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1. MARCO TEORICO

Problematica de la resistencia parasitaria

En la actualidad los parasitos (helmintos) constituyen un problema sanitario y
economico prevalente, en particular para los paises en desarrollo [1]. El tratamiento
farmacoldgico masivo del ganado contra la helmintiasis ha llevado a los productores a
enfrentarse a la propagacion acelerada de la resistencia antihelmintica a todas las
clases conocidas de antihelminticos [2]. Este fendmeno ha sido documentado a nivel
mundial, con multiples factores contribuyendo a la resistencia, incluidos el uso
frecuente e inadecuado de medicamentos, estrategias limitadas de tratamiento y la falta
de practicas de manejo sostenibles [3]. En particular, la resistencia se ha documentado
en nematodos gastrointestinales de rumiantes pequefios, como Haemonchus contortus,
que han desarrollado resistencia a multiples clases de antihelminticos, incluidas las
benzimidazoles, levamisol e ivermectinas [4]. Este escenario ha hecho que la
aplicacién de tratamientos estandar se vuelva menos efectiva, conduciendo a crisis de
produccion y sostenibilidad a nivel de campo [5].

El problema de la resistencia se debe en parte a factores como el dosaje inadecuado,
la falta de rotacion en el uso de drogas y el uso preventivo constante sin un diagnéstico
especifico [3]. Ademas, el impacto de la resistencia ha llevado a una necesidad
imperiosa de desarrollar pruebas moleculares avanzadas para identificar y monitorear
con precision la resistencia en el campo [6]. Ante esta situacion, se ha enfatizado la
importancia de adoptar estrategias integradas de manejo sostenible, que podrian incluir
el uso 'inteligente' de medicamentos, mejor manejo del ganado, y la implementacion de
métodos no quimicos como agentes de control biologico [4]. Las investigaciones
actuales también apuntan a la necesidad de identificar nuevos candidatos a
antihelminticos que ofrecen modos de accion diferentes para abordar cepas resistentes
[7]. Estos desafios resaltan la relevancia en replantear la disponibilidad de
herramientas que nos permitan identificar estrategias farmacolégicas en el control de
parasitos nematodos y desarrollar nuevas herramientas y métodos que optimicen la
evaluacion de los actuales antihelminticos.

Modelo Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre que ha sido validado para el
cribado de farmacos antihelminticos [8]. A pesar de no ser un parasito, C. elegans es
extremadamente util para los parasitélogos de nematodos [9,10]. Ademas, se ha
dilucidado el mecanismo de accidn y la resistencia a varios antihelminticos utilizando C.
elegans [11]. Una de las limitantes del estudio experimental del potencial antihelmintico
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es la dificultad de trabajar con organismos parasitos. En este sentido, el nematodo de
vida libre C. elegans es un modelo util para entender el mecanismo de accion de las
drogas antihelminticas. Por un lado, este nematodo se puede mantener y manipular en
laboratorio con facilidad; por otro, comparte caracteristicas fisiologicas y homologia
genética con nematodos parasitos, lo que permite comparaciones validas [12].

Seleccion de alternativas quimicas de antiparasitarios

En el control parasitario en animales de produccion (ej. rumiantes) se describen dos
importantes familias quimicas entre otras, las Lactonas macrociclicas y los
Imidazotizoles. Dentro de las lactonas macrociclicas (lvermectina o Moxidectina, MOX)
y los Imidazotiazoles (Levamisol, LEV), el MOX y LEV son dos principios activos que
representan a ambas familias de antiparasitarios y que tienen una indicacion directa en
la terapéutica del control parasitario de animales domésticos, en particular en
rumiantes. Si bien, MOX y LEV son nematicidas efectivos, presentan algunas
diferencias de relevancia en cuanto a su utilizacién y a la resistencia que generan en
los parasitos.

Moxidectina es conocida por su eficacia prolongada debido a su alta solubilidad en
lipidos y a su mayor duracién en el organismo animal. Se ha utilizado con éxito para
controlar cepas de nematodos resistentes a otros antihelminticos, como la ivermectina
[13]. No obstante, la resistencia también se ha desarrollado contra moxidectina,
particularmente en nematodos como Teladorsagia circumcincta y en algunas cepas de
Cooperia spp. en ganado [14]. Esto sugiere que el uso prolongado y exclusivo de
moxidectina podria no ser sostenible en el largo plazo [12]. Levamisol, por otro lado,
actua rapidamente y es utilizado tipicamente en rotacion con otros antihelminticos para
minimizar el desarrollo de resistencia. Aunque se ha observado resistencia a levamisol
en diversas regiones, su eficacia se mantiene en algunos contextos incluso cuando
otras drogas, como las lactonas macrociclicas, han fallado [4]. En conclusién, tanto
MOX como LEV son herramientas valiosas en el control de infecciones por helmintos,
pero deben gestionarse cuidadosamente para conservar su eficacia a largo plazo.
Ambos farmacos (MOX 'y LEV) difieren de forma marcada en
hidrofilicidad/hidrofobicidad (Log P (coeficiente de particién octanol/agua) de 1,2 vs. 5,0
para MOX y LEV, respectivamente. Estas diferencias podrian ser de relevancia
significativa en sus efectos nematodicidas debido a sus coeficientes de particion. MOX,
con mayor lipofilia, permitiria una mejor permeabilidad de membrana y una distribucion
mas amplia en los tejidos lipidicos, resultando en una accién prolongada. En contraste,
LEV, con menor lipofilia, tendria una mayor solubilidad en agua, lo que promoveria una
rapida absorcion y eliminacién. Las propiedades fisico-quimicas de ambos compuestos
se resumen en la tabla 2.

Estudio de la motilidad con respuesta farmacologica
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La accion de farmacos que tengan como base un mecanismo de accion que modifique
la actividad nerviosa del nematodo C. elegans, permitiria aportar al conocimiento de la
accion nematicida de farmacos.

Este estudio busca comparar dos metodologias de evaluacién de la motilidad de C.
elegans: un ensayo de motilidad en medio liquido (solucion acuosa) y cuantificacién de
la deteccidn de haces infrarrojos como proxy de la motilidad, y un ensayo de monitoreo
de motilidad en fase solida (Agar), cuya cuantificacion es mediante el analisis de
imagenes seriadas. En este estudio las dos metodologias se utilizan para analizar los
efectos de la exposicion de un rango de concentraciones de MOX y LEV sobre el
nematodo C. elegans.

2. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento sobre las metodologias de evaluacion de farmacos
antiparasitarios con accion nematodicida mediante el modelo Caenorhabditis elegans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizar la respuesta farmacolédgica de los antiparasitarios MOXIDECTIN y

LEVAMISOL en fase liquida utilizando un equipamiento de dispersién de luz
infrarroja.

= Caracterizar la respuesta farmacologica de los antiparasitarios MOXIDECTIN y

LEVAMISOL en fase solida utilizando un equipamiento de analisis de imagen de
video.

3. MATERIALES Y METODOS

Desarrollo de la técnica de sensibilidad farmacoldgica

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Gusanos del Institut Pasteur de
Montevideo, en colaboracion con la Unidad de Farmacologia y Terapéutica de la
Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay).

Reactivos y disoluciones

Se emplearon principios activos puros de grado técnico de MOX y LEV. Estos fueron
disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) y posteriormente diluidos en agua hasta obtener
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una concentracion final de DMSO al 1% en todas las soluciones. Las diluciones se
prepararon en serie a partir de una solucion madre (SM1) de MOX 2mM y LEV 25mM en
DMSO.

Equipamiento

Para la evaluacion de la actividad de respuesta farmacoldgica, se utilizaron dos
sistemas de cuantificacion de motilidad: WMicrotracker ONE (fase liquida, deteccion de
haces infrarrojo) y WMicrotracker SMART (fase sélida, analisis por video) (PhylumTech,
Santa Fe, Argentina).

e WNMicrotracker ONE — cuantificacion de motilidad en fase liquida (PhylumTech,
Argentina, https://www.phylumtech.com/home/en/wmicrotracker-one-eng/ )

Brevemente, se trata de un equipamiento con un sistema de 384 microhaces
infrarrojos, que detectan las pequefias interferencias generadas cuando el haz de
luz es interferido por los organismos presentes en la muestra (figura 1). De esta
manera, se registra y procesa un patron de actividad utilizando un software
disefado especificamente para la adquisicidn de datos en tiempo real. Un software
algoritmico calcula el numero de eventos de actividad por unidad de tiempo.
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Figura 1. Representacion del funcionamiento del equipo Wmicrotracker ONE (tomado
de Phylumtech)

e WNMicrotracker SMART - analisis de motilidad en fase sélida mediante video
tracking (PhylumTech, Argentina,
https://www.phylumtech.com/home/es/wmicrotracker-smart-esp/ )

WNMicrotracker Smart (figura 2) obtiene informacién sobre el comportamiento de las
poblaciones de nematodos en funcién del tiempo y el espacio, asi como el seguimiento


https://www.phylumtech.com/home/en/wmicrotracker-one-eng/
https://www.phylumtech.com/home/es/wmicrotracker-smart-esp/
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de los caminos recorridos y calculos de velocidad de particulas. En el modelo
C.elegans utilizando cultivos de medio sélido tipo NGM.

Figura 2. Representacién del funcionamiento del equipo Wmicrotracker SMART
(tomado de Phylumtech)

Cultivo y mantenimiento de C. elegans

Los nematodos fueron mantenidos en placas de agar NGM (Nematode Growth Media),
sembradas con la cepa Escherichia coli OP50 como fuente de alimento. Las placas de
cultivo se mantuvieron a 20 °C en incubadora, bajo condiciones estandar de laboratorio.
Los animales fueron sincronizados en estadio L1 utilizando la solucién de bleaching
(agua:Agua Jane:NaOH 5M en relacion 5:3:2). La cepa OP50 fue cultivada en medio
LB a 37 °C con agitacién a 200 RPM y luego sembrada en placas de NGM agar (1 mL
por placa). Las placas se dejaron secar a temperatura ambiente durante 48 horas antes
de su uso. Los procedimientos indicados siguieron las recomendaciones descritas por
Risi et al [15].

Ensayos

3.1.1. Dilucién de LEV y MOX

Se obtuvieron las soluciones madre 1 (SM1) de MOX 2mM y LEV 25mM diluidas en
DMSO. A partir de las mismas se realizaron 5 diluciones en M9 1 % DMSO obteniendo
5 soluciones de trabajo (ST) en el rango de 0.1 a 1.6 uM para MOX y de 1.562 a 25 uM
para LEV. Juntamente con los grupos MOX 'y LEV, se anexo un Control (DMSO 1.0%).

3.1.2. Fase liquida — EQUIPO WMICROTRACKER ONE

Preparacion de placa
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Se utilizaron placas estériles de 96 pocillos. A cada pocillo se le afnadié 40 uL de la
solucion de droga correspondiente y 60 pL de suspensidn acuosa de gusanos,
logrando una densidad estimada de ~60 individuos/pocillo.

Regqistro de motilidad

El analisis de motilidad se realizé mediante el sistema WMicrotracker ONE, que
cuantifica el movimiento de los nematodos por deteccion de interrupciones de haces
infrarrojos. Las mediciones se realizaron por triplicado a 27°C a distintos tiempos a tras
la exposicion a las drogas.

3.1.3. Fase so¢lida — EQUIPO WMICROTRACKER SMART

Preparacion de placas

Un dia antes del experimento, se prepararon placas vacias a las cuales se les agrego
agar fundido mezclado con las respectivas concentraciones de droga (MOX o LEV,
disueltas en DMSO al 1%). Se vertio la mezcla en condiciones estériles y se dejé secar
a temperatura ambiente por 24 h. Se incluyé una placa de control con solo DMSO al
1%.

Preparacién de gusanos

El dia del experimento, se recolectaron gusanos adultos de las placas de cultivo,
utilizando 1 mL de medio M9 para su desprendimiento. Se realizaron lavados por
decantacion en tubos Eppendorf, y se ajustd la concentracién de gusanos a una
densidad aproximada de 20 individuos en 10 pL, mediante conteo en portaobjetos con
ayuda de microscopio.

Siembra en placas

La siembra se realizdé en condiciones estériles utilizando placas compatibles con el
equipo SMART. Se coloc6é un aro de cobre para delimitar la zona de siembra y se
aplicaron 3 gotas de 6 uL de suspension por placa (aproximadamente 36 gusanos
totales). Se dej6é secar durante 5 minutos y se conté el numero de gusanos sembrados
mediante observacion microscopica.

Regqistro v analisis de motilidad

Cada placa fue analizada en el sistema WMicrotracker SMART. Antes de iniciar la
medicidn, se aplicaron tres golpes suaves a la placa para activar el movimiento de los
gusanos. Luego, se introdujo la placa en el equipo y se realiz6 una corrida de 5
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minutos, repitiendo el protocolo para una segunda (T2), tercera (T3) y cuarta (T4)
corrida posterior con diferencia de 30 minutos entre lecturas.

El software registro los siguientes parametros:
e Moitility Score: la fraccion de eventos de deteccidn correspondientes a particulas
en movimiento (distancia > 1 mm). El rango esta entre O y 1.
Average Speed (mm/s): la velocidad media de todas las particulas detectadas
Trajectory Turning rate (mm/part): la distancia media de todas las particulas
detectadas

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el entorno estadistico R (Version
4.5.0 — 2025-04-11 ucrt). Las curvas de dosis-respuesta fueron ajustadas mediante
modelos sigmoideos de cuatro parametros (log-logisticos; Emax — Slope — Baseline —
EDs), utilizando librerias especializadas del entorno R, como las library drc, Imer y
tidyverse. Se realizaron analisis comparativos entre grupos, asegurando replicacion
técnica y biologica.

4. RESULTADOS

Los resultados que surgen de ambos estudios describen los efectos farmacolégicos,
asi como la comparacién de la eficacia de MOX y LEV con diferencias en su
hidrofilicidad/hidrofobicidad mediante ambas metodologias.

Fase liquida

La exploracion del efecto farmacolégico (inhibicion de la motilidad) a la exposicion a los
grupos Control, MOX y LEV (uM) en fase liquida se muestran en la figura 3. En las
figuras 3A (30 minutos) y 3B (90 minutos) se visualiza un efecto inhibidor sobre la
motilidad del C. elegans dependiente del tiempo de exposicion (minutos) a cada
concentracion (uM), presentando un efecto maximo en las mayores concentraciones de
exposiciéon. El grupo control sin exposicion a ningun farmaco, presenta una actividad en
todo el periodo de evaluacién.

De la inspeccion visual en las distintas concentraciones de exposicion, se perciben
diferencias entre los efectos inhibidores de MOX y LEV. MOX induce un efecto inhibidor
dependiente del tiempo de exposicidon y la concentracién (mas concentracion mayor
efecto inhibidor), con un efecto cercano al 100% de inhibicién de la motilidad a partir de
los 30 minutos de exposicidn a concentraciones de 1,6 yM/mL en los primeros 30
minutos de exposicion (Figura 3A). El efecto de la MOX es irreversible, dado que los
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gusanos no se recuperan de la pérdida de motilidad a ninguna de las concentraciones
(Figura 3B). Por otro lado, LEV no se veria mayormente afectado por el tiempo de
exposicidn y si por la concentracidn al que son expuestos los nematodos, siendo 100%
eficaz en la inhibiciébn con concentraciones de 25 yM/mL en los primeros 30 minutos
(Figura 3A), pero con una afectacion transitoria dependiente del tiempo (Figura 3B), es
decir disminuye inicialmente su motilidad y luego algun gusano en particular presenta

Facultad de Quimica, UDELAR

actividad, ver por ejemplo la curva en las concentraciones 6.25 a 25 uM.
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Figura 3: Worm Moitility de C. elegans luego de la exposicion durante 30 (A) y 120 (B) minutos
a concentraciones crecientes de Moxidectina (MOX), Levamisol (LEV) o sin farmaco (control).
Los valores de concentracion se expresan en uM, siendo el primer valor el correspondiente a la
concentracion de MOX y el segundo a la de LEV.

Fase solida

El analisis comparativo de la acciéon de LEV y MOX sobre la motilidad de C. elegans en
fase sélida reveld diferencias significativas en la cinética del efecto farmacolégico al
igual que en fase liquida.

Para el caso del LEV se visualiza que a medida que se incrementa las concentraciones
de exposicién se presenta un mayor efecto el porcentaje de inhibicion en el Motility
Score (EDs, 51+267; 30115 21+11° para los tiempos T1 (5 min); T2 (10 min) y T3 (15
min), respectivamente — p<0.05) (Figura 4) viéndose acentuada la inhibicion a medida
que el tiempo de exposicién es mayor (T3>T2>T1). Por otro lado, la variable Average
speed (mm/s) muestra un comportamiento similar respecto a la concentracion
(disminuye a medida que esta aumenta), pero se mantiene practicamente constante
entre los distintos tiempos de exposicion (T1 = T2 = T3) (Figura 5). No se visualiza un
efecto directo marcado en la Trajectory Turning rate a las diferentes concentraciones o
tiempos de exposicion (Figura 6).

11
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LEVAMISOL: Motility Score
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Figura 4: Motility Score de C. elegans luego de la exposicion a concentraciones
crecientes de Levamisol (LEV) a cuatro tiempos de exposicién T1 (5 min); T2 (10 min) y

T3 (15 min).
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Figura 5: Average Speed (mm/s) de C. elegans luego de la exposicién a
concentraciones crecientes de Levamisol (LEV) a cuatro tiempos de exposicion (T1 (5
min); T2 (10 min) y T3 (15 min).
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Figura 6 Trajectory Turning rate (mm/part) de C. elegans luego de la exposicién a
concentraciones crecientes de Levamisol (LEV) a cuatro tempos de exposiciéon (T1 (5
min); T2 (10 min) y T3 (15 min)).

A diferencia del LEV, MOX el Moitility Score presenta un tiempo mas prolongado para
iniciar a manifestar los efectos inhibitorios en la motilidad (ver figura 7 — tiempo
exposiciéon T1), y potenciando su accion (EDsy) a medida que se incrementa las
concentraciones y el tiempo de exposicion (EDs, 1,840,297 0,25+0,01°; 0,13+0,001¢;
0,07+0,004° para los tiempos T1 (5min); T2 (10 min), T3 (15 min) y T4 (20 min),
respectivamente — p<0.05) (Figura 7). Por otro lado, el Average speed (mm/s)
manifiesta similar comportamiento (p>0.05), dependiente del tiempo de exposicion
(Figura 8) y efecto notorio en la Trajectory Turning rate a partir de que las
concentraciones de exposicion son superiores a 0.5 a T2 y de 0.25 a T3 y T4 (Figura
9).
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MOXIDECTIN: Motility Score
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Figura 7: Motility Score de C. elegans luego de la exposicién a concentraciones
crecientes de Moxidectina (MOX) a cuatro tiempos de exposicién (T1 (5min); T2 (10

min), T3 (15 min) y T4 (20 min)).
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Figura 8: Average Speed (mm/s) de C. elegans luego de la exposicién a
concentraciones crecientes de Moxidectina (MOX) a cuatro tiempos de exposicion (T1
(5min); T2 (10 min), T3 (15 min) y T4 (20 min)).
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Figura 9: Trajectory Turning rate (mm/part) de C. elegans luego de la exposicion
a concentraciones crecientes de Moxidectina (MOX) a cuatro tempos de exposicion
(T1, T2, T3y T4).

5. DISCUSION

La comparacion entre las metodologias en fase liquida y sdlida para evaluar la
sensibilidad de C. elegans a la accién de LEV y MOX confirma que ambos farmacos
son eficaces en la reduccion de la motilidad. No obstante, también se evidencia que el
tipo de analisis (fase liquida o fase solida) influye de manera significativa en la
caracterizacion del efecto farmacolégico. En particular, el sistema en fase liquida
permite una aproximacion al efecto farmacolégico sobre el comportamiento de un grupo
considerable de gusanos, con una alta capacidad para generar repeticiones, lo que
fortalece la visualizacion del efecto inhibidor de la actividad a lo largo del tiempo, sin
distinguir las caracteristicas del efecto inhibitorio. Por otro lado, el sistema en fase
sélida proporciona informacion complementaria valiosa y de mayor sensibilidad sobre
las alteraciones cualitativas y cuantitativas del movimiento, representando una ventaja
clara frente al sistema liquido para describir exclusivamente el efecto inhibitorio de los
farmacos.

El LEV, un antihelmintico perteneciente al grupo de los imidazotiazoles, demostro en el
ensayo de fase liquida un efecto inhibidor rapido. La fase sdélida complementa este tipo
de efecto, permitiendo observar como la inhibicidn inicial se intensifica en los primeros
15 minutos de exposicién. Este patrén podria explicarse por su mecanismo de accion
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como agonista nicotinico (nAChR), que provoca una despolarizacién sostenida y
conduce a una paralisis espastica. En este contexto, el Score Motility (un indice
compuesto que integra el desplazamiento, la continuidad del movimiento y la actividad
locomotora global del nematodo) mostré una inhibicion progresiva a medida que
aumentaron tanto la concentracion como el tiempo de exposicion. Es decir, aunque
inicialmente puede observarse un movimiento descoordinado, el Score Motility
evidencia una pérdida creciente de la capacidad locomotora general. De manera
complementaria, con una Average Speed que disminuye con la concentracién y un
Trajectory Turning Rate relativamente estable, se sugiere que, a pesar de que pudiera
presentarse un aumento transitorio en la actividad del gusano, el desplazamiento
efectivo se ve cada vez mas comprometido.

La rapida accion y el comportamiento aislado de recuperacion parcial de algun gusano
en la fase liquida del LEV son coherentes con su solubilidad moderada en agua (~2
g/L; 20 mM) y su bajo logP (1.2), caracteristicas que favorecen una rapida difusion en
el medio acuoso del entorno del nematodo. Su masa molar relativamente baja (204.29
g/mol) también facilita esta difusién, generando una accién temprana y transitoria. Por
otro lado, es importante recordar que, dado que el LEV presenta un pKa de 7.0-7.8, se
sugiere que en un medio como el de la fase sdlida (pH ~7.0), el LEV se encuentra
parcialmente ionizado, lo que mejoraria su solubilidad sin comprometer su capacidad
de atravesar membranas celulares. Las propiedades mencionadas (ver anexo 1y 2)
podrian contribuir a explicar parcialmente el perfil farmacodinamico observado,
caracterizado por un inicio rapido de accién, seguido de una fase de paralisis
progresiva en un periodo de tiempo relativamente corto.

En contraste, MOX, una lactona macrociclica, tanto en fase liquida como sélida, mostré
un inicio de accion retardado, sin efectos inmediatos visibles sobre la motilidad durante
las fases iniciales del experimento en fase soélida (reflejado en el Motility Score), con un
leve efecto inhibidor unicamente a altas concentraciones en fase liquida. Este
comportamiento podria explicarse por su baja solubilidad en agua y su alta lipofilicidad
(logP 5.0-6.0), que limitan su biodisponibilidad inmediata pero favorecen su
acumulacion en tejidos lipidicos del parasito (ver anexo 1 y 2). Ademas, su elevada
lipofilicidad no solo promueve su retencién en compartimentos ricos en lipidos, sino que
también la hace menos susceptible al eflujo mediado por bombas P-gp [14], las cuales
suelen excretar con mayor eficiencia compuestos mas hidrosolubles. En conjunto,
estos factores podrian contribuir a un menor eflujo de MOX y a un efecto mas
prolongado en el gusano, a pesar del inicio de accién mas lento.

Por otro lado, el mecanismo de accion se fundamenta en la activacidon sostenida de los
canales de cloruro mediados por glutamato (GIuCl), lo que induce una hiperpolarizacion
de la membrana neuronal y un bloqueo progresivo de la transmisién nerviosa,
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resultando en paralisis flacida. La mayor masa molar (500.66 g/mol) y su estructura
lipofilica sugieren una distribucion mas lenta en el medio acuoso, pero también una
retencion prolongada en el organismo del helminto, lo que explica el efecto sostenido
observado en fases posteriores del experimento (T2-T4), con una reduccion progresiva
de la motilidad hasta su abolicion completa. El pKa acido (~6.0) indica que la MOX se
encuentra mayormente no ionizada en fase soélida, lo que favoreceria su difusién pasiva
a través de membranas, aunque sin compensar su baja solubilidad acuosa inicial,
razon por la cual su efecto requiere mas tiempo para manifestarse. Con el incremento
del tiempo de exposicion, se observa que el efecto inhibitorio a nivel de la Average
Speed y Trajectory Turning Rate se acentua.

En resumen, se puede observar que la accion de MOX y LEV sobre la motilidad de los
gusanos es claramente distinta. En particular, MOX presenta un efecto retardado sobre
el nematodo, mientras que LEV actua de manera mas rapida. Es importante mencionar
que las concentraciones de exposicion y los tiempos de las mediciones no son
exactamente iguales ya que requirieron la adaptacion al modelo, siendo la fase liquida
una medicién hasta 120 minutos, con lecturas cada 5 minutos (24 lecturas), a diferencia
de la fase solida, en la que se midieron tan solo 3 o 4 lecturas, cada 5 minutos, dentro
de los primeros 20 minutos. Si bien podria considerarse que las diferencias en la
intensidad o el numero de repeticiones entre ambas metodologias son relevantes, la
informacion que aportan ambas aproximaciones permite valorar la complementariedad
de las metodologias en la determinacion de los efectos farmacologicos en el modelo C.
elegans. En el ensayo en fase liquida, los resultados permiten comparar cémo cada
droga actua en funciéon del tiempo de exposicion y la concentracion, mostrando
dinamicas de inhibicion. Mientras que el ensayo en fase sélida permite, a través de sus
indicadores (Motility Score, Average Speed y Trajectory Turning Rate), describir la
trayectoria y el desplazamiento global del nematodo, integrando variables como la
distancia recorrida, la continuidad del movimiento y la capacidad del organismo de
mantener un patrén locomotor normal.

6. CONCLUSION

Las diferencias observadas en los patrones de motilidad y la cinética de respuesta en
C. elegans podrian estar asociadas a las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos analizados. El levamisol, debido a su solubilidad acuosa y baja masa
molecular, actua rapidamente generando un pico de actividad motora y paralisis
espastica. En contraste, la moxidectina, por su alta lipofilia y mayor masa molecular,
requiere mas tiempo para penetrar y acumularse en los tejidos del parasito, pero ejerce
un efecto mas sostenido y letal.
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La aproximacion mediante dos metodologias de evaluacion de farmacos
antiparasitarios con acciéon nematodicida permiti6 comprender cémo las caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas de los antihelminticos modulan la respuesta
farmacoldgica en la inhibicién de la motilidad del C. elegans, asi como entender la
eficacia y el comportamiento farmacodinamico, aportando herramientas utiles para
futuras estrategias terapéuticas, especialmente en contextos de evaluacion de
compuestos nematodicidas o escenarios de resistencia parasitaria.
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ANEXOS

Tabla 1: Principales parametros reportados en relacion a las propiedades
nematodicidas de Levamisol y Moxidectina.

Parametro Levamisol Moxidectina
Tiempo de inicio de Rapido Lento
accion
(hiperactividad inicial) (efecto acumulativo)
Tipo de paralisis Espastica Flacida

(nAChR activacion sostenida) | (hiperpolarizacion neuronal)

Duracion del efecto Transitorio Prolongado
Solubilidad Moderada en agua Muy baja en agua
Lipofilicidad Baja Alta

Mecanismo principal Receptores colinérgicos Canales de cloro (GIuCl)
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Tabla 2: Propiedades Fisico-Quimicas de Moxidectina y Levamisol

Propiedad Moxidectina Levamisol
Férmula molecular C37H53NO8 C11H12N2S
Masa molecular 500.66 g/mol 204.29 g/mol

Solubilidad en agua

LogP (coeficiente de
particion octanol/agua)

Punto de fusiéon
pKa

Estado fisico a
temperatura ambiente

Estabilidad

Clase BCS (si aplica)

Biodisponibilidad oral (en
animales)

Metabolismo

Muy baja (insoluble)
5.0-6.0

~140-150 °C (degradacion)

~6.0 (acido débil)

Sélido cristalino

Estable frente a la hidrdlisis;

fotosensible

Clase II: baja solubilidad,
alta permeabilidad

Alta, con prolongada vida
media (hasta 20 dias en
bovinos)

Hepatico (CYP3A)

Moderada (~2 g/L)
1.2

60-62 °C
7.0-7.8

Sélido cristalino blanco o
blanquecino

Estable en condiciones
normales de
almacenamiento

Clase I: alta solubilidad,
alta permeabilidad

Alta, vida media corta
(~4—6 horas)

Hepatico (oxidacion y
desulfuracion)
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