, Santa Fe y Entre
Rios, se determind que la prevalencia de resistencia de nematodos ovinos fue del 40%
para BZD, 22% para LEV, 11% para la combinacion BZD y LEV y del 6% para IVM. En
el afio 2005, en un relevamiento a nivel nacional Caracostantogolo et al. indicaron que
mas del 60% de las majadas presentaban poblaciones de nematodos con resistencia
hacia alguno de los antihelminticos disponibles. EI mayor problema se observo en el
NEA y especialmente en la provincia de Corrientes, en la cual la RA se increment6
draméticamente desde los primeros estudios realizados por Romero et al. (1992) hasta
el citado estudio nacional del 2005, en el cual todos los establecimientos estudiados
en esta provincia (n=9) presentaban nematodos resistentes a IVM y a BZD en tanto
que el 55% poseia, ademas, resistencia a LEV y a closantel.

Actualmente, es de particular preocupacion el aumento y dispersion de aislamientos
con resistencia a varios antihelminticos. Aislamientos de H. contortus con resistencia
multiple a dos, tres y cuatro farmacos de diferente mecanismo de acciéon han sido
informados en ovinos no solo en el NEA (Romero et al. 2007), sino también en
provincias del area central como Buenos Aires (Entrocasso et al. 2008; Steffan et al.
2011) y Santa Fe (Anziani y Muchiut, 2014).

A finales de 2018 fue reportado por lllanes et al. el primer caso de resistencia a
monepantel en la provincia de Corrientes, ocurrido luego de 6 tratamientos a lo largo
del afio 2014, realizados como paso previo a la introduccién de una cepa susceptible.
Los resultados obtenidos del Test de eficacia controlada expresaron una eficacia total
del 70,8%, con valores de 11,3% para H. contortus y 28,6% para Trichostrongylus

colubriformis.



1. 5.2 Diagnéstico de resistencia antihelmintica

1. 5.2.1Pruebas in vivo

El método mas usado para detectar y monitorear la presencia de resistencia
antihelmintica es el test de reduccién en el conteo de huevos (TRCH) que es aplicable
a todos los principios activos (Taylor et al. 2002) y que ademas es simple y
relativamente facil de realizar. La técnica se basa en el calculo del porcentaje de
reduccién de huevos por gramo de materia fecal (hpg) antes y después del tratamiento
antiparasitario.

En el caso de los ovinos, la Asociacién Mundial de Parasitologia Veterinaria (World
Association for the Advancement of Veterinary Parasitology, WAAVP) establece que
existe resistencia antihelmintica cuando la reduccion del conteo de hpg es menor al
95% vy el limite inferior del intervalo de confianza del 95% es menor a 90%. Si solo una
de estas dos condiciones esta presente se sospecha la presencia de resistencia
(Coles et al., 1992).

En forma complementaria, esta prueba requiere el cultivo de muestras de material
fecal (coprocultivo) para la identificacion de los géneros parasitarios presentes antes y
después del tratamiento, con el objetivo de determinar su participacion relativa
(McKenna, 1996).

Otra técnica de diagnéstico in vivo es el test de eficacia controlada (TEC), que se
basa en la obtenciébn de un porcentaje de eficacia mediante la comparacion de
poblaciones parasitarias a la necropsia de animales tratados y animales no tratados
con farmacos antihelminticos, recuperando, identificando y contando los paréasitos
presentes (Wood, et al. 1995). Este test representa el método mas confiable en la
evaluacion de la actividad antihelmintica ya que permite establecer con mayor
precision los alcances del problema y las especies parasitarias involucradas. Sin
embargo, es una técnica laboriosa y de alto costo dado que implica el sacrificio de
animales. Por este motivo no suele ser utilizado en el diagnéstico de rutina (Anziani y
Fiel, 2005).

1. 5.2.2 Pruebas in vitro

Las pruebas de diagnéstico in vitro para el estudio de resistencia implican el cultivo
de huevos y/o la incubacién de larvas de nematodos gastrointestinales, las cuales se
exponen a concentraciones diferentes de los farmacos a evaluar. Dichas pruebas

evallan el efecto de los farmacos en diferentes aspectos del desarrollo parasitario:



eclosion de huevos, desarrollo y/o motilidad de las larvas. Tales técnicas presentan
como ventaja menores costos para su ejecucion, lo cual es importante especialmente
si se desea probar gran cantidad de principios activos (Sangster y Gill, 1999).

Sin embargo, una posible desventaja es que no reflejan la relacion farmacocinética-
farmacodinamia del farmaco en el sistema hospedador-parasito, por lo que es
necesario que sean validadas con informacion in vivo (Sangster y Gill, 1999). Ademas,
requieren del mantenimiento de aislamientos parasitarios monoespecificos de
referencia para lograr repetibilidad de resultados entre laboratorios. Los métodos in
vitro mas utilizados en la actualidad son el test de eclosion de huevos (TEH) y el test
de desarrollo larval (TDL), el test de inhibicidn de la migracion larval (TIML) y el test de
inhibicion de la alimentacion larval (TIAL).

El TEH es recomendado por la WAAVP para detectar resistencia a los BZD dado
que este grupo de farmacos presenta efecto ovicida en poblaciones parasitarias
susceptibles. La prueba original fue descripta por Le Jambre (1976) y aun continGa
utilizdndose con modificaciones menores segun el autor (Taylor et al., 2002). La
misma consiste en la incubaciéon de huevos de nematodos frescos (no embrionados)
en un rango de concentraciones de tiabendazole (TBZ), a partir de alli se calcula el
porcentaje de huevos eclosionados (Coles et al., 2006).

El TDL puede ser utilizado para diagnosticar resistencia a cualquier grupo de
antihelminticos (Coles, 2005; Dolinsk&, 2013) y consiste en evaluar el desarrollo de L1
a L3 en presencia de concentraciones crecientes del principio activo, en un medio
enriguecido con Escherichia coli y extracto de levadura como fuente de alimento.
Luego del periodo de incubacion (generalmente 7 dias) se calcula el porcentaje de
inhibicion del desarrollo de las larvas. Esta prueba ademas permite la diferenciacién de
especies al identificar las L3 (Coles, 2005).

El TIML se utiliza para la deteccion de resistencia a LEV y LM. Esta prueba consiste
en enfrentar L3 a diferentes concentraciones de farmaco y luego evaluar su motilidad
mediante el pasaje por una malla que permite solamente el pasaje de larvas vivas y
activas. Contando las larvas migradas y las no migradas se puede calcular el
porcentaje de inhibicién de la motilidad (Demeler et al., 2010?).

El TIAL se aplica a LEV y LM. La técnica consiste en exponer L1 a diferentes
concentraciones de antihelmintico, con el agregado de un medio nutritivo a base de E.
coli marcada con un compuesto fluorescente (isotiocianato de fluoresceina). Luego de
la incubacion se calcula el porcentaje de inhibicion de la alimentacién contando la

cantidad de larvas fluorescentes (Alvarez Sanchez et al., 2005).



10
1. 5.2.3Pruebas de Biologia Molecular

La resistencia antihelmintica tiene una base genética, y puede ser detectada
mediante cambios en las secuencias de ADN, ya sean cualitativos (mutaciones) o
cuantitativos (alteracion en la expresion de genes).

El avance de la biologia molecular ha permitido profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de resistencia a drogas. La modificacion del canal de cloro ligado al
glutamato (Njue et al., 2004; Evans et al., 2021) y la sobreexpresién del gen que
codifica para la proteina de eflujo Gp-P (Blackhall et al., 1998), han sido descriptos,
entre otros, como potenciales mecanismos de resistencia a las LM. Mientras que, para
el LEV, cuyo mecanismo de accion es ser agonista de los receptores nicotinicos
(Martin, 1997), se han descripto cambios en las subunidades proteicas que conforman
estos receptores involucrados en la resistencia a este farmaco, aunque los
mecanismos exactos de resistencia aun no han sido dilucidados (Sarai et al., 2014;
Barrere et al., 2014).

Al igual que para las LM, la interaccion de LEV con la Gp-P fue evidenciada por
Kerboeuf y Guégnard (2011). Esta interaccion fue luego confirmada por Raza et al.
(2016") quienes demostraron incrementos de la expresién de Gp-P luego de 3 h de
exposicion a LEV en un aislamiento de H. contortus resistente.

El desarrollo de pruebas moleculares de elevada sensibilidad permitié detectar la
resistencia a BZD en niveles muy bajos comparado con los métodos in vivo e in vitro
(von Samson-Himmelsjerna, 2006). A pesar de los trabajos realizados en todo el
mundo y a excepcion del grupo de los BZD, aun no se han descripto técnicas
moleculares especificas para el diagnéstico de resistencia a otros grupos quimicos.

Los fendmenos de resistencia antihelmintica involucran no solo cambios en los
receptores especificos que disminuyen la afinidad de los farmacos, sino también
cambios en la expresion de ciertos genes. Por ejemplo, incrementos en la frecuencia
de expresion de los genes que codifican para la proteina de eflujo Glicoproteina-P
(Gp-P) determinan una menor acumulacion del farmaco en su sitio de accion (Lespine
et al., 2012). Cuando se usan las pruebas moleculares, al igual que las pruebas in vivo
e in vitro, el desafio consiste en la correcta identificacion de la resistencia en
infestaciones parasitarias mixtas. Puede ocurrir que los parasitos no presenten
mutaciones especificas asociadas a resistencia. Sin embargo, pueden sobre-expresar
ciertos genes y evidenciar cambios que les permitan tolerar concentraciones de
antihelminticos que de otra forma serian incompatibles con su supervivencia (Coles,

2005). Esto representa un problema a la hora de determinar, por técnicas moleculares,
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la susceptibilidad/resistencia de las poblaciones parasitarias a determinados grupos de
farmacos.

1. 6 Estrategias farmacoldgicas para optimizar la eficacia antihelmintica

Ante el avance del fenébmeno de resistencia antihelmintica, se han propuesto
diferentes estrategias de base farmacoldgica con el objetivo de retardar y/o controlar el
desarrollo de la misma (Geary et al., 2012; Lanusse et al., 2014). Una de ellas es el
uso combinado de farmacos antihelminticos con diferente mecanismo de accion. El
uso combinado de farmacos puede contribuir a mejorar la eficacia contra poblaciones
de parasitos resistentes (Anderson et al.,, 1988; Bartram et al.,, 2012; Geary et al.,
2012), en especial si los farmacos de la combinacion tienen una elevada eficacia
contra la poblacion tratada (Bartram et al., 2012). Si se logra eliminar la totalidad de los
parasitos con un tratamiento antihelmintico, existe menor presion de seleccién y se
retrasa la aparicion de resistencia a causa de los tratamientos. Sin embargo, cuando
existe un alto nivel de resistencia a los farmacos incluidos en la combinacién, su uso
esta bajo discusion (Suarez et al., 2014; Lanusse et al., 2014).

Un aspecto importante a tener en cuenta es la necesidad de conocer las
potenciales interacciones farmacocinéticas-farmacodinamicas entre los farmacos
empleados en una combinacién, antes de su introduccion al mercado farmacéutico
veterinario (Alvarez et al.,2008). Para evaluar las posibles interacciones
farmacodinamicas que pueden existir al administrar diferentes farmacos en forma
simultdnea, ademéas de medir el efecto de dicha combinacion, se requiere medir el
efecto de cada farmaco administrado en forma individual. Las posibles interacciones
farmacodinamicas incluyen, indiferencia, antagonismo, sinergismo de suma o aditivo y
sinergismo de potenciacion (Bourgeois, 2005). Se habla de indiferencia cuando no hay
interaccion entre las moléculas utilizadas, mientras que existe antagonismo cuando
una molécula disminuye el efecto de la otra. En el sinergismo de suma o aditivo, las
moléculas suman sus efectos individuales; y en el sinergismo de potenciacion, el
efecto obtenido tras la administracién conjunta de dos moléculas es mayor al esperado
tras la simple suma de sus efectos individuales. Este Ultimo caso seria ideal si en una
poblacién parasitaria se encuentran presentes cepas resistentes, porque podria ocurrir
gue dos farmacos de baja eficacia a raiz del fendmeno de resistencia, actien
sinérgicamente de tal forma que el producto combinado alcance la eficacia
antihelmintica original (Lanusse et al., 2014).

Con respecto a las interacciones farmacocinéticas, las mismas ocurren cuando un

farmaco modifica la absorcién, distribucién, biotransformacion y/o eliminacién de otro.
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En algunos casos, si las concentraciones de los farmacos combinados se modifican
ampliamente, se puede obtener una alteracién en su eficacia y en el margen de
seguridad de los mismos. En general, este tipo de interacciones se dan por la
competencia que se establece entre las moléculas administradas principalmente a
nivel de unién a proteinas plasmaticas, metabolismo y/o excrecidbn mediada por
proteinas transportadoras de membrana (Lanusse et al., 2014).

Es importante destacar que las interacciones pueden darse a nivel del animal
tratado, pero también a nivel del parasito, de tal forma que puede verse modificada
sustancialmente la acumulacién de farmaco en el parasito y/o el efecto final observado
sobre el mismo. Por tal razén, antes que una herramienta de este tipo pueda ser
recomendada para su uso practico, en necesario evaluar su utilidad real, el impacto de
las potenciales interacciones cinéticas y dinamicas, y la capacidad del tratamiento

antihelmintico de mantener adecuados niveles de eficacia a través del tiempo.

1. 7 Marco tedrico, hipotesis y objetivo general

Para optimizar la eficiencia del control antiparasitario es fundamental conocer las
propiedades fisico-quimicas, el comportamiento farmacolégico y la eficacia clinica de
los antihelminticos, asi como también su relacion con la informacién epidemioldgica
disponible.

En la presente Tesis se estudio la relacién farmacocinética-farmacodinamia de dos
antihelminticos utilizados en forma combinada sobre una poblacion de nematodos
gastrointestinales resistentes. Se estudi6 ademéas la evolucion de la eficacia

nematodicida de la combinacion tras cuatro afios de uso.

1. 7.1 Objetivo general

Evaluar las potenciales interacciones farmacocinéticas y la evolucion de la eficacia
de la combinacion moxidectina (MOX) y levamisol (LEV) en el control de nematodos
gastrointestinales resistentes de ovinos.

1. 7.2 Hipotesis del trabajo

La administracion combinada de MOX y LEV resulta en una interaccién

farmacologica sustentable para el control de nematodos gastrointestinales resistentes

de ovinos.
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1. 7.3 Desarrollo y organizacion del trabajo experimental

La fase animal del presente trabajo se desarroll6 en la Reserva 8 de la Estacién
Experimental Agropecuaria INTA Balcarce (Lat -37° 45" S — Long -58° 18" O de
Greenwich — 130 msnm). Dicha reserva esta destinada a la cria y experimentacion
animal en la especie ovina.

Los analisis parasitologicos fueron desarrollados en el Laboratorio de Parasitologia
perteneciente al Grupo de Sanidad Animal del INTA Balcarce, y los andlisis
farmacoldgicos y moleculares se llevaron a cabo en el Laboratorio de Farmacologia,
CIVETAN (UNCPBA-CICPBA-CONICET) de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires.

La seccion experimental de esta tesis se presenta organizada en capitulos. El
Capitulo Il describe los ensayos in vivo realizados para evaluar el efecto de la
administracién conjunta de MOX y LEV. En el Capitulo Ill se describe la metodologia in
vitro utilizada para evaluar la susceptibilidad del aislamiento de H. contortus frente a
MOX y LEV. Finalmente, en el Capitulo IV, se incluye la discusién general y las

principales conclusiones del trabajo.
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“Caracterizacion farmaco-parasitolégica del tratamiento combinado de MOX y LEV
en ovinos parasitados naturalmente con nematodos gastrointestinales resistentes

(estudios in vivo)”

2. Introduccién

El avance de la resistencia antihelmintica es un problema de gran relevancia que
dificulta el control de los nematodos gastrointestinales en la producciéon de bovinos,
ovinos y caprinos a nivel mundial (Kaplan, 2004; Wolstenholme et al., 2004; Jabbar et
al., 2006; Laing et al., 2017). Ante las dificultades que presenta el desarrollo de nuevas
moléculas con actividad antihelmintica, resulta prioritario optimizar el uso de los
farmacos disponibles.

En este sentido y con el objetivo de evitar o retardar el desarrollo de resistencia se
han propuesto combinaciones de dos o mas farmacos antihelminticos en varias
regiones del mundo (Anderson et al., 1988; Geary et al., 2012). En una situacion ideal,
el uso de combinaciones puede ser una estrategia valida si cada molécula incluida
presenta eficacia individual cercana al 100% (Bartram et al., 2012). En nuestro pais la
falla terapéutica de los BZD y las avermectinas ha sido reportada en varios estudios
(Caracostantogolo et al.; 2005; Cristel et al., 2017). Sin embargo, moxidectina (MOX) y
levamisol (LEV) son moléculas que ain mantienen niveles aceptables de eficacia
antihelmintica (Cristel et al., 2017).

Mientras que la combinacién de ivermectina (IVM) y LEV fue recientemente
aprobada para su venta en el mercado farmacéutico veterinario de nuestro pais para
su uso en bovinos, las combinaciones de dos o méas productos son ampliamente
usadas en Nueva Zelanda, Australia, Sudafrica y en otros paises de América del Sur,
como Uruguay. En este sentido, la combinacion de una molécula de rapida actividad
como el LEV con una LM de diferente familia a la IVM como el MOX aun no ha sido
evaluada. La caracterizacion de potenciales interacciones farmacocinéticas entre MOX
y LEV y la respuesta terapéutica de su co-administracién a largo plazo aporta
informacion de gran utilidad para el sector agropecuario.

Los estudios in vivo que forman parte de esta Tesis fueron desarrollados por un
periodo de 4 afios en la Reserva Experimental 8, EEA-INTA Balcarce, (Balcarce,
Argentina). Dicha reserva esté destinada a la cria de ovinos y cuenta con instalaciones
apropiadas para el manejo de los animales. Se trabajé con corderos cruza
Texel/Corriedale/Poll Dorset/Highlander de 6 meses de edad y clinicamente sanos,
seleccionados por similares caracteristicas de peso y estado corporal. Los animales

fueron mantenidos en un potrero de 12 ha., infestado naturalmente con larvas de
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nematodos gastrointestinales resistentes a IVM (Entrocasso et al. 2008; Lifschitz et al.,
2010; Lloberas et al., 2012; 2013; 2015) y BZD albendazol/fenbendazol (Entrocasso et
al., 2008; Muchiut et al., 2019; Luque, 2019; Miré et al., 2020). En el potrero los
animales disponian de una pastura compuesta por festuca, agropiro y trébol rojo, y
libre acceso al agua.

Todos los procedimientos experimentales que involucraron el trabajo con animales
se realizaron siguiendo normas internacionalmente aceptadas de bienestar animal y
estuvieron aprobados por el comité de bienestar animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias UNCPBA, Tandil y por el CICUAE del INTA Balcarce (2015/005).

La fase experimental de este capitulo se presenta organizada en dos secciones
experimentales, en la primera de ellas se realizé la caracterizacion farmacocinética de
la co-administracion de MOX y LEV en ovinos naturalmente parasitados, mientras que
en la segunda se presenta la caracterizacion parasitolégica en respuesta al

tratamiento combinado por el transcurso de 4 afios.

2.1 Seccion Experimental 1

“Caracterizacion del comportamiento farmacolégico de MOX y LEV administrados
conjuntamente en ovinos parasitados naturalmente con nematodos

gastrointestinales”

2.1.1 Objetivos especificos

e Estudiar la cinética plasmatica de MOX y LEV utilizados en forma individual o
combinada, en ovinos naturalmente infestados con nematodos gastrointestinales.
e Evaluar potenciales interacciones farmacocinéticas entre MOX y LEV utilizados
en forma individual o combinada, en ovinos naturalmente infestados con

nematodos gastrointestinales.

2.1. 2 Grupos experimentales y tratamientos

Se utilizaron 18 corderos de la majada de cruzamiento (Texel, Corriedale, Poll Dorset
y Highlander), los mismos fueron asignados a los diferentes grupos experimentales (n=6)
de manera homogénea en base a sus valores de peso y hpg (huevos por gramo de

materia fecal) individual. Se realizaron los siguientes tratamientos:
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Grupo MOX, tratado con MOX (Cydectin a 1%, Zoetis®) a la dosis terapéutica (0,2
mg/kg);

Grupo LEV, tratado con fosfato de LEV (Fosfamisol MV 22,3%, Biogénesis Bago®) a la
dosis terapéutica (8 mg/kg);

Grupo MOX+LEV, tratado con MOX y LEV en forma simultanea, a las dosis terapéuticas
(0,2 y 8 mg/kg, respectivamente);

Los tratamientos fueron realizados por la via SC en la cara interna del muslo, con la
salvedad que para la co-administracion se realiz6 una inyeccion en cada muslo del

animal.

Se tomaron muestras de sangre (3 ml) por puncion yugular en tubos Vacutainer®
heparinizados (Becton Dickinson, NJ, USA). Las muestras fueron tomadas en forma
previa al tratamiento (tiempo 0) y a diferentes tiempos post-administracion (2, 4, 8, 12, 24
y30h, 2, 3,5, 8, 12, 14 dias en el caso de MOX y 05,1, 2,4,6,8,12, 16 y 24 h en el
caso de LEV). Las muestras fueron centrifugadas a 2000 x g por 15 minutos y el plasma

obtenido fue identificado y almacenado a -20 °C hasta el momento de su andlisis.

2.1. 3 Preparacion de estandares

Los estandares de los analitos utilizados fueron preparados utilizando principios
activos de maxima pureza (>99% pureza) (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO,
USA) y solubilizados en metanol para obtener soluciones madre de 1000 ng/mi
(abamectina [ABM], MOX) y 1000 pg/ml (LEV). A partir de las mismas se realizaron
sucesivas diluciones en metanol hasta obtener las diferentes concentraciones de
trabajo, ya sea para su inyeccién directa o para adicionar al plasma obtenido de ovinos
sin tratamiento previo. Las soluciones obtenidas fueron almacenadas a 4°C y
protegidas de la luz.

Los solventes (acetonitrilo y metanol) usados durante la extraccion y el analisis de
los analitos fueron de grado HPLC y provistos por Sintorgan® (Buenos Aires,
Argentina). El agua utilizada fue destilada y posteriormente desionizada utilizando un

sistema de purificacion de agua (Simplicity®, Millipore, Brasil).

2. 1. 4 Extraccion fisico-quimica de moxidectina y andlisis cromatografico

El plasma obtenido de los animales de los grupos tratados con MOX fue sometido a

un proceso de extraccidon y posterior derivatizacion para luego ser analizado por la

técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) con detector de
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fluorescencia, de acuerdo al procedimiento descripto por Lifschitz et al. (1999%) y
Lloberas et al. (2015).

Se trabaj6é con 1 ml de plasma, al cual se le adicionaron 10 pl de una solucién de
abamectina (ABM, 10 ng/ml) como estandar interno y luego 1 ml de acetonitrilo: agua
(4:1). La mezcla obtenida fue agitada durante 15 minutos y luego centrifugada a 3500
rpm durante 15 minutos.

El sobrenadante fue inyectado manualmente en cartuchos de C18 (RP-18 100 mg,
Strata®, Phenomex, CA, EEUU), previamente acondicionados con 1ml de metanol y 1
ml de agua. Luego de lavaron los cartuchos con 1ml de agua seguido de 1ml de agua:
metanol (4:1). Posteriormente MOX se eluy6 con 1,5 ml de metanol, que luego se
evaporé a sequedad en atmésfera de nitrdgeno a 45 °C.

La derivatizacién de MOX fue llevada a cabo con 100 pl de una solucién de N-
methylimidazol (Sigma Chemical, USA) en acetonitrilo (1:1) y 150 pL de una solucion
de acido trifluoro-acetico anhidro (Sigma Chemical, USA) en acetonitrilo (1:2) (De
Montigny et al., 1990). Luego de completada la reaccion (<30 segundos), se inyecto
una alicuota (100 pul) de la solucién directamente en el sistema cromatografico HPLC.

Las concentraciones plasméticas de MOX fueron medidas por HPLC utilizando un
cromatdgrafo Shimadzu-10 A HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén). Se utilizé
una columna cromatografica de C18 (Kromasil, Eka Chemicals, Bohus, Suecia, 5 pm,
4.6 mm x 250 mm) mantenida en un horno a 30 °C (Eppendorf TC-45, Eppendorf,
Madison, EEUU). La fase movil consisti6 en una mezcla de acido acético (0,2%) en
agua, metanol y acetonitrilo (1,6%/60%/38,4%) con un flujo de 1,5 ml/min. La
deteccidn se realiz6 mediante un detector de fluorescencia (RF-10), leyendo a una
excitacion de 365 nm y una emisién de 475 nm (Lifschitz et al., 1999% y 2000). El
tiempo de retencion fue de 14 min, dato obtenido en base a la comparacion con el
estandar puro.

Los datos obtenidos fueron analizados por medio del software LC Solutions®

(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japoén).

2. 1. 5 Extraccioén fisico-quimica de levamisol y andlisis cromatografico

Para la cuantificacién de las concentraciones de LEV en el plasma obtenido de los
animales que recibieron tratamiento, se utilizaron los procedimientos descriptos por
Suarez et al. (2014) adaptados a las condiciones de trabajo de esta Tesis.

Se trabaj6 con 1 ml de plasma que fue inyectado en cartuchos de C18 (RP-18 100
mg, Strata®, Phenomex, CA, EEUU), previamente acondicionados con 1ml de metanol

y 1 ml de agua. Luego de lavaron los cartuchos con 1ml de agua seguido de 1ml de
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agua: metanol (4:1). Para la elucién de LEV se utilizé6 1,5 ml de metanol y luego se
realizé la evaporacion a sequedad en atmadsfera de nitrégeno a 56 °C. El residuo seco
fue reconstituido con 250 pL de fase mévil y se utilizé una alicuota de 100 uL para su
inyeccion directa en el sistema HPLC.

Las concentraciones plasmaticas de LEV fueron medidas por HPLC utilizando un
cromatdgrafo Shimadzu-10 A HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén) con
detector UV. Se utilizé6 una columna cromatografica de C18 (Gemini, Phenomenex,
USA, 5 um, 4.6 mm x 250 mm), la fase mdvil consisti6 en una mezcla de &cido
fosforico (85%) en trietilamina/metanol/acetonitrilo/agua (0,32%0,5%15,5%/83,68%)
con un flujo de 1,2 ml/min. Los datos obtenidos fueron analizados por medio del

software LC solutions® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén).

2. 1. 6 Validacion de la metodologia analitica

Las rectas de calibracion se construyeron afiadiendo concentraciones crecientes
del farmaco, en un rango de 0,05 — 40 ng/ml para MOX y de 0,05 — 2 pug/ml para LEV, a
muestras de plasma ovino sin tratamiento. Se utilizé un analisis de regresion lineal para
cada una de las rectas de calibracién para determinar las concentraciones del farmaco
en las muestras provenientes de los animales tratados utilizando la ecuacién de la
recta: y = ax + b, donde
a: pendiente de la recta de calibracion, b: intercepto, x: concentracién observada, y:
repuesta del detector expresada en area cromatogréfica.

La validacion de la metodologia analitica se realizé de acuerdo a los parametros
internacionalmente aceptados para métodos cromatograficos (Shah et al., 1992).
Dicha validacion incluyé la determinacion de la especificidad, linealidad, porcentaje de
recuperacion, precision analitica y limites de cuantificacion y deteccion.

2. 1.7 Andlisis de los resultados farmacocinéticos

Las curvas concentracién vs tiempo para MOX y LEV, se realizaron en base a los
promedios de concentraciones obtenidas para cada analito. Los parametros
farmacocinéticos se determinaron siguiendo un analisis no-compartimental utilizando
el programa PK solution 2.0 (Summit Research Services, USA).

Se calcularon los parametros farmacocinéticos de mayor relevancia clinica de
acuerdo a lo descripto por Gibaldi y Perrier (1982). La concentracion maxima (Cnax) Y
el tiempo en que ésta es obtenida (Tmax), fueron leidos en las curvas concentracion-

tiempo de cada droga en cada animal individual. Se calculé la constante de
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eliminacion (ye) mediante un andlisis de regresion utilizando al menos 4-5 puntos del
grafico concentracién vs tiempo de la fase terminal. La vida media de eliminacion (T,
el), fue calculada de la siguiente manera: In 2/ yo. El area bajo la curva desde 0 a
tiempo t (tiempo de la dltima concentracion cuantificable) (ABC o) fue calculada por
medio del método de los trapezoides (Gibaldi and Perrier, 1982) y posteriormente
extrapolada a infinito (ABCq.irr) dividiendo la Gltima concentracion experimental por la
constante de eliminacion (Ye).

Los promedios de los parametros farmacocinéticos obtenidos fueron comparados
estadisticamente utilizando el programa Instat 3.0 (Graph Pad software Inc., San
Diego, EEUU). Se utilizé el Test de Student para la comparaciéon de los parametros
ABC,. Yy Cnax 0Obtenidos de los animales con administracion individual o combinada de
los farmacos en estudio. Para la comparacién de los valores de T S€ utilizé el test de
Mann-Whitney. En todos los casos, se considerd un nivel de confianza del 95%
(p<0.05)

2. 1. 8 Resultados

2.1.8. 1 Validacion de métodos cromatograficos de MOXy LEV en plasma

La metodologia analitica de extraccion fisico-quimica, derivatizacion (MOX) y andlisis
por HPLC se validé adecuadamente en la matriz de estudio (plasma ovino). Las curvas
de calibracion fueron construidas por el método de regresion lineal en el rango de
concentraciones de 0,05 a 40 ng/ml para MOX y de 0,05 a 2 pg/ml para LEV, en ambos
casos evidenciaron coeficientes de determinacién superiores a 0.98. Las Figuras 2 y 3
muestran las curvas de calibracién en plasma ovino para MOX y LEV. En ambos casos,
los porcentajes de recuperacion promedio estuvieron por encima del 70% con un
coeficiente de variacion (CV) de 13,2% (MOX) y de 8,7% (LEV). El limite de
cuantificacion resulté de 0,2 ng/ml para MOX y 0,02 pg/ml para LEV. La precision
analitica obtenida luego de la extraccion y analisis por HPLC de estandares resulté en un
coeficiente de variacion menor a 10%, lo que indica reproducibilidad de los métodos

empleados.



21

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

Relacion de area

1,00
0,50 o

0,00 0%
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentracion (ng/ml)

Figura 2: Curva de calibracién obtenida para moxidectina (MOX) en plasma ovino.
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Figura 3: Curva de calibracién obtenida para levamisol (LEV) en plasma ovino.

En la Tabla 2 se resumen los principales resultados obtenidos en la validacion de la

metodologia para los analitos estudiados.
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Tabla 2: Principales parametros de validacién analitica obtenidos para los diferentes

analitos estudiados.

Parametro MOX LEV
Linealidad (r?) >0,98 | >0,98
Recuperacion (%) 76,6 75,9
Repetibilidad (CV en %) 6,8 7,1
Limite de cuantificacion (ng/ml) 0,2 20

r*: coeficiente de determinacién. CV: coeficiente de variacion

2.1.8. 2 Cinética plasméatica de MOXy LEV

Ninguno de los animales involucrados present6 efectos adversos ocasionados por el
uso de la combinacién de farmacos. MOX y LEV fueron detectados en el plasma de los
animales tratados, sin interferencias en los cromatogramas. Mientras que MOX fue
detectada hasta los 14 dias post tratamiento, LEV se detect6 en plasma sélo hasta las 24
h en el caso del tratamiento individual y hasta las 16 h en el caso de su co-administracion
con MOX.

LEV presentd una rapida absorcion con un valor de Ty« de 1,46 h mientras que para
MOX se obtuvo un Tma de 1,06 d. De manera similar la vida media de eliminacién
(T12¢=3,2 h) de LEV reflej6 una rapida eliminacién de este compuesto del organismo en
relaciébn con MOX cuya Tye fue de 5,5 d.

No se observaron cambios farmacocinéticos significativos para MOX o LEV luego de
su administracion conjunta. En las Figuras 4 y 5 se presentan los perfiles de
concentraciones plasmaticas promedio de MOX y LEV, respectivamente, luego de su
administracion SC de manera individual o combinada en corderos naturalmente

parasitados.
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Figura 4: Perfil de concentraciones plasmaticas promedio (+DE) de moxidectina (MOX)

luego de su administracion SC (0,2 mg/kg), de manera individual o combinada con

levamisol (LEV) (8 mg/kg).
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Figura 5: Perfil de concentraciones plasmaticas promedio (+DE) de levamisol (LEV) luego

de su administracién SC (8 mg/kg), de manera individual o combinada con moxidectina

(MOX) (0,2 mg/kg).



24

En la Tabla 3 se resumen los principales parametros farmacocinéticos (promediot DE)

para MOX y LEV, luego de su administracion unica o combinada.

Tabla 3: Principales parametros farmacocinéticos (media + DE) obtenidos para
moxidectina (MOX) y levamisol (LEV), luego de la administraciéon SC de MOX (0,2 mg/kg)
o LEV (8 mg/kg) de manera individual o combinada en corderos naturalmente infestados

con nematodos gastrointestinales (n=6).

Parametro MOX LEV
MOX MOX+LEV LEV MOX+LEV
Crnax 40.0£12.0 30.0+8.7 2.04+£0.76 1.72+0.74
(ng/ml; pg/ml)
Trmax 1.06 + 0.53 0.86 £ 0.42 1.46 +1.08 1.17+0.41
(d; h)
ABCo. 141 +26.1 169 + 73.9 7.41 +5.28 7.35+4.90
(ng-pg.d-h/ml)
ABC g.inf 153+ 26.6 193+ 76.5 7.65+5.35 7.59+£5.01
(ng-pg.d-h/ml)
Tzl 5.55+1.19 6.19 + 3.47 3.20+£1.35 2.52+0.93
(d; h)

Cmac. Concentracion plasmética maxima; Tmax. Tiempo en que se obtiene Cpax;, ABCq: Area
bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0 a tiempo t; ABCq.in: Area bajo la curva de
concentracién vs tiempo extrapolada a infinito; Ty : Vida media de eliminacion. Sin diferencias

significativas (p > 0,05) para cada parametro farmacocinético.

2. 1. 9 Principales aportes

Considerando que los resultados especificos de esta seccién experimental se
discuten en forma integral en la Discusion General (Capitulo 1V) de la presente Tesis, y
a los efectos de lograr una comprension general de cada ensayo clinico, se resumen a

continuacion los principales aportes del mismo:

e No se observaron cambios significativos en la cinética de disposicion de MOX y
LEV luego de su co-administracion en comparacién con la administracion

individual.

e La falta de interacciones negativas permite que esta combinacién pueda ser
utilizada estratégicamente en diferentes situaciones epidemioldgicas como

herramienta de control parasitario.
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2. 2 Seccion Experimental 2

“Caracterizacion parasitolégica y monitoreo de la eficacia de MOX y LEV
administrados conjuntamente en ovinos parasitados naturalmente con nematodos

gastrointestinales”

2. 2.1 Objetivos especificos:

e Estudiar la evolucién de la eficacia clinica de MOX y LEV durante 4 afos,
utilizados de manera individual o combinada en ovinos naturalmente infestados
con nematodos gastrointestinales.

e Estudiar la eficacia inicial y final de la administracion combinada de MOX y LEV,

en ovinos naturalmente infestados con nematodos gastrointestinales.

2. 2. 2 Metodologia experimental

Cada afio de trabajo ingresaron al potrero experimental 40-50 corderos (6-7 meses
de edad) provenientes de la majada de cruzamiento con el objetivo de mantener la
poblacién parasitaria pre-seleccionada y monitorear la eficacia clinica del tratamiento con
MOX+LEV a lo largo del tiempo.

En el primer afio, 2014, los animales fueron tratados con monepantel (MNP) por via
oral (5 mg/kg, Zolvix®, Novartis, Argentina) de manera previa a su ingreso al potrero.
Los siguientes afios el tratamiento inicial se realiz6 con la co-administracién de MOX y
LEV por via SC a las dosis recomendadas (0,2 mg/kg y 8 mg/kg, respectivamente).
Luego del tratamiento y antes de su introduccién en la parcela, los animales
permanecieron en un corral con piso de cemento por un periodo de 72 h, alimentados
con fardos de alfalfa y agua ad libitum. Es importante mencionar que durante los 4
afios de trabajo los Unicos animales que pastorearon en el potrero experimental fueron
los incluidos en los ensayos de la presente Tesis.

En el transcurso de cada ciclo productivo (afio) se realizaron monitoreos mensuales
para estimar la carga parasitaria mediante el conteo de huevos por gramo de materia
fecal (hpg) mediante la técnica de Mc Master modificada (Roberts y O"Sullivan, 1950) y
se realiz6 la caracterizacibn de los géneros parasitarios mediante coprocultivos e
identificacion de L3 (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food [MAFF], 1986). Segun
este valor y siguiendo criterios epidemioldgicos y sanitarios de la majada a lo largo del
afo, los animales fueron tratados con la administracion combinada de MOX+LEV y se

calcul6 el porcentaje de reduccion de la cuenta de huevos (%RCH) para dicho
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tratamiento segun la formula: %RCH = 100 x (1 -T2/T1) (McKenna et al.,1990), dénde
T2 y T1 son la media aritmética del conteo de hpg luego del tratamiento combinado a
los 14 dias post administracién y al dia -1 (antes del tratamiento), respectivamente.
Los intervalos de confianza del 95% fueron calculados segun lo recomendado por
Coles et al. (1992).

Para el célculo de la eficacia antihelmintica sobre cada género parasitario en
particular se realizé la division entre la media del conteo de hpg al dia -1 y al dia 14
post tratamiento sobre la proporcion de L3 de cada género en su respectivo
coprocultivo. La Figura 6 muestra una representacion esquematica de los tratamientos

realizados a lo largo de todo el periodo experimental.

Figura 6: Representacion esquematica de los tratamientos realizados a lo largo de todo el
periodo experimental y sus respectivas determinaciones de eficacia. MNP: monepantel;
TEC: Test de eficacia controlada; TRCH: Test de reduccion de la cuenta de huevos en

materia fecal.

Al inicio (julio 2014) y al final (julio 2018) de los estudios in vivo, se determiné la
eficacia del tratamiento combinado con MOX+LEV por medio del Test de Eficacia
Controlada (TEC) (Wood et al., 1995). Para ello, se introdujeron 12 corderos
adicionales al potrero experimental y cuando sus valores de hpg estuvieron por encima
de 800, los mismos fueron adjudicados a los grupos experimentales de acuerdo a un
muestreo estratificado por hpg y peso al dia -1 del inicio del ensayo (dia previo a los
tratamientos). Posteriormente, la asignacion del tratamiento a cada grupo fue realizada
mediante un disefio aleatorizado.

Un grupo recibio el tratamiento combinado de MOX (0.2 mg/kg, Cydectin Alfa® 1%,
Zoetis, Argentina) y LEV (8 mg/kg, Fosfamisol MV® 22.3%, Biogénesis Bago, Argentina)
por via SC y el otro grupo permanecio6 sin tratamiento como control. Durante los 15 dias
previos al sacrificio los animales estuvieron alojados en corrales con piso de cemento,
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alimentados con fardos de alfalfa y con libre acceso al agua. El sacrificio fue realizado
por noqueo mediante bala cautiva y posterior desangrado.

En la necropsia se procedié a la extraccion individual de cada 6rgano (abomaso,
intestino delgado e intestino grueso) previa ligadura en ambos extremos. Mediante
seccion longitudinal de los mismos se colectd su contenido al igual que el agua
utilizada para el lavado de las mucosas en baldes plasticos identificados. El contenido
de cada balde fue lavado y filtrado por una malla de 38 ym, de este contenido y previa
homogenizacion se extrajo una alicuota (10%) que luego fue transferida a placas de
Petri de 15 cm de diametro. Sobre luz invertida se procedio al conteo e identificacidén
de especies de nematodos presentes en cada muestra. Para corroborar la clasificacion
inicial se colocaron los nematodos en portaobjetos y se observaron al microscopio
optico.

El porcentaje de eficacia (TEC) fue calculado segin McKenna (1997) mediante la
férmula: % Eficacia= ((Xa en C — Xa en T) / Xa en C) *100, donde Xa es la media

aritmética de una especie parasitaria “a”, T es el grupo tratado y C es el grupo control.

Para la determinacion del %RCH en los tratamientos individuales, tanto al inicio (afio
2014) como al final (afio 2018) del periodo experimental, los animales fueron divididos en

los siguientes 4 grupos experimentales:

Grupo control, animales sin tratamiento antihelmintico;

Grupo MOX, tratados con MOX (Cydectin Alfa® 1%, Zoetis, Argentina) (SC) a la dosis
terapéutica (0,2 mg/kg);

Grupo LEV, tratados con LEV (Fosfamisol MV® 22.3%, Biogénesis Bagd, Argentina)
(SC) a la dosis terapéutica (8 mg/kg);

Grupo MOX+LEV, tratados con MOX y LEV (ambos por via SC) en forma conjunta a la
dosis terapéutica (0,2 y 8 mg/kg, respectivamente).

Los tratamientos fueron realizados por la via SC en la cara interna del muslo, cabe

mencionar que la co-administracion fue realizada en cada muslo del animal.

Los animales que recibieron el tratamiento individual permanecieron en corrales de
cemento alimentados con fardos de alfalfa y agua ad libitum. Luego de colectadas las
muestras de materia fecal post tratamiento y calculado el porcentaje de reduccién para
ambos grupos, todos los corderos recibieron tratamiento con la co-administracion de
MOX y LEV por via SC a las dosis recomendadas y luego de 72 h fueron re-
introducidos en el potrero experimental.
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El calculo del %RCH vy de los respectivos intervalos de confianza se realizé siguiendo
los criterios de la WAAVP (World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology), se utilizé la férmula: % RCH= 100* (1- Xt / Xc) donde Xt es la media
aritmética del grupo tratado y Xc es la media aritmética del grupo control al dia 7 post
tratamiento para el grupo LEV y al dia 14 post-tratamiento para los grupos MOX y
MOX+LEV (Coles et al., 1992).

Por otra parte, se evalué el impacto de esta estrategia farmacoldgica sobre la
poblacidn parasitaria en el ambiente donde se encontraban los animales. Para ello, se
determind en forma mensual el grado de infestividad de las pasturas por la técnica

manual de lavado de pasto y recuperacién de larvas infestivas (MAFF, 1986).

2. 2. 3 Analisis estadistico

El conteo de huevos por gramo de materia fecal y de los parasitos adultos
recolectados de los 6rganos digestivos se expresan como media + desvio estandar y
rango y fueron comparados por métodos no paramétricos ANOVA (test de Kruskal-
Wallis o Mann Whitney). Valores de p< 0,05 fueron considerados con significancia
estadistica. Se utilizé el paquete estadistico Instat 3.0 Software (Graph Pad Software,
CA, EEUU).

El céalculo del %RCH y de los respectivos intervalos de confianza se realizé siguiendo
los criterios de la WAAVP (World Association for the Advancement of Veterinary

Parasitology) (Coles et al., 1992).

2. 2. 4 Resultados

El porcentaje de reduccién de la cuenta de huevos para el tratamiento combinado de
MOX y LEV a lo largo de todo el periodo experimental (4 afios) oscilé de 77 a 100%. El
valor maximo (100%) se obtuvo al inicio (junio, 2014) seguido de 99% en el mismo afio.
Para los afios siguientes estos porcentajes fluctuaron entre 96 y 77%. Las L3
recuperadas de los cultivos post-tratamiento indicaron que los géneros Haemonchus,
Trichostrongylus y Teladorsagia fueron los Unicos capaces de sobrevivir a la accion
combinada de ambos farmacos. Para el caso particular de H. contortus los valores de
eficacia fueron al inicio de 100% y al final del periodo experimental de 99%. Sin
embargo, se observaron algunas oscilaciones en algunas evaluaciones intermedias
como la del 06/07/2017 donde la reduccion general fue del 77 % siendo la eficacia por

genero para Haemonchus del 89 %. En la Tabla 4 se muestran los porcentajes de
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reduccion en la cuenta de huevos y los géneros parasitarios recuperados pre y post

tratamiento combinado con MOX y LEV.
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Tabla 4: Porcentaje de reduccion del conteo de huevos (%RCH) y géneros parasitarios
recuperados de los cultivos de materia fecal pre y post tratamientos combinados con MOX+LEV
en ovinos naturalmente infestados. La eficacia sobre cada género fue calculada mediante la
divisién entre los promedios de los conteos de hpg pre y post tratamiento con su respectiva

proporcion de L3.

Fecha RCH % de L3 en los coprocultivos pre y post-tratamiento
(%)* (eficacia sobre cada género)
[IC]* Haemonchus Teladorsagia Trichostrongylus  Cooperia Chabertia
18/06/2014 100 Pre 58 16 6 20 0
[100-100] Post 0 (100) 0 (100) 0 (100) 0 (100) 0
03/10/2014 99 Pre 48 28 12 10 0
[95-100] Post SD SD SD SD SD
17/04/2015 85 Pre 94 4 2 0 0
[69-93]  Post 90 (86) 8 (71) 2 (85) 0 0
23/07/2015 84 Pre 42 0 32 22 0
[74-90]  Post 28 (89) 32 34 (83) 6 (96) 0
24/09/2015 92 Pre 62 14 26 0 0
[56-98] Post 0 (100) 66 (60) 34 (9) 0 0
09/03/2016 96 Pre 56 10 12 8 14
[88-99] Post SD SD SD SD SD
17/05/2016 95 Pre 56 10 30 0 4
[80-99] Post 4 (99) 56 (71) 40 (93) 0 0(100)
19/07/2016 90 Pre 42 36 18 2 2
[81-95] Post 0 (100) 62 (83) 32 (82) 6 (69) 0(100)
03/05/2017 91 Pre 58 14 24 2 0
[74-97]  Post 52 (94) 24 (88) 24 (93) 0 (100) 0
06/07/2017 77 Pre 60 40 0 0 0
[56-88] Post 28 (89) 52 (71) 20 0 0
22/09/2017 90 Pre 50 40 10 0 0
[72-97]  Post SD SD SD SD SD
12/07/2018 87 Pre 70 16 14 0 0
[71-94] Post 8 (99) 28 (78) 64 (42) 0 0

SD: Sin desarrollo larval. [IC]= intervalo de confianza (95%). *Calculado segun Coles et al.
(1992).
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La eficacia clinica inicial (2014) de los tratamientos individuales fue de 99% para
MOX y de 85% para LEV. Luego de los repetidos tratamientos combinados a lo largo
de 4 afios de trabajo, estos mismos porcentajes de eficacia descendieron a 42% para
MOX y 69% para LEV, siendo Trichostrongylus spp el principal género recuperado de
los coprocultivos post tratamiento. Para el caso de MOX, esta reduccion en la eficacia
puede considerarse significativa al no haber superposicién en los intervalos de
confianza. En la Tabla 5 se muestran los porcentajes de reduccion de la cuenta de
huevos (TRCH) para MOX y LEV y su eficacia sobre los diferentes géneros

parasitarios recuperados del coprocultivo al inicio y al final del estudio in vivo.
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Tabla 5: Media aritmética del conteo huevos por gramo de material fecal, amplitud y porcentaje de reduccién obtenidos luego del tratamiento individual con moxidectina (MOX)

o levamisol (LEV) al inicio y al final del periodo experimental. La eficacia sobre los diferentes géneros parasitarios fue calculada dividiendo el promedio del HPG de cada grupo

tratado al dia 7 (LEV) o al dia 14 (MOX) por el respectivo porcentaje de L3 de cada género en particular recuperadas del coprocultivo post tratamiento.

Tratamiento Media aritmética del HPG TRCH
(amplitud) (%)* % Eficacia sobre cada género
Dia 0 Dia 7-14 [IC] Haemonchus  Teladorsagia  Trichostrongylus  Cooperia  Chabertia
Control 2842 5442° -
(165-6960) (270-16010)
T b
2 MOX 2868 43 99
& [97-100]
o (405-10710) (0-180) 99 99 99 99 100
(8]
= LEV 2417 792% 85
[65-94]
(165-7440) (0-1800) 100 67 56 96 95
Control 1846 2266° -
(360-8240) (690-8580)
— 2447 1320° 42
< MOX
o [0-76] 85 87 30 - 100
o (520-6800) (270-3160)
c
=
LEV 2978 704 69
[9-89] 87 38 0 0 100
(160-11800) (0-2520)

IC= intervalo de confianza (95%). *Calculado segun Coles et al. (1992). Letras diferentes sobre los valores de conteo de huevos por gramo de material fecal a los

dias 7 (LEV) o 14 (MOX) post tratamientos indican diferencia significativa (p< 0,05).
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Para el caso del TEC, en el tratamiento combinado de MOX+LEV al inicio del periodo
experimental se obtuvieron valores de eficacia altos (entre 84,3 y 100%) contra todas las
especies de parésitos recuperadas. Luego de 4 afios de control parasitario basado en el uso
exclusivo del tratamiento combinado (con un total de 12 tratamientos), la eficacia final
observada (2018) permanecié sin modificaciones considerables, a excepcion de T.
colubriformis que mostré una disminucion de 97,4% (afio 2014) a 58% (afio 2018). De
hecho, no se observaron diferencias significativas en los conteos de parasitos adultos de T.
colubriformis entre el grupo tratado y el control al final del periodo experimental.

La carga total de parasitos recuperada al final del estudi6é represent6 sélo el 15% de la
obtenida al inicio. En ambos casos, T. colubriformis fue la especie mas prevalente (entre
90% y 83% del total de la poblacién parasitaria). Para el caso de H. contortus los conteos
fueron similares en ambos momentos (media aritmética de 4590 y de 3830 para el grupo
control al inicio y al final del estudio, respectivamente). En la Tabla 6 se muestran los conteos
de parasitos recuperados y los porcentajes de eficacia obtenidos para el tratamiento
combinado de MOX+LEV al inicio y al final del periodo experimental.



34

Tabla 6: Conteo de parasitos adultos recuperados del tracto gastrointestinal (media aritmética y rango) y
eficacia (%) obtenida luego del tratamiento combinado con MOX+LEV en corderos naturalmente

infestados al inicio y al final del periodo experimental (n=6 por grupo).

Eficacia inicial (2014) Eficacia final (2018)
Control MOX+LEV Eficacia* Control MOX+LEV Eficacia’
(%) (%)
Haemonchus 7652 1202 638,32 o 100
84,3
contortus (0-1920) (0-720) (0-1180)
14502 oP 100 76,72 0? 100
Teladorsagia
. . (290-2850) (0-370)
circumcincta
80332 oP 100 0? 0? 100
Trichostrongylus
. (0-2290)
axel
27693.3% 711° 97,4 39452 1675 58
Trichostrongylus
(970-104000)  (0-2540) (480-17900) (0-7180)

colubriformis

*Calculado segun McKenna, (1997). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre los conteos de los grupos control y tratado.

Durante todo el periodo experimental los animales estuvieron expuestos a bajos
niveles de exposicion parasitaria dado los bajos conteos de L3 en la pastura, segun el
criterio seflalado por Taylor et al (2016). Al inicio del ensayo in vivo (mayo de 2014) se
recuperaron 20 L3/kg de pasto seco, caracterizadas por los géneros Haemonchus (20%),
Teladorsagia (40%) y Cooperia (40%). Para los afos siguientes la cantidad de L3
recuperadas en la pastura antes del ingreso de los animales experimentales estuvo en el
rango de 20 a 58 L3/kg de pasto seco y permanecié en similar condicion a lo largo de todo
el periodo experimental, a excepcion de un muestreo en julio de 2017, posterior a intensas
lluvias, que arrojo un resultado de 1000 L3/kg de pasto seco. La Figura 7 muestra las
fluctuaciones en la infestividad de la pastura, medida como nimero de L3 por kg de pasto

seco a lo largo de todo el periodo experimental.
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Figura 7: Cantidad de larvas infestantes (L3) por kg de pasto seco recuperadas de los
lavados de pasto a lo largo de todo el periodo experimental (puntos verdes) y porcentaje

de géneros presentes en la muestra (barras apiladas).

En la siguiente figura se presentan los datos climéticos en referencia a temperatura
media y precipitacion acumulada mensual registradas durante el periodo de estudio. Los
mismos fueron obtenidos por la estacién meteoroldgica de la EEA-INTA Balcarce que se
encuentra ubicada a 12,5 km de distancia del potrero experimental de la Reserva 8 en

dénde fueron realizados los ensayos in vivo.
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Figura 8: Temperaturas medias (° C) y precipitaciones mensuales acumuladas (mm)

registradas durante el transcurso del estudio.

2. 2.5 Principales aportes

A continuacién, se resumen los principales aportes de esta seccion experimental, los
mismos se discuten en forma integral en la Discusion General (Capitulo 1V) de la presente
Tesis:

e Se obtuvieron, en general, niveles altos de reduccion en la cuenta de huevos (RCH)
para la administracion combinada MOX+LEV. Sin embargo, luego del primer afio de
estudio, la eficacia estuvo en varias ocasiones por debajo del 95 % y el limite inferior
del intervalo de confianza por debajo del 90 % lo que podria ser un indicio de
resistencia.

e En la etapa final del periodo experimental el porcentaje de RCH del tratamiento
combinado fue mayor que el obtenido para cada farmaco de manera individual, lo
gue podria indicar un efecto aditivo entre MOX y LEV.

e En las condiciones de estudio descriptas, la combinacion MOX+LEV mostré buenos
niveles de eficacia sobre las especies parasitarias de localizacién abomasal.

e Luego de cuatro afios de uso de la combinacion MOX+LEV como Unico tratamiento
se observo el desarrollo de resistencia maltiple en T. colubriformis.

e Los conteos de HPG a lo largo del afio reflejaron la epidemiologia parasitaria propia

de la region. Las larvas infestantes (L3) recuperadas de los muestreos de pasto se
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mantuvieron en valores bajos, en parte debido al bajo porcentaje de recuperacion

gue posee la técnica de lavado y la baja carga animal utilizada.



CAPITULO Il

38
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“Caracterizacion fenotipica y cuantificacion de la expresion de Gp-P en la poblacion
parasitaria sometida a presion de seleccidon con la combinacién MOX+LEV (estudios

in vitro)”
3. Introduccién

Debido a las limitaciones de sensibilidad y especificidad que posee el diagndstico in
vivo de la resistencia antihelmintica, en los Ultimos afios se han desarrollado alternativas
de diagndstico en el laboratorio. Una alternativa son las pruebas in vitro realizadas sobre
los estadios de vida libre de los parasitos, en las cuales se determina la
susceptibilidad/resistencia al exponer los mismos a un rango de concentraciones de
farmaco que permita la construccion de las curvas dosis-respuesta y la determinacion de
las respectivas dosis inhibitorias (Dl).

Por otro lado, las pruebas moleculares, en asociacién con el conocimiento de los
mecanismos genéticos que intervienen en este fendbmeno, han sido propuestas como
métodos complementarios para el diagndstico convencional. Sin embargo, no se incluyen
aun en la rutina diagnostica debido a los elevados costos de equipamiento e insumos y a
la incertidumbre sobre su aplicabilidad a campo por la insuficiente estandarizacion de
resultados.

Para la caracterizacion in vitro de los niveles de resistencia a MOX y LEV, en este
trabajo de Tesis se utilizé el test de inhibicion de la migracién larval (TIML), donde se
miden los efectos de los farmacos evaluando la capacidad de las larvas de migrar
activamente a través de una malla de 25 um. Este test presenta como ventajas la
posibilidad de evaluar la efectividad de los tres grupos de antiparasitarios mas utilizados:
BZD, LM e imidazotiazoles (Demeler et al., 2010“).

Mediante estas pruebas in vitro se pueden calcular las dosis inhibitorias 50 y/o 99 de la
poblacién parasitaria estudiada y compararlas con las obtenidas en una poblacion
susceptible de la misma especie (von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). La falta de
correlacion muchas veces observada entre los resultados obtenidos a partir de técnicas in
vitro y aquellos obtenidos bajo condiciones in vivo, han dificultado el uso estandarizado de
las primeras para el diagndstico de resistencia a campo. Sin embargo, son una alternativa
complementaria a la hora de caracterizar fenotipicamente una poblacién parasitaria
especifica.

La genética de la resistencia antihelmintica es compleja, siendo muy dificultoso

identificar marcadores de resistencia debido a que cada especie de parasito parece
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exhibir diferentes patrones. Ademas, los diferentes modos de accion de los
antihelminticos hacen que cada grupo quimico pueda potencialmente evidenciar un
distinto mecanismo de resistencia.

El conocimiento limitado de las bases moleculares de la resistencia en conjunto con la
resistencia poligénica a LEV (Sangster et al., 1991) y a las LM (McCavera et al., 2007)
hace mucho méas complejo el desarrollo de marcadores moleculares para estos grupos
quimicos. Ademas, tampoco se ha podido determinar con certeza el valor umbral de la
frecuencia de genes resistentes a partir del cual se puede establecer que la poblacién
parasitaria sea resistente. Por otro lado, también existen mecanismos inespecificos por
los cuales los parasitos podrian sobrevivir al tratamiento con un farmaco. El incremento de
la frecuencia de expresion de la glicoproteina de eflujo (Gp-P) de los nematodos luego de
la exposicién in vivo como in vitro frente a los antihelminticos ha sido sefialada como uno
de estos mecanismos de resistencia (Dicker et al., 2011; Williamson et al., 2011; De Graef
et al., 2013).

La fase experimental del presente capitulo plantea caracterizar la poblacion parasitaria
sometida a presion de seleccion con la combinacion MOX+LEV de los ensayos in vivo
mediante dos secciones experimentales. En la primera de ellas, se realizd la
caracterizacion fenotipica mediante el TIML frente a MOX y LEV, mientras que en la
segunda se realizé la cuantificacion de los niveles de expresion relativa de 3 diferentes
Gp-P (Gp-P 2, Gp-P 3y Gp-P 17) en respuesta al tratamiento combinado de MOX y LEV

por el transcurso de 4 afios de ensayos in vivo.

3.1 Seccion Experimental |

“Caracterizacion fenotipica del aislamiento parasitario sometido a presion de

seleccién con la combinacion MOX+LEV”

3. 1. 1 Objetivo especifico

e Comparar fenotipicamente (TIML) la poblaciéon parasitaria sometida a presion de

seleccion con MOX y LEV y un aislamiento susceptible de H. contortus de referencia.
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3. 1. 2 Metodologia experimental

Para la presente seccion experimental se trabajo con la técnica de diagndstico in vitro de
inhibicién de la migracién larval (TIML) que es apropiada para evaluar los efectos tanto de
MOX como de LEV sobre L3 de nematodos gastrointestinales (Demeler, et al. 2010%).
Durante el periodo de estandarizacion inicial se corroboré la migracion de todos los
géneros parasitarios en un porcentaje mayor a 90%.

Se trabajo con los aislamientos parasitarios de inicio y fin del periodo experimental y
también, como control positivo, un aislamiento de H. contortus susceptible (obtenido por el
Centro de Diagndstico Veterinario, CEDIVE, Chascomus).

Para el aislamiento de las cepas parasitarias mixtas de inicio y fin se colectaron
muestras de materia fecal de los animales alojados en el potrero experimental, luego de
corroborada la presencia de huevos mediante hpg se realiz6 un macro coprocultivo para
obtener las L3. La materia fecal se macerd con Telgopor granulado y se incubd durante
15 dias a temperatura (24°C) y humedad controlada (70%).

La recuperacion de las larvas se efectlio mediante la técnica de Baermann, en la cual
el cultivo de materia fecal se coloc6 dentro de una bolsa de gasa doble sumergida en un
vaso conico con agua destilada a temperatura ambiente. Pasadas 24 h se recuperaron las
L3 tomando alicuotas de la solucién del fondo del recipiente. La suspension de las larvas
obtenidas fue diluida hasta obtener alicuotas con una concentracion de 1000 L3 y se
identificaron los géneros presentes por observacion al microscopio 6ptico (Niec, 1968).

Las suspensiones de L3 fueron utilizadas inmediatamente para la inoculaciéon de
animales dadores o almacenadas en botellas de cultivo celular en heladera por un tiempo
no mayor a 2 meses Yy, antes de ser utilizadas en las pruebas in vitro, fueron pasadas por
un Baermann con filtro de 25um durante 1 hora a 23°C.

Con el fin de mantener en el tiempo los aislamientos parasitarios, con las L3 obtenidas
se infestaron artificialmente corderos dadores con valor O de hpg (de sucesivos muestreos
no consecutivos), los corderos dadores fueron mantenidos en corrales con piso de

cemento, alimentados con cubos de alfalfa y silo de maiz y agua ad libitum.

3. 1. 3 Test de inhibicién de la migracién larval (TIML)

Para la realizaciéon de estas pruebas las soluciones de los farmacos fueron preparadas
utilizando los productos comerciales, segun lo recomendado por Kotze et al. (2014). Se
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realizaron sucesivas diluciones en dimetilsulfoxido (DMSO al 100 %) para obtener 10
(MOX) y 8 (LEV) concentraciones diferentes de los farmacos y una concentracion final
maxima de DMSO en cada pocillo de 0,5 %. Las concentraciones finales de MOX fueron
del rango de 2 ng/ml a 25000 ng/ml y para LEV de 0,03 pg/ml a 22 pg/ml.

Para el caso de las incubaciones con ambas moléculas se iniciaron las pruebas con las
concentraciones maximas individuales (25000 ng/ml MOX y 22 pug/ml LEV) de manera
conjunta, para el resto de las incubaciones se utiliz6 el mismo criterio para combinarlas,
con lo cual se obtuvieron 8 soluciones y una concentracién minima final para 9 ng/ml de
MOX 'y 0,03 pug/ml de LEV.

Se utilizaron placas de cultivo celular de 24 pocillos. En cada pocillo de la primera
placa (placa de incubacién) se colocaron entre 80 a 100 larvas en suspension, se les
adicionaron 90 ul de la solucién de los farmacos individuales o combinados en diferentes
concentraciones y agua destilada hasta alcanzar un volumen total de 1,8 ml.
Posteriormente, las placas se incubaron por 24 horas en oscuridad a 24 °C en estufa
biologica.

Transcurrido este tiempo, el contenido completo de cada pocillo fue transferido a través
de un filtro de 25 um, segln lo recomendado por Demeler et al. (2010%), suspendido en
las filas A y C (Figura 9) de una segunda placa (placa de migracién). La placa de
migracion completa se colocé en una estufa biolégica por 24 horas a 25 °C. Se chequed
mediante la observacién directa en microscopio. Por cada placa de incubacién se
utilizaron dos placas de migracion.

Finalizada la incubacion, los filtros se levantaron suavemente de los pocillos de la linea
Ay C de cada placa, se enjuagaron para devolver las larvas adheridas por fuera al pocillo
correspondiente. Posteriormente, las larvas no-migradas que quedaron como remanente
en el filtro se volcaron en las lineas contiguas (B y D respectivamente), de la placa de
migracién y se procedié a contar el nimero de larvas en todos los pocillos (migradas y no

migradas) en microscopio invertido.



43

(Lloberas, 2018)

Figura 9: Sistema de migracion. A: Placa de incubacion; B: Placa de migracion; C: Placa

de lectura. Ampliado: sistema de filtro para migracion.

Cada aislamiento se someti6 a 10 concentraciones, en el caso de MOX, y 8
concentraciones, en el caso de LEV, con 4 repeticiones por concentracion en cada placay
por duplicado (2 placas de incubacion por vez). A su vez se realizaron al menos 3 pruebas
completas para cada aislamiento.

Se incluyé en cada prueba, un control negativo (sin farmaco), cuyo valor minimo
aceptable de migracion fue establecido en 90%, y un control positivo (DMSO 10%). Para
cada concentracion y cada control se calcul6 el porcentaje de inhibicidon, corrigiendo los

datos con el otro negativo, mediante la siguiente formula:

% de inhibicidon: (NUmero de larvas no migradas/Numero total de larvas) * 100
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3. 1.4 Analisis estadistico

Para ajustar los datos a una curva dosis respuesta mediante una regresion no lineal, se
utilizé una ecuaciéon logistica de cuatro parametros, utilizando el programa GraphPad
Prism (version 6). Se realizd la transformacion logaritmica de la variable independiente
(concentracion) (X = log X).

Se calcul6 la dosis inhibitoria 50 (D150) y el intervalo del 95 % de confianza (IC 95 %).

3. 1. 5 Resultados

Se trabajé con los aislamientos parasitarios de inicio y fin del periodo experimental

cuya composicion genérica se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7: Porcentaje (%) de géneros parasitarios presentes en los aislamientos parasitarios

mixtos de inicio y fin del periodo experimental que fueron utilizados en las pruebas in vitro.

% de géneros presentes en los aislamientos parasitarios

Haemonchus Teladorsagia Trichostrongylus Cooperia | Chabertia
Inicio

Fin

Durante la estandarizacion de la prueba se corroboré la migracion de todos los géneros
parasitarios presentes en los aislamientos mixtos, los resultados obtenidos (Tabla 8)

corresponden a 8 repeticiones de incubaciones en placas control (sin farmaco).

Tabla 8: Porcentaje de migracion larval obtenido para los aislamientos parasitarios mixtos
incubados en ausencia de farmacos (n=8).

% de migracion larval control

Haemonchus | Teladorsagia
Aislamiento inicial 91,7 86,5 91,2 85

Aislamiento final 88,9 88 87,3 -

Trichostrongylus Cooperia
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Se probo el efecto de MOX y LEV incubados de manera individual o combinada sobre
los aislamientos parasitarios de inicio y fin del periodo experimental y sobre el aislamiento
de H. contortus susceptible (CEDIVE) como control. Para cada uno de los aislamientos y
cada farmaco individual se obtuvo una curva dosis-respuesta con una bondad de ajuste
entre 87-93%. Se obtuvieron resultados similares dentro de cada aislamiento con un
coeficiente de variacion menor a 20%.

En las Figuras 10 y 11 se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas para los tres

aislamientos parasitarios incubados a concentraciones crecientes de MOX y de LEV,

respectivamente.
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Figura 10: Actividad de moxidectina (MOX) expresada como inhibicion de la migracion
larval (%) en los aislamientos parasitarios de inicio y fin del periodo experimental in vivo y

en el aislamiento de H. contortus susceptible.
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Figura 11: Actividad de levamisol (LEV) expresada como inhibicion de la migracion larval
(%) en los aislamientos parasitarios de inicio y fin del periodo experimental in vivo y en el
aislamiento de H. contortus susceptible.

En la Tabla 9 se presentan los diferentes pardmetros calculados en la prueba de

inhibicion de la migracion larval para MOX 'y LEV incubados de manera individual.



Tabla 9: Parametros obtenidos del analisis de las curvas dosis-respuesta para MOX y
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LEV sobre los aislamientos parasitarios de inicio y fin del ensayo in vivo y sobre el

aislamiento de H. contortus susceptible.

H.contortus Mixta Inicial
susceptible

Mixta Final

DIS0 (ng/ml) 8,06 7,687 16,28°
IC (95%) (ng/ml) 6,9-9,4 6,9-85 13,1 — 20,2
B DI90 (ng/ml) 23,72 16,9° 83,3"
= IC (95%) (ng/ml) 18,9 — 29,7 14,2 — 20,2 57,2 -121,4
R? 0,91 0,92 0,91
S DIS0 (ug/ml) 0,25° 0,35° 0,42
r IC (95%) (ug/ml) 0,2-0,32 0,26 — 0,47 0,3-05
DI90 (ug/ml) 1,27° 2,02° 1,947
IC (95%) (ug/ml) 0,97-1,6 1,24 - 3,3 1,2-3
R? 0,93 0,89 0,87

DI50: Dosis inhibitoria 50. DI90: Dosis inhibitoria 90 IC: intervalo del 95% de confianza. R2:

coeficientes de determinacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) entre los resultados de DI50 para cada farmaco evaluado, las mismas fueron

determinadas en funcion de la superposicién de los IC.

En el caso de la incubacion conjunta de MOX y LEV, las concentraciones mas bajas
utilizadas (MOX: 9 ng/ml y LEV: 0,03 pg/ml) de ambos farmacos lograron inhibir la
migracién larval en un porcentaje superior al 80% para los tres aislamientos parasitarios
(83% H. contortus susceptible, 86% aislamiento de inicio y 87% aislamiento de fin del
ensayo in vivo). Con los valores obtenidos para las concentraciones testeadas no fue
posible estimar los valores de DI50. A modo de ejemplo, la Tabla 10 muestra los
porcentajes de inhibicién obtenidos para las primeras concentraciones ensayadas.
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Tabla 10: inhibiciébn de la migracion larval (%) e intervalo de confianza (95%) obtenido

para las primeras concentraciones ensayadas de los farmacos MOX y LEV incubados de

manera conjunta.

Concentraciones Aislamientos parasitarios
MOX (ng/ml) LEV (ug/ml) H. contortus Mix inicial Mix final
susceptible

9 0,03 83 % 86 % 87 %
(76-90) (82-90) (81-92)
18 0,07 89,6 % 91,9 % 85,5 %
(85-94) (89-94) (79-91)
78 0,28 91,9 % 91,9 % 93,1 %
(89-95) (90-96) (90-95)
156,5 0,55 95 % 95 % 94,1 %
(92-96) (93-97) (93-95)

3. 1. 6 Principales aportes

A continuacion, se resumen los principales aportes de esta seccién experimental. Los
mismos se discuten en forma integral en la Discusién General (Capitulo 1V) de la presente

Tesis:

e Los aislamientos parasitarios estudiados evidenciaron un comportamiento dosis

dependiente frente a ambos farmacos (MOX y LEV).

e Para MOX se observé un aumento de la DI 50 en el aislamiento mixto final
respecto del aislamiento inicial y a los valores obtenidos para H. contortus
susceptible usado como control positivo, siendo estadisticamente significativo el

aumento con respecto al aislamiento inicial.

e En el caso de LEV, la DI50 del asilamiento mixto final no mostré diferencias

respecto a los aislamientos mixto inicial y susceptible de H. contortus.

e La combinaciéon de farmacos (MOX y LEV) evidencié un aumento del efecto
observado in vitro sobre la migracién larval, en relacién a las incubaciones con

los farmacos de manera individual.
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3. 2 Seccion experimental Il

“Cuantificacion de la expresion genética del trasportador celular Gp-P en H.

contortus expuestos in vivo a la combinacién MOX+LEV”

3. 2. 1 Objetivo especifico

e Comparar la expresion de Gp-P en aislamientos de H. contortus obtenidos al
inicio (no expuestos al tratamiento combinado) y al final (expuestos al

tratamiento combinado) del periodo experimental.

3. 2. 2 Metodologia experimental

En esta seccion experimental se realizd la cuantificacion de la expresion genética del
trasportador celular Gp-P en los aislamientos de H. contortus al inicio y al final del periodo
experimental.

Se trabajé con ejemplares adultos machos de H. contortus obtenidos mediante la
necropsia de los animales del grupo control de la prueba de eficacia controlada (descripta
en el Capitulo Il, ensayos in vivo) tanto al inicio como al final del periodo experimental (4
afos). Una vez recuperados los pardsitos, fueron inmediatamente almacenados en

RNAlater® y posteriormente conservados a -80°C hasta su procesamiento.

3. 2. 3 Aislamiento y cuantificacion de ARN

Se procedio a la extraccién del ARN total (ARNt) de pooles de aproximadamente 50
ejemplares de H. contortus, mediante la utilizacion del reactivo Trizol (Invitrogen)
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. Brevemente, los parasitos se
homogenizaron en mortero manteniendo el congelamiento con N, liquido, y el material
resultante de la homogenizacién se colocd en un eppendorf conteniendo 500 ul de Trizol.
Después de unos minutos, se procedié a la recuperacién del ARNt desde la fase
cloroférmica, mediante el agregado de 150 pl de CHCI3 agitacion y centrifugacion durante
15 min a 13000 rpm y a 4°C. El ARNt se sometié a precipitacion mediante el agregado de
500 pl de isopropanol, enfriamiento a -80°C durante 15 minutos, y posterior centrifugacion

a 13000 rpm a 4°C durante 10 minutos mas. El precipitado resultante se lavo con 1 ml de
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etanol 75 % en agua y se re-suspendid con vortex. Nuevamente las muestras se
centrifugaron a una velocidad de 7500 rpm. El precipitado resultante se re-suspendié en
20 ul de agua libre de RNAsas (Invitrogen) y se incubd en bafio Maria a una temperatura
de 55-60 °C por 5 minutos para lograr la completa disolucién del ARNt obtenido.
Posteriormente, el ARN se congel6 a -70°C hasta su utilizacion. La calidad, concentracion
y grado de pureza del ARNt obtenido se determinaron mediante la utilizacién en un

nanodrop (Themo Fisher, USA) y corrida electroforética en agarosa al 0,8 %.

3. 2. 4 Transcripcion reversa. Sintesis de ADNc

Para llevar a cabo la transcripcion reversa se utilizé un Kit comercial (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit- Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Brevemente, en tubos eppendorf de 0,5 ml se agregaron 6 pl
de esta mezcla, 2 pg de RNAt y agua suficiente para un volumen final de 20 pl. La
reaccion de sintesis de ADNc se realiz6 en un termociclador convencional siguiendo las
instrucciones provistas por el proveedor. EI ADNc fue almacenado a -20°C hasta su

procesamiento.

3.2. 5PCR en tiempo real

Las secuencias blanco de ARNm de H. contortus y los genes de referencia fueron
obtenidos del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los primers utilizados para el
analisis de la expresion y cuantificacion de Gp-P 2, fueron disefados utilizando el
programa Primer Express™ Software 2.0 (Applied Biosystems) basados en las
secuencias publicadas por Xu et al. (1998) para Gp-P 2. Los demas juegos de primers
utilizados para la amplificacion del ARNm de H. contortus fueron obtenidos de las

secuencias publicadas en GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) cada juego

de primers fue optimizado en un rango de 200-500 nM para identificar la concentracion de
primers que amplifica el fragmento de ADN de interés con la mayor eficiencia.
Las caracteristicas de los primers utilizados para la cuantificacion mediante gPCR se

presentan en la Tabla 11, a continuacion.
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Tabla 11: Primers y numeros de acceso de GenBank utilizados para la cuantificacion de la

expresion relativa por gPCR.

Nombre del ~
. . .o Tamanfos del GenBank
gen en Secuencia primer (5" —>3") d d °od ICi
H. contortus proc uct_q e N° de acceso/Cita
) amplificacion (pb)
ACT F: GCTCCCAGCACGATGAAAA 66 DQ080917
R: CACCAATCCAGACAGAGTATTTGC (Kotze y Bagnall, 2006)

Heopgp-17 T GACTTTCAGCTACCCATCACG HME35772
R: GTCCGGTTCGTAGAATCTCTC (Williamson et &, 2010)

y , F:1CGGCAGCAGATCTCATGGT AF003908
CO-PIP-2 R TCGGTTAGACGAGCTGTGAGATT 61
(Xu et al., 1998)

Hco-pgp-3 F: TGAACCTAAGCGTCCGACATG HM635768
R: TAGTGATTCCACACAAAGCATCG (Williamson et al., 2010)

Los niveles de expresion relativa de los amplicones Hco-pgp2, Hco-pgp3 y Hco-pgpl7
se cuantificaron utilizando el equipo ABI Prism 7500 (Apllied Biosystems SA). La
amplificacién especifica del gen se confirm6 mediante el andlisis de la curva de fusion.

Cada una de las reacciones fue preparada en una mezcla de reaccion con las
siguientes proporciones: 10 yl de PCR SYBR Green Master Mix 2X (Applied Biosystems),
2 pl de cada juego de Primers (200 nM), 1 yl de ADNCc diluido 1:250 y 7 ul de agua libre
de nucleasas, obteniendo un volumen final de 20 ul por reaccion. Se utilizaron placas de
cultivo celular de 96 pocillos y cada muestra se procesoé por duplicado.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: pre incubacién a 50 °C por 2
minutos, 95 °C por 10 minutos, luego 95 °C por 15 segundos (desnaturalizacion) y 60 °C
por 1 minuto (extensién). Se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacién y extension.
Finalmente se realiz6 la curva de melting para chequear la formacion de un Unico
producto de amplificacion.

Previamente a la cuantificacion de las muestras experimentales se procedid a la
validacion de cada juego de primers utilizado para la cuantificacion. Para ellos se
construyeron curvas de las muestras a cuantificar. Se seleccionaron para la cuantificacion
aquellos juegos de primers cuyas curvas arrojaron valores de pendiente entre -3,6 y -3,25

y I? superiores a 0,985.
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3. 2. 6 Analisis estadistico

La determinacion de la expresion relativa de los ARNm de Gp-P 2, Gp-P 3y Gp-P 17
se llevé a cabo por el método de 2 -AACt (Livak y Schmittgen, 2001), corrigiendo la
eficiencia de amplificacion calculada para cada par de primers durante la etapa de
validacién (Eficiencia: 2 (-1/slope). Se utilizé la prueba T de Student no emparejada o el
test no parametrico Mann Whitney, cuando fue necesario, para comparar los resultados
de la expresion de Hco-pgp obtenidos en los grupos de inicio y fin de los ensayos in vivo.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0,05.
3. 2. 7 Resultados
3.2.7.1Validacion de la eficiencia de la PCR en tiempo real

Las curvas de validacion fueron realizadas con cantidades decrecientes de ADNc en
pool diluidas a intervalos de 5 veces para evaluar la eficiencia de la PCR en tiempo real y
los valores considerados aceptables fueron los recomendados por la guia de ABI Prism
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystem S.A.)). La Tabla 12 presenta los

resultados de la validacion obtenida.

Tabla 12: Principales parametros obtenidos en la validacion de los primers utilizados para

la cuantificacién de la expresién genética

Primer Pendiente Rango de Eficiencia
amplificacion

ACT -3,6 0,99 18,6-25,6 1,86
Hco-gp-p17 -3,8 0,992 23-33 1,82
Hco-gp-p2 -3,52 0,994 22,06-32,64 1,92
Hco-gp-p3 -3,3 0,985 26-34 1,99

3. 2. 7. 2 Cuantificacion relativa de Gp-P 2, Gp-P 3y Gp-P 17 en H. contortus

En la presente seccién experimental se cuantificé la expresion de las Gp-P 2, Gp-P 3y
Gp-P 17 en especimenes adultos machos de H. contortus recuperados de los ovinos

alojados en el potrero experimental tanto al inicio como al final, es decir luego de 4 afios
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de tratamientos con la combinacion MOX+LEV con el fin de establecer el patron de la
expresion relativa de cada aislamiento.

La cuantificacion relativa mostré que la expresion del gen que codifica la Gp-P 3 fue
significativamente mayor (p < 0,03) en los machos de H. contortus recuperados de los
animales al finalizar los ensayos experimentales (5,9 £ 5,6) que en los recuperados al
inicio de las pruebas in vivo (1,0 £ 1,5).

Para la cuantificacion relativa de los niveles de expresion de la Gp-P 17 se observé
una tendencia de aumento (p: 0,09) en los valores obtenidos para los H. contortus
recuperados de los animales de final del ensayo experimental in vivo, sin embargo, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (inicio: 1,0 £ 0,16, fin: 1,8 + 0,8).

Por otra parte, no se observaron cambios significativos (p: 0.22) en los niveles de
expresion de la Gp-P 2 (inicio: 1,0 + 0,45, fin: 4,4 + 5,8).

En las Figuras 12, 13 y 14 se muestran los valores de expresion individuales obtenidos
para las tres Gp-P estudiadas en los machos de H. contortus recuperados de los animales
experimentales al inicio y al final del periodo experimental.

Gp-P 2

14 -
12 -

10 A

Cuantificacidn relativa

Inicio Fin

Figura 12: Expresion relativa de la Gp—P 2 en machos de H. contortus recuperados de los
corderos del potrero experimental al inicio y al final de los ensayos in vivo. Cada barra
representa un pool de 50 machos de H. contortus. La linea negra indica el promedio de

las mediciones entre grupo.
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\ -

Inicio Fin

Figura 13: Expresion relativa de la Gp—P 3 en machos de H. contortus recuperados de los
corderos del potrero experimental al inicio y al final de los ensayos in vivo. Cada barra
representa un pool de 50 machos de H. contortus. La linea negra indica el promedio de

las mediciones entre grupo.

Gp-P 17

1,5 A

Cuantificacion relativa

0,5 -

Inicio Fin

Figura 14: Expresion relativa de la Gp—P 17 en machos de H. contortus recuperados de
los corderos del potrero experimental al inicio y al final de los ensayos in vivo. Cada barra
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representa un pool de 50 machos de H. contortus. La linea negra indica el promedio de

las mediciones entre grupo.

3. 2. 8 Principales aportes

Se resumen a continuacion los principales aportes de esta seccién experimental, los
mismos se discuten en forma integral en la Discusion General (Capitulo 1V) de la presente

Tesis:

e Se cuantifico el nivel de expresion de tres Gp-P en H. contortus al inicio y luego
de la exposicion sostenida por 4 afios de tratamiento con la combinacién MOX 'y
LEV.

e Se observé una tendencia al aumento de la expresion de las Gp-P estudiadas,
siendo estadisticamente significativo el aumento de Gp-P 3 en los especimenes
de H. contortus recuperados de los animales al final del periodo experimental,
luego de 4 afos de exposicién sostenida a la combinacién de los farmacos bajo
estudio.

e Se evidencié una importante variabilidad en los niveles de expresion de los
genes que codifican para estas proteinas en los parasitos, particularmente al
final de los ensayos.

e Ademas de otros mecanismos especificos, la exposicion de los nematodos a
diferentes farmacos antihelminticos puede incrementar los niveles de proteinas
de accién inespecificas como las Gp-P que contribuyen en el fenbmeno de

resistencia
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4. DISCUSION GENERAL

El uso de antihelminticos es el principal método de control de las parasitosis en todo el
mundo. Sin embargo, estos deben considerarse como un recurso no renovable en la
medida en que la resistencia antihelmintica siga avanzando. La incorporacién de nuevos
farmacos antihelminticos al mercado farmacéutico veterinario con mecanismos de accién
diferentes a los existentes ha disminuido considerablemente. Para obtener un nuevo
farmaco con la apropiada eficacia y seguridad, deben evaluarse cientos de candidatos en
sistemas in vitro primero, animales de laboratorio después, y finalmente en el hospedador
destinatario de su uso (Witty, 1999). Este proceso de busqueda e investigacion requiere
inversiones millonarias y puede durar mas de 10 afios (Hennessy, 1997; Witty, 1999).
Ante esta situacion, adquiere gran relevancia el conocimiento de las propiedades
farmacologicas y de los factores que puedan modificar su actividad en condiciones
précticas, con el objetivo de prolongar la vida util de los antihelminticos disponibles.

El uso combinado de farmacos para mejorar los resultados del tratamiento se ha
evaluado en numerosas enfermedades. Esta herramienta fue utilizada inicialmente para
mejorar el efecto terapéutico de los farmacos antitumorales (Fairley, 1971).

La combinacién de dos o mas farmacos antihelminticos ha sido propuesta como una
estrategia para abordar el creciente problema de la resistencia antihelmintica (Leathwick
et al., 2009; Geary et al., 2012; Lanusse et al., 2018). Luego de la administracién conjunta
de dos 0 mas moléculas, pueden ocurrir interacciones tanto clinicas como toxicoldgicas,
en las cuales un farmaco puede ser capaz de incrementar o disminuir la exposiciéon
sistémica del otro (Liang, 2006). Estas potenciales interacciones farmacocinéticas deben
ser evaluadas antes de recomendar su uso practico.

Este trabajo de Tesis estuvo orientado a evaluar de forma integrada la relacion
farmacocinética-farmacodinamia del uso combinado de MOX y LEV por el transcurso de 4
aflos, sobre una poblacion parasitaria con marcados antecedentes de resistencia
antihelmintica principalmente a IVM, pero también diagnosticada en una oportunidad
previa al presente estudio para MOX, documentada por Lloberas et al. (2013). Por otra
parte, se evaluaron metodologias in vitro que permitieron caracterizar el estatus de
susceptibilidad de los parasitos frente a los farmacos individuales y a la combinacion y se
utilizaron herramientas de biologia molecular para poder cuantificar los niveles relativos

de expresion de la Gp-P, sefialada como un mecanismo inespecifico de resistencia. A
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continuacion, se discuten los principales resultados obtenidos en las diferentes secciones

experimentales.

Caracterizacion farmaco-parasitolégica del tratamiento combinado de MOX y LEV en
ovinos parasitados naturalmente con nematodos gastrointestinales resistentes

(estudios in vivo)

En la actualidad existen formulaciones combinadas de farmacos antihelminticos
disponibles para el tratamiento de ovinos en Australia, Nueva Zelanda, Uruguay, como asi
también en Argentina. El fundamento para la utilizacion de dichas formulaciones se basa
en una menor resistencia de los parasitos a los multiples componentes (cada uno con
diferente mecanismo de accion/resistencia) en comparacién con el tratamiento con un
anico principio activo (Anderson et al. 1988; Barnes et al. 1995; Leathwick et al. 2009).

Desde este punto de vista, el uso simultdneo de farmacos pertenecientes a diferentes
grupos quimicos tendria diferentes finalidades: a) Complementar la eficacia de
antihelminticos frente a diferentes especies de nematodos (efecto cruzado entre
especies); b) Complementar la eficacia frente a diferentes individuos de una misma
especie de nematodos (efecto cruzado entre sub-poblaciones); c) Adicién frente a un
individuo resistente a ambos antihelminticos (efecto sinérgico). Sin embargo, estos
beneficios pueden no ser permanentes y desarrollarse resistencia maltiple por parte de un
mismo nematodo (Castells y Del Pino, 2007) (citado en: Suarez, 2013).

En el presente trabajo, las concentraciones plasmaticas de MOX y LEV estuvieron
dentro del rango de valores reportados previamente por otros autores tras su
administracion individual en corderos (Barber et al., 2003; Molento et al., 2004; Lespine et
al., 2004; Suarez et al., 2014). La administracién combinada de MOX y LEV no afecté las
concentraciones plasmaticas de ninguno de los farmacos individuales, lo que sugiere una
falta de interaccion a nivel hospedador. Sin embargo, no debe descartarse la posibilidad
de una interaccion a nivel de los parasitos, en la cual se podria haber alcanzado un
sinergismo aditivo entre los farmacos administrados.

La combinacion de farmacos nematodicidas es una estrategia valida para el control
parasitario si la eficacia de cada componente incluido es cercana al 100% (Bartram et al.,
2012). En este sentido, si se logra eliminar la totalidad de los parasitos con un tratamiento
antihelmintico, no existira presién de seleccion y no se desarrollara resistencia a causa de
los tratamientos. Sin embargo, cuando pre-existe un nivel de resistencia a los farmacos

incluidos en la formulacion, su uso esta bajo discusion (Suarez et al., 2014; Lanusse et al.,
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2014). La utilidad los tratamientos combinados bajo estas condiciones ha sido reportada
en bovinos (Leathwick et al., 2016; Canton et al,. 2017). Sin embargo, es dificil encontrar
poblaciones parasitarias en establecimientos ovinos que sean susceptibles a dos 0 méas
antihelminticos pertenecientes a diferentes grupos quimicos.

En la presente Tesis, tanto MOX como LEV demostraron valores altos de reduccién en
la cuenta de huevos calculados mediante el TRCH al inicio del ensayo in vivo (99% MOX
y 85% LEV). Asimismo, la administracién conjunta de MOX y LEV evidencio valores altos
de eficacia inicial (2014) sobre todas las especies parasitarias, evaluada por medio del
TEC (Tabla 6).

A partir de este momento y durante 4 afos, la eficacia del tratamiento combinado
MOX+LEV se estimé por medio del TRCH. Los porcentajes de reduccién obtenidos a lo
largo de todos los afios de trabajo mostraron algunas fluctuaciones. EI menor valor (77%)
fue registrado en el tercer afio de ensayo. Para el resto de los afios el limite inferior del
intervalo del 95% de confianza estuvo por debajo del 90%. La eficacia calculada para
cada género parasitario, mediante la identificacion de L3 en los coprocultivos, evidencio
valores por debajo del 95% para H. contortus, Teladorsagia spp. y Trichostrongylus spp.
durante todo el periodo experimental (Tabla 4).

Cuando la eficacia del tratamiento combinado se evalu6 por medio del TEC, tanto al
inicio como al final del periodo experimental, no se apreciaron cambios para las especies
T. circumcincta y T. axei. Sin embargo, en el caso de H. contortus, la eficacia aumento de
84,3% a 100% y sobre T. colubriformis disminuy6 de 97,4% a 58%. Una elevada eficacia
sobre H. contortus fue mantenida en un escenario con resistencia significativa a las LM.
Por lo tanto, el tratamiento combinado resulté efectivo en retrasar la aparicion de
resistencia aun cuando la poblacion parasitaria en estudio presentaba numerosos
registros de resistencia a IVM (Entrocasso et al., 2008; Lifschitz et al., 2010; Lloberas et
al,. 2012; 2013; 2015).

Durante el transcurso del estudio in vivo el desarrollo de resistencia antihelmintica al
tratamiento combinado fue diferente segln la especie parasitaria evaluada. Estudios
previos (Le Jambre et al., 1999) muestran mayores valores de eficacia para MOX frente a
H. contortus, comparado con T. colubriformis. Ademas, los resultados obtenidos también
podrian estar influenciados por la via de administracién seleccionada para el tratamiento.

Se utilizé una formulaciéon de MOX inyectable dado que la formulacion de administracion
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oral no se encuentra disponible en mercado farmacéutico de nuestro pais. Estudios
previos realizados por Lloberas et al. (2012) demostraron que luego de la administracion
intra-ruminal de LM, se obtienen mayores concentraciones de farmaco tanto en el
contenido gastrointestinal como dentro de los parasitos. Esta mayor exposicion al farmaco
luego del tratamiento oral/intra-ruminal represent6é un aumento en la eficacia de las LM en
ovinos (Gopal et al., 2001, Lloberas et al., 2012) y bovinos (Leathwick et al,. 2013, Canton
et al., 2018), dependiendo del estado inicial de resistencia antihelmintica. Mientras que
tras el tratamiento oral con MOX la eficacia fue del 100 % en ovinos infectados con T.
colubriformis, la administracion subcutdnea mostro 0 % de reduccion en la cuenta de
huevos (Gopal et al,. 2001).

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral sugieren que la resistencia a
MOX se retard6 para el nematodo H. contortus, mientras que, por el contrario, se aceler6
el proceso para T. colubriformis, incluso luego del tratamiento combinado.
Desafortunadamente, por restricciones de bioética y de bienestar animal no pudimos
realizar el TEC para los farmacos administrados de manera individual, en consecuencia,

esta hipotesis no pudo ser confirmada y constituye una limitacion del presente trabajo.

En general, las evidencias obtenidas en esta Tesis indican que, bajo las condiciones de
trabajo descriptas, el tratamiento combinado mantuvo buenos niveles de eficacia durante
los 4 afios del periodo experimental. Por su parte, Leathwick et al. (2012) demostraron
efectos positivos para el tratamiento combinado de IVM y LEV a largo plazo en corderos.
En dicho trabajo, el tratamiento combinado obtuvo un mayor porcentaje de reduccién de la
cuenta de huevos en relacién al tratamiento individual con IVM. Con lo cual, la seleccion
por resistencia en la poblacién parasitaria fue mayor luego del tratamiento con IVM de
manera individual que luego de la administracién del tratamiento combinado con LEV.

Asimismo, los autores corroboraron el impacto de la poblacién parasitaria en refugio
sobre el desempefo de la combinacién. En los establecimientos déonde el 10% de los
corderos permanecié sin tratamiento los porcentajes de reduccidon de huevos fueron
mayores que en aquellos en los cuales se tratd a todos los animales (Leathwick et al.,
2012).

La condicion de pastoreo del presente trabajo de Tesis estuvo caracterizada por baja
carga animal y, en consecuencia, bajo nivel de infestividad de la pastura (L3/Kg de pasto
seco). Esta condicién debié seleccionarse dado que el potrero experimental poseia una

pastura degradada y de baja calidad forrajera, por lo que la carga animal utilizada (3,33-
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4,33 corderos/ha) resultd menor a la carga animal normalmente utilizada en la region de
estudio (9 a 11 corderos/ha). Esta baja carga animal se seleccioné con el objetivo de
asegurar una minima ganancia de peso en los animales. Sin embargo, la baja
contaminaciéon de la pastura determiné que los corderos requieran menos tratamientos
antihelminticos que los esperados, siendo este factor uno de los principales factores para

el desarrollo de resistencia antihelmintica (Wolstenholme et al., 2004).

En consecuencia, bajo las condiciones de trabajo descriptas, la baja presién de
seleccidn ejercida con el tratamiento MOX+LEV sobre la poblacién parasitaria contribuyé
al buen desempenio del tratamiento durante los 4 afios de duracién del experimento. Sin
embargo, la baja contaminacion de la pastura determind una menor poblacién parasitaria
en refugio, la cual se asocia a la mayor velocidad en el desarrollo de resistencia
(Hodgkinson et al., 2019). Por lo tanto, las condiciones experimentales de nuestro estudio
estuvieron caracterizadas por un bajo niumero de tratamientos (retardando el desarrollo de
resistencia) y bajo refugio (acelerando el desarrollo de resistencia). Este dltimo punto
pudo haber tenido un impacto negativo en la eficacia sobre, por ejemplo, T. colubriformis.
Los resultados sugieren que luego de 4 afios de uso del tratamiento combinado se
establecid en el potrero experimental una poblacion bi-resistente de T. colubriformis
(resistente a MOX y LEV en forma combinada).

Este hecho también se observd cuando se evaluaron las eficacias individuales de los
tratamientos con MOX y LEV mediante el TRCH, tanto al inicio como al final del periodo
experimental. Luego de la administracién individual de MOX la eficacia estimada por
TRCH sobre Trichostrongylus spp. disminuy6 de 99% (2014) a 30% (2018). Un resultado
similar fue observado para el tratamiento con LEV, dénde el porcentaje de reduccién de la
cuenta de huevos fue de 56 % al inicio (2014) y cay6 drasticamente a 0 % en el 2018.
Estos valores de eficacia inicial para los tratamientos individuales fueron calculados en
base al porcentaje de larvas recuperadas del coprocultivo, déonde sélo es posible
identificar a nivel de género parasitario, por lo tanto, la presencia de multiples especies
dentro del género podria confundir el resultado y contribuir a la variabilidad observada a lo

largo del periodo experimental.

El uso combinado de MOX y LEV no evidencié ninguna interaccion farmacocinética
adversa. Ademas, dado que las respuestas terapéuticas fueron favorables (TRCH) a lo

largo del tiempo, el uso combinado de MOX y LEV, cuando la eficacia inicial es alta, seria
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una estrategia valida para el control de nematodos gastrointestinales y particularmente
para H. contortus. Sin embargo, es indispensable que esta herramienta sea acompafiada
con medidas de manejo que minimicen la necesidad de realizar tratamientos
antihelminticos, reduciendo asi la presion de seleccion (por ejemplo, garantizando una
proporcion de poblacion parasitaria en “refugio”). De otra manera, el desarrollo de

resistencia multiple sera inevitable.

“Caracterizaciéon fenotipica y cuantificacion de la expresion de Gp-P en la poblacién
parasitaria sometida a presion de seleccidon con la combinacién MOX+LEV (estudios

in vitro)”

El monitoreo del nivel de resistencia adquiere vital importancia teniendo en cuenta que
cuando se detecta una falla terapéutica en los sistemas productivos, a menudo, es
demasiado tarde para prevenir el avance de la resistencia (Demeler et al., 2010°). El
desarrollo de técnicas moleculares para detectar marcadores de resistencia a campo en
forma masiva todavia no se encuentra disponible a pesar de diferentes avances ocurridos
en este sentido para algunos grupos de farmacos (Barrére et al., 2013).

Para esto, en los ultimos afos, se han evaluado diferentes pruebas in vitro que ofrecen
la posibilidad de detectar la resistencia aun cuando su porcentaje en la poblacién
parasitaria es inferior al 25% (Martin et al., 1989). Aunque algunos de estos métodos se
han propuesto como una herramienta Gtil para el diagndstico temprano de resistencia
(Taylor et al., 2002, Coles et al., 2006), existen importantes dificultades en el desarrollo de
estas metodologias y en la interpretacion de la informacion surgida de las mismas. Estas
estan relacionadas a la sensibilidad de la prueba, el rango de concentraciones a utilizar, la
solubilidad de las drogas y, principalmente, al hecho de que no se hayan podido
correlacionar los resultados con las obtenidos en las pruebas in vivo. Es por este motivo
que la Asociacion Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria (WAAVP) s6lo
aprueba para su uso diagnéstico el TEH para detectar resistencia al grupo de los BZD
(Coles et al., 2006).

En este trabajo de Tesis se seleccion6 como prueba de diagndstico in vitro el test de
inhibicibn de la migracién larval (TIML) ya que permite caracterizar los niveles de
resistencia tanto a MOX como a LEV. Este test, a diferencia de otros, tiene la ventaja de
poder cuantificar el efecto sobre la motilidad larvaria de forma objetiva a través del conteo

de larvas que son capaces de migrar activamente a través de una malla, a diferencia de
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otras pruebas de motilidad que realizan esta comparacion por observacidn visual directa
lo que introduce un grado de subjetividad a la medicién (Kotze et al., 2006). Asimismo, el
hecho de trabajar con larvas de estadio 3, las cuales son relativamente faciles de obtener
a partir de coprocultivos y pueden conservarse refrigeradas hasta su utilizacion, permitié
caracterizar los aislamientos provenientes de los ensayos in vivo.

Como una ventaja adicional, esta técnica permitié evaluar los efectos de la incubacién
conjunta de MOX y LEV sobre las poblaciones parasitarias, independizando la respuesta
al tratamiento de los posibles efectos moduladores del hospedador. Sin embargo, existié
una limitacibn en esta prueba al no poder contar con aislamientos parasitarios
monoespecificos que supone una logistica de animales dadores en corrales separados.
La falta de aislamientos monoespecificos en las pruebas in vitro puede limitar la
interpretacion de los resultados y sus comparaciones estadisticas

El objetivo principal de esta prueba fue caracterizar las poblaciones parasitarias de inicio
y fin del periodo experimental in vivo (sometida a presion de seleccion) frente a MOX y LEV
incubados de manera individual o combinada.

El método debio evaluarse y adaptarse a las condiciones de trabajo particulares de esta
Tesis. Al trabajar con aislamientos de géneros parasitarios mixtos fue necesario incluir un
paso previo para verificar la migracion de todos los géneros parasitarios en un porcentaje
mayor al 90% (90-94,9%). Al igual que lo descripto por Demeler et al. (2010%), el tamafio de
malla de 25 um resultdé apropiado para permitir la migracion de las larvas de paréasitos
gastrointestinales de ovinos.

Basados en las observaciones de este trabajo, el TIML fue efectivo para detectar la menor
respuesta a MOX y a LEV cuando los aislamientos parasitarios fueron enfrentados a
concentraciones crecientes de los farmacos incubados de manera individual. Sin embargo, la
elevada variabilidad observada en algunas ocasiones junto a la dificultad en reproducir
resultados similares a los obtenidos por otros autores, hace que la utilizacién del test para el
diagndstico practico y masivo de resistencia utilizando poblaciones de campo sea muy dificil.

Para MOX se observo un aumento significativo de las DI 50 y DI 90 en el aislamiento
mixto final respecto a los valores obtenidos para el aislamiento inicial y para el aislamiento
de H. contortus susceptible. El incremento de la concentracion inhibitoria 50 entre el
aislamiento de inicial y el final fue del doble (Mixta inicial DI 50: 7,68 ng/ml; Mixta final DI
50: 16,28 ng/ml), mientras que para para lograr la inhibicion en la migracién del 90% de
las larvas del aislamiento final se requieren concentraciones 5 veces mayores con

respecto al aislamiento inicial (Mixta inicial DI 90: 16,9 ng/ml; Mixta final DI 90: 83,3
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ng/ml). Estos resultados son coincidentes con lo obtenido mediante el TRCH, al inicio del
periodo experimental luego del tratamiento con MOX (0,2 mg/kg) se obtuvo un porcentaje de
reduccion en la cuenta de huevos de 99%, mientras que al finalizar el ensayo in vivo el
mismo fue de tan solo 42%.

En el caso de LEV se observd una disminucidon en la respuesta inhibitoria de los
aislamientos mixtos con respecto al aislamiento de H. contortus susceptible, sin embargo, al
igual que lo obtenido en el ensayo in vivo estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Resulta interesante poder realizar una comparacién farmacocinética-farmacodinamica
entre los datos obtenidos para estos farmacos en estudios in vivo y lo observado en la
prueba in vitro de inhibicibn de la migracién larval. Para el caso de MOX, las maximas
concentraciones en el tracto gastrointestinal de ovinos y bovinos (abomaso/intestino
delgado) se alcanzan en el dia 1 y se encuentran en un rango entre 50 y 180 ng/ml
dependiendo de la via de administracion y el fluido-tejido analizado. A partir del dia 2 las
concentraciones descienden a menos de la mitad dada la elevada distribucién de este
farmaco hacia los tejidos particularmente hacia la grasa (Lifschitz et al., 1999°; Lloberas et
al., 2013). Si se comparan estas concentraciones con los valores de DI 90 del aislamiento
mixto inicial de 16,9 ng/ml puede observarse que estas concentraciones serian suficientes
para alcanzar una buena eficacia. Sin embargo, al analizar en este contexto el valor de la DI
90 del aislamiento final ya muestra un corrimiento importante de la curva dosis-respuesta
hacia la derecha y las concentraciones alcanzadas in vivo en los sitios de localizacion
parasitaria no serian suficientes para poder mantener una eficacia adecuada.

Para el caso de LEV resulta mas complicado realizar esta comparacion dado que no se
encuentran datos reportados en detalle de su cinética en el tracto gastrointestinal de los
rumiantes. Sin embargo, pueden utilizarse los datos en plasma siguiendo el concepto
farmacoldgico que tras una administracion parenteral los tejidos reflejan lo observado en la
circulacion sistémica (Lifschitz et al., 2017). En este trabajo de tesis las DI 90 para LEV
estuvieron alrededor de 2 pg/ml tanto para el aislamiento inicial como para el final. Teniendo
en cuenta que el pico de LEV se alcanz6 a la hora post-administracion y que rapidamente
sus concentraciones descendieron alcanzando niveles en plasma de 0,25 pg/ml a las 4
horas postratamiento, resulta muy dificil alcanzar in vivo las concentraciones inhibitorias
necesarias para mantener una eficacia adecuada cuando la susceptibilidad de los parasitos

presentes comienza a disminuir.
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Cuando la prueba fue realizada con la incubacion conjunta de MOX y LEV los
aislamientos parasitarios evaluados no evidenciaron un comportamiento dependiente de
la dosis. Se evidencié un aumento del efecto observado in vitro sobre la migracién larval
con respecto a las incubaciones individuales, ya que las concentraciones menores
utilizadas (9 ng/ml de MOX y 0,03 pg/ml de LEV) fueron eficaces para inhibir la migracion
larval en un porcentaje superior al 80%. Este resultado es coincidente con los datos de
eficacia obtenidos en los ensayos in vivo tanto mediante TRCH como mediante TEC. En
el caso del TRCH, al inicio del periodo experimental se observd una reduccién en el
conteo de huevos post tratamiento del 100% cuando se administraron los farmacos de
manera combinada a las dosis terapéuticas y para el TEC se obtuvieron eficacias de
84,3%, 100%, 100% y 97,4 % sobre Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta,
Trichostrongylus axei y Trichostrongylus colubriformis, respectivamente.

En este sentido, existen reportes de aislamientos de H. contortus, T. colubriformis 'y T.
circumcincta resistentes a IVM in vivo que fueron alin mas resistentes a la inhibicion del
desarrollo y la migracion de L3 in vitro (Gill et al., 1991; 1995; Giordano et al., 1988; Lacey
et al., 1990; Taylor, 1990; Hubert y Kerboeuf, 1992).

Asi como con la inhibicion obtenida para las concentraciones de los farmacos
incubados de manera conjunta no fue posible estimar los valores de DI50, del mismo
modo tampoco fue posible calcular indices de sinergismo/antagonismo comparando los
valores con los obtenidos para las incubaciones individuales. Deberian haberse evaluado
concentraciones menores a las testeadas para lograr ajustar una curva dosis-respuesta y
poder utilizar el test para un potencial diagnéstico de resistencia en situaciones de uso de
tratamientos combinados. A pesar de esto, queda claramente demostrado que cuando los
parasitos son expuestos in vitro a la combinacibn MOX+LEV a las mismas
concentraciones que para las incubaciones individuales, la respuesta (medida como

inhibicion de la migracion larval) se incrementa.

Como consecuencia de las limitaciones que existen para el diagnéstico de resistencia
antihelmintica por los métodos tradicionales, en relacién a su sensibilidad, especificidad y
laboriosidad, las técnicas moleculares de diagnostico han sido propuestas como métodos
complementarios. Sin embargo, dado que los mecanismos especificos de resistencia a las

LM e imidazotiazoles alln no se conocen en toda su dimensién, incluir las técnicas
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moleculares en la rutina diagnédstica de la resistencia no es factible. A esto se suman los
elevados costos que dichas técnicas presentan en equipamiento e insumos.

Aunque la resistencia a las LM y al LEV parece ser multigénica (Prichard et al. 2007,
McCavera et al.,, 2007; Sangster et al., 1991), la concentracion final del farmaco en el
pardsito es determinante para definir su eficacia. Aumentar esa concentraciéon y el tiempo
de contacto farmaco-parasito es un importante desafio y se podria alcanzar mediante la
manipulacién del comportamiento farmacocinético del principio activo (absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacién), tanto en el hospedador como en el parasito.

Las moléculas centrales de todo este proceso son los transportadores celulares de
membrana de tipo ABC tanto en el hospedador como en el parasito (Prichard, 2007;
Lespine et al., 2008). La Gp-P es una proteina transportadora de membrana asociada al
fendmeno de resistencia a mdltiples drogas (MDR). Si bien la Gp-P fue inicialmente
descripta por su sobreexpresion en células tumorales resistentes a mudltiples drogas
anticancerigenas, también se localiza en células normales de tejidos involucrados en los
procesos de absorcion, distribucion, y excreciébn de farmacos (Mealey, 2004). La
localizacién especifica en estos tejidos sugiere que la Gp-P cumpliria un importante rol en
la regulacién del transporte de farmacos, modificando de este modo el comportamiento
cinético y la biodisponibilidad de los mismos. La Gp-P funciona como una bomba de eflujo
que secreta en forma activa una gran cantidad de compuestos no relacionados, desde el
interior de la célula hacia el espacio extracelular. A nivel intestinal, la Gp-P limita la
absorcion y difusion transepitelial provocando modificaciones en la biodisponibilidad de
farmacos administrados por via oral (Lin, 2003; Ballent et al., 2005).

En relacién con los mamiferos, en los nematodos se ha descripto una mayor diversidad
de transportadores del tipo ABC. Estudios realizados en el genoma del parasito modelo
Caenorhabditis elegans identificaron al menos 15 genes que codifican para Gp-P (Ardelli y
Prichard, 2013). La familia génica de las Gp-P parece ser moderadamente bien
conservada entre C. elegans y los nematodos de rumiantes y por lo tanto es probable que
también existan multiples genes que codifiqguen para Gp-P (Lespine et al., 2008). De
hecho, se han encontrado 9 genes que codifican para la Gp-P en H. contortus con un alto
grado de identidad con las secuencias de genes en C. elegans (Williamson y
Wolstenholme 2012).

La diversidad de las Gp-P de los nematodos sugieren que estas juegan un importante
rol protector frente a un amplio rango de xenobiéticos y metabolitos enddgenos (Prichard
y Roulet, 2007). De hecho, existe una importante evidencia acerca de la relacion entre el
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eflujo por Gp-P y la resistencia de los nematodos a los principales grupos de
antihleminticos, particularmente mas evidente para las lactonas macrociclicas (Ardelli y
Prichard, 2004; Blackhall et al., 1998; De Graef et al., 2013).

En 1998 fue demostrado por primera vez que aislamientos de H. contortus resistentes
a IVM mostraron niveles 3,4 veces mayores de Gp-P A (ortélogo de Gp-P 2) comparada

con el aislamiento sin tratamiento (Xu et al., 1998).

Mientras que la mayoria de los estudios se centran en la exposicion in vitro sobre las
L3 a una amplia variedad de antihelminticos, existe informacién limitada sobre la potencial
asociacion entre la exposicion del farmaco y los niveles de expresion de las Gp-P en
especimenes adultos luego del tratamiento antihelmintico in vivo en condiciones de
campo, y en particular con combinaciones de farmacos (Lloberas et al., 2012; Prichard y
Roulet, 2007).

El presente trabajo de Tesis evalué mediante qPCR el nivel de transcripcion de 3 Gp-P
(Gp-P 2; Gp-P 3; Gp-P 17) en el aislamiento de H. contortus sometido a presion de
seleccién por 4 afios de tratamiento con la combinacion MOX+LEV (in vivo) y se compard
la expresion de estos transportadores en especimenes de H. contortus no expuestos a la
combinacion (aislamiento inicial). En las condiciones de trabajo descriptas, se observo
una tendencia al aumento de la expresion de las Gp-P estudiadas, siendo
estadisticamente significativo el aumento de Gp-P 3, en los especimenes de H. contortus
recuperados de los animales al final del periodo experimental, luego de 4 afos de
exposicion sostenida a la combinacion de los farmacos bajo estudio.

En este sentido, existe una considerable evidencia sobre el hecho que los nematodos
pueden regular los niveles de expresion tanto de Gp-P como de otros transportadores
celulares del tipo ABC mediante mecanismos transcripcionales o post transcripcionales
para contrarrestar los efectos toxicos de los farmacos antihelminticos (James y Davey,
2009; Lloberas et al., 2013; Raza et al., 2016?).

Por otro lado, se evidencié una importante variabilidad en los niveles de expresion
constitutivos de estas proteinas en los parasitos. En este sentido, existen reportes que
demuestran que los genes transportadores de farmacos no muestran un patron constante
de regulacion después de la exposicion a los antihelminticos. Tal es asi, que algunos
estudios han reportado un aumento en el nivel transcripcional de ciertas Gp-P luego de la
exposicion in vivo (Lloberas et al., 2013; Xu et al., 1998) e in vitro (Raza et al., 20167,

2016"; Williamson et al., 2011; Xu et al. 1998) a los antihelminticos, mientras que otros
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trabajos no evidenciaron cambios transcripcionales en los nematodos colectados de
animales tratados con IVM (Alvarez et al., 2015; Areskog et al., 2013).

En las condiciones experimentales del presente trabajo, el perfil de transcripcion
cuantificado por gPCR, evidenci6 una tendencia de aumento para las tres Gp-P
estudiadas en los ejemplares machos de H. contortus recuperados de animales tratados
al final de periodo experimental en relacion a los individuos no expuestos a la
combinacion MOX+LEV. Este aumento de expresién fue estadisticamente significativo
para la Gp-P 3. La respuesta de este transportador ante la presencia de xenobidticos
puede ser muy variada pudiendo aumentar la expresién de algunas proteinas y disminuir
la de otras. Maté et al. (2018) reportaron una disminuciéon en los niveles de expresiéon de
la Gp-P 3 y Gp-P 9 tras el tratamiento con IVM en un aislamiento de H. contortus
altamente resistente. En dicho trabajo se utilizé un aislamiento de H. contortus resistente
a 10 veces la dosis terapéutica de IVM (Eficacia estimada por TRCH: 32,6%). Por otro
lado, se evidenci6 el aumento de la expresion de Gp-P 2 en los especimenes recuperados
de los animales tratados a diferentes tiempos post- administracion. De hecho, esta
glicoproteina fue la primera hallada y relacionada con la resistencia a IVM (Xu et al.,
1998). Aflos mas tarde, estudios realizados por Lloberas et al. (2013) informaron que el
tratamiento IVM aumentd significativamente la expresion de Gp-P 2 en H. contortus
resistente colectados de corderos tratados.

Estudios en el nematodo de vida libre C. elegans observaron como la Gp-P 3 actlda en
la proteccion contra las toxinas naturales (Broeks et al., 1995). Ademas, la expresion de
algunos genes de Gp-P (incluidos Gp-P 3 y Gp-P 9) en las células excretoras intestinales
de C. elegans, sugieren un mecanismo adicional en la proteccidon contra sustancias
téxicas (Ardelli y Prichard, 2013).

Aunque estd demostrado que la afinidad de MOX por este transportador es
significativamente menor que la observada para IVM (Lespine et al. 2007), tanto en
condiciones in vitro como in vivo se han demostrado interacciones entre MOX y Gp-P
(Lloberas, et al., 2013; Bygarski et al., 2014). Ademas, existen diferentes publicaciones
que muestran la modulacién de MOX con diferentes agentes inhibidores de la Gp-P.
Luego de la co-administracion de MOX con verapamilo, un inhibidor de la actividad de la
Gp-P, se observé una disminucién significativa en el conteo de H. contortus post
tratamiento en relacién al grupo control (Molento y Prichard. 1999). También Lifschitz et
al. (2002) observaron aumentos de la biodisponibilidad de MOX en bovinos luego de su

co-administracion con loperamida. Por su parte, Dupuy et al. (2003) demostraron
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incrementos de las concentraciones plasméaticas de MOX luego de su co-administracion

con quercetina en corderos.

La interaccibn de LEV con la Gp-P ha sido evaluada también en el parasito. Sin
embargo, se sabe poco sobre la interaccion especifica de LEV con las Gp-P. James y
Davey (2009) informaron cémo la resistencia a IVM generada por presion de seleccidén en
C. elegans, contribuyé al desarrollo de resistencia cruzada al LEV y derivd en un
incremento significativo de los niveles de expresion de Gp-P. Este hecho sugirié que el
incremento en la actividad del transportador en poblaciones parasitarias resistentes podria
ser consecuencia de su capacidad de transportar tanto IVM como LEV.

Por su parte, Kerboeuf y Guégnard, (2011), demostraron que LEV es sustrato de la Gp-
P de los nematodos evaluando la acumulacién de un compuesto fluorescente, sustrato de
Gp-P, al inhibirse su transporte por LEV en un aislamiento de H. contortus resistente.

Estudios realizados sobre poblaciones de H. contortus encontraron incrementos
significativos en los niveles de expresion de Gp-P 1 y Gp-P 9 en larvas 3 de un
aislamiento resistente comparado con un aislamiento susceptible a LEV (Sarai et al.
2013). Sin embargo, los autores concluyen que estos incrementos no fueron consistentes
en todos los estadios de vida del parasito y podrian no estar relacionados exclusivamente
con la resistencia al LEV, ya que el aislamiento resistente evaluado presenta la misma
condicion frente a las LM y a los BZD (Sarai et al., 2013). En concordancia con este
hallazgo, Raza et. al. (2016°) demostraron que los niveles de transcripcién de Gp-P 1, Gp-
P 9.1 y Gp-P 9.2 fueron significativamente mayores en las larvas de H. contortus
resistentes comparado con el aislamiento susceptible.

En el presente trabajo de Tesis, los niveles de ARNm de Gp-P varian
considerablemente entre diferentes muestras intra-grupo, especialmente para Gp-P 2 y
Gp-P 3 en los especimenes del aislamiento final, de manera similar a los resultados
reportados por Williamson y Wolstenholme (2012). Es probable que esta variabilidad nos
impidiera encontrar cambios significativos en la expresion de Gp-P 2 y Gp-P 17 después
de la exposicion in vivo del parasito a la combinacion MOX+LEV. Una variedad de
estudios ha informado niveles extremadamente altos de diversidad genética dentro de
poblaciones de H. contortus, siendo el tamafio de la misma un determinante importante de
esta diversidad genética (Gilleard y Redman, 2016; Laing et al., 2013; Otsen et al,. 2001;
Redman et al., 2008; Schwarz et al., 2013; Troell et al., 2006). Esta caracteristica es la
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que permite a las poblaciones de H. contortus adaptarse rapidamente a cambios
climaticos, hospedadores y tratamientos (Emery et al., 2016).

El incremento de la transcripcion de las Gp-P evaluadas en este trabajo de Tesis, como
en otras publicaciones, sugieren que estos transportadores juegan un importante rol en
los mecanismos resistencia antihelmintica. Sin embargo, la confirmacién de tal asociacion
requiere de estudios comparativos con la expresién en aislamientos susceptibles como
asi también estudios de expresion en especimenes recuperados a distintos tiempos post

administracion.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo de Tesis consistid en la evaluacion farmaco-parasitologica de la
administracibon combinada de MOX y LEV sobre una poblacibon de nematodos
gastrointestinales resistentes a ivermectina y bencimidazoles. Del andlisis de los

resultados y para las condiciones descriptas se concluye:

¢ No se observaron cambios significativos en la cinética de disposicion de MOX vy
LEV luego de su co-administracibn en comparacién con la administracion

individual.

e En general, a lo largo del periodo experimental se obtuvieron niveles aceptables
de reduccién en la cuenta de huevos (TRCH) para la administracién combinada
MOX+LEV, aunque se observaron oscilaciones en los valores de reduccién e

intervalos de confianza que podrian estar indicando el desarrollo de resistencia.

e En la etapa final del periodo experimental el porcentaje de reduccion de la cuenta
de huevos del tratamiento combinado fue mayor que el obtenido para cada
farmaco de manera individual, lo que podria indicar un efecto aditivo entre MOX y
LEV.

e En las condiciones de estudio descriptas, la combinacion MOX+LEV mostré
buenos niveles de eficacia sobre las especies parasitarias de localizacion

abomasal.

e Luego de cuatro afios de uso de la combinacion MOX+LEV como Unico

tratamiento se observo el desarrollo de resistencia maltiple en T. colubriformis.

e EI TIML fue efectivo para detectar la resistencia a MOX y a LEV cuando los
aislamientos parasitarios fueron enfrentados a concentraciones crecientes de los

farmacos incubados de manera individual.

¢ Para MOX se observd un aumento de la DI 50 en el aislamiento mixto final

respecto del aislamiento inicial y a los valores obtenidos para H. contortus
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susceptible, siendo estadisticamente significativo el aumento con respecto al

aislamiento inicial.

e En el caso de LEV, la DI50 del aislamiento mixto final no mostr6 diferencias

respecto a los aislamientos mixto inicial y susceptible de H. contortus.

e La combinacién de farmacos (MOX y LEV) evidenci6 un aumento del efecto
observado in vitro sobre la migracion larval con respecto a las incubaciones
individuales. Sin embargo, el hecho de no contar con aislamientos
monoespecificos impidi6 avanzar en analisis dirigidos a caracterizar las

potenciales interacciones farmacodinamicas presentes.

e EIl tratamiento combinado de MOX y LEV indujo incrementos en los niveles de
expresion de las tres Gp-P evaluadas en los especimenes de H. contortus
recuperados al finalizar los ensayos in vivo, siendo estadisticamente significativo

dicho incremento para la Gp-P 3.

Este trabajo es una contribucion original sobre la evaluacién del desempefio farmaco-
parasitolégico de una combinacion de dos farmacos (MOX+LEV) con diferentes
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas. Dichos farmacos pueden ser
utilizados como una estrategia de control de parasitos gastrointestinales en contexto de

resistencia antihelmintica, prolongando su vida util.
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