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RESUMEN

E1 Ranide (cuyo principio activo es el Rafoxanide), es uno de los
fasciolicidas comerciales que mds demanda tienen por su alta efectivi-
dad, siendo ésta principalmente contra formas adultas. Por otra parte
existen trabajos donde se menciona haber obtenido cierta proteccidn en

ovinos al usar antfgeno metabSlico de Fasciola hepatica, por 1o cual

en los Gltimos afios se ha pensado ver si la accidn farmacoldgica se --
puede potenciar una posible respuesta inmune del huésped definitivo con

el objeto de 1impiarlo y protegerlo de esta importante parasitosis.

E1 presente trabajo se realiz§ con 20 ovinos de raza Tabasco o -
"Pelibuey" de uno y medio a dos afios de edad, los cuales fueron infec

tados con 300 metacercarias viables de Fasciola hepatica divididas -

éstas en cinco reinfecciones realizadas a intervalos de 21 dias entre
cada dosis. Los animales fueron divididos en 4 lotes para sus respec
tivos tratamientos: I con Rafoxanide (1.5 mg/kg via S.C.), II con an
tigeno metabdlico (30 mg de proteina/animal via I.P.), III con Rafoxa
nide (1.5 mg/kg via S.C.) y antfgeno metabdlico (30 mg de proteina/ani
mal via I.P.) simultdneamente, quedando el lote IV como testigo. Los -
datos fueron trabajados estadisticamente por Andeva y prueba de Duncan,
no encontrando diferencia significativa (<) 0.05) entre el lote I y --
111, pero si entre el lote I y II, esto hace suponer que 1a accion del

Rafoxanide fue superior.



INTRODUCCION

La Fasciolasis, enfermedad causada por cualquier pardsito del gé

nero Fasciola, especies: hepatica, gigantica, magna e indica (45), es

un padecimiento de distribucidn mundial que afecta a herbfvoros tales
como los bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, conejos, etc., e incluso
al hombre, produciéndoies trastornos digestivos y de 1a nutricidn, ya
que se aloja en el parénquima hepdtico, conductos biliares y vesicula
biliar. En ocasiones se le encuentra como pardsito errdtico en pulmo

nes, tejido subcutdneo y otros drganos (1,10,32 y 42).

Se pueden distinguir clinicamente dos formas de 1a enfermedad, -
Ta forma aguda y crdnica. La forma aguda se presenta sobre todo en -
ovinos j‘venes y se debe a la ingesti6n de un gran nimero de metacerca
rias, con la consiguiente invasidn repentina y 1a migracidn de una mul
titud de fasciolas ijenes en el parénquima .hepdtico,. causando. hemorra
gias y rupturas del higado produciendo 1a muerte siibita sin manifesta-
ciones clinicas. La forma cronica es de evolucidn lenta y se caracte-
riza por pérdida de peso, emaciacion, edema submaxilar, anemia, debili

dad, diarrea y ascitis (1, 37).

La importancia de la enfermedad estriba en que provoca grandes --
pérdidas econdmicas en muchas partes del mundo, las cuales podemos di-

vidir en pérdidas directas y pérdidas indirectas (10).

Las primeras consisten esencialmente en pérdidas por muertes repen

tinas; este tipo de pérdidas son ampliamente superadas por las indirec-



tas las cuales se derivan de la accidn menos severa del pardsito adulto
alojado en jos conductos biliares, entre éstas tenemos: higados decomi-
sados, baja produccidn y mala calidad de 1a leche, bajas tasas de creci
miento y mala conversion alimenticia, baja produccion y mala calidad de
1a lana, trastornos reproductivos, costos por tratamiento y gastos médi
cos (37). Al analizar ambos tipos de pérdidas, es ficil determinar que

las segundas ocasionan sangrias mas severas a la industria pecuaria, ya
que son mids frecuentes y menos notorias por 1o que generalmente no se -

les di la importancia que realmente tienen (10,37).

Actualmente el control de esta helmintiasis ha estado basada funda
mentalmente en el uso de sustancias quimicas que actdan contra el agen-
te etiol6gico, sin embargo, su utilizacidn tiene desventajas muy serias
como son: resistencia al firmaco de parte del pardsito, el tratamiento
se administra una vez que el dafio ya qstd hecho y la posible acumulacidn

de residuos en carne y productos de origen animal (9, 39, 45).

Se tienen datos desde 1881 cuando por primera ocasifn se descubre

un remedio contra Fasciola hepatica, al comprobarse que los extractos -

del helecho macho (Aspidium felix-mas) ademds de su actividad contra -

Ancylostoma duodenale tenian efectos fasciolicidas (45).

Actualmente existen en el mercado nacional varios productos que -

han demostrado su eficacia contra Fasciola hepatica en su estado adul-

to como son: Bilevon, Gufin, Disto-5, Valbazen, Trodax y Ranide (3). De

todos los farmacos, el Ranide es uno de los que mds demanda tiene y que



mayor nimero de veces ha demostrado su eficacia en evaluaciones que se
han realizado tanto en infecciones naturales como experimentales (3,14,

15, 22, 35, 36).

Trabajos realizados in vitro han demostrado que el Rafoxanide actiia
como potente desacoplador de la fosforilacion oxidativa dentro del ciclo
energético, dando como resultado dafios irreversibles en los tejidos del
pardsito (19,20,21,41,47). Este compuesto fue descubierto por Morozik y
Col. en 1969, su efectividad contra formas parasitarias adultas y jove--

nes se ha comprobado en ovinos y ratas blancas (13, 28).

Campbell, (lB),'trabaj§ con borregos usando Rafoxanide a dosis de -
7.5, 10 y 15 mg/kg por via oral, y obtuvo alta eficacia contra pardsitos
de 6, 4 y 2 semanas respectivamente, en 1975 Campbell (17), comparq las
vias de administracidn oral, intrarruminal e intra abomasal encontrando
que la mis efectiva fue la intrarrumtnal a dosis de 3.75 mg/kg contra in
fecciones por pardsitos jévenes. En tanto que Calderdn (15) en México -
utiliz§ dosis de 5, 7.5 y 10 mg/kg por vfa oral dando una efectividad de
81.12, 100 y 1003 respectivalliente contra par}&;sitos adultos. Posterior--
mente Anaya y Col. (2) utilizaron dosis de 3 mg/kg por via SC y obtuvie-
ron un 95.3% de efectividad contra parﬁsitos adultos y juveniles. En lo
que se refiere a la trmunologfa de 1a fasciolasis, diversos autores han
trabajado con diferentes estructuras que forman parte de los agentes que
infectan al hombre y los animales; esto se considera de suma importancia

ya que permite determinar cudl o cuales “antigenos® son relevantes para



establecer pruebas de diagnfstico o produccién de vacunas (38). La es-
tructura de los agentes infecciosos se hace mas compleja a medida que -
avanza la escala filogenética; asf por ejemplo, un metazoario tiene mds
antigenos que un protozoario, bacteria o virus. (38). En general los an
tigenos parasitarios pueden ser: protefnas, proteinas conjugadas a carbo

hidratos, polisacirido o haptenos (4).

Los antfgenos de Fasciola hepatica por lo general se agrupan en: -

a) Antfgenos somiticos o estructurales, que por 10 regular son extractos
crudos de todo el pardsito y b) Antigenos metab6licos o productos de ex-
crecidn/secrecién, que son el resultado de l1a actividad fisioldgica del

pardsito mantenido in vitro (7).

La capacidad antigénica de las estructuras que forman parte de la Fascio
1a hepatica, se pueden manifestar en dos formas:

1) En el curso de las tnfecciones naturales o experimentales se pruducen
anticuerpos contra algunos de sus antfgenos.

2) Por medio de la hiperinmunizaciﬁn de animales experimentales con ex--
tractos u homogenizados del pardsito es posible producir anticuerpos con

tra todo espectro de sus antigenos (46).

Dragneva al inmunizar conejos con antfgenos somiticos liofilizados
de F. hepatica, no observé proteccién significativa, en cambio si la hu-
bo al utilizar antigeno metabdlico como agente inmunizante (24). Langs

trabajo con ratones de 16 dias inmunizados con antigeno metabdlico y an-



tigeno somdtico por via intraperitoneal, al desafiar 30 dias después -
observd proteccion en los animales vacunados con antigeno metab6lico,
no as? en aquellos inmunizados con el antigeno somdtico (31). Davies
inmunizé ratas con antigeno metabdlico de Fasciolas recién desenquista
das mds adyuvante completo de Freund por via subcutdnea; posteriormente
infectd a los animales con metacercarias, en los resultados no hubo di
ferencia significativa entre los animales inmunizados y los testigo --
(23). Oldham afirma que la cantidad de antigeno, el nimero de aplica-
ciones y 1a via de administracion son factores determinantes para que

se genere proteccidn contra el pardsito (40).

Bautista y Col. (4,7), indican haber obtenido cierto efecto protec
tor en borregos immunizados, por via 1.P., con antfgeno metab8lico de -
fasciolas adultas de origen bovino en adyuvante completo de Freund, mas
no observaron proteccion en ovinos inunizados con antfgeno somitico de
fasciolas adultas en adyuvante completo de Freund. Estos autores sugie
ren que la via I.P. es posiblemente 1a mds apropiada para provocar inmu
nidad protectora contra la infeccin por F. hepatica. Todos estos resul
tados 11aman 1a atencifn ya que a pesar de haber buena respuesta de an-
ticuerpos contra fasciola en ovinos no existe una respuesta inmune pro-
tectora, (8,29,34,43,44), esto pudiese explicér el porqué de 1a prolon-
gada permanencia del pardsito (de 8 hasta 11 afios) en borregos después
de una infeccidon experimental dnica. (25). Por esto en los ltimos afios
se ha pensado ver si una respuesta inmune en el huesped parasitado ayuda

(potencializando) a la actividad de un fdrmaco (27).



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue determinar si mediante 1a adminis
tracion combinada de Rafoxanide y de un antigeno metab8lico de Fascio-
1a hepatica adultas de origen bovino es posible reducir el nimero de -

pardsitos presentes en el higado de borregos infectados artificialmente.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 20 ovinos de raza Tabasco o “Pelibuey" de uno y me-

dio a dos afios de edad? libres de Fasciola hepatica procedentes de Ti-

zimin, Yucatin, los cuales se alimentaron con dieta de mantenimiento -

- producida en la fdbrica de alimentos del INIFAP.

Todos los animales fueron infectados con 300 metacercarias de F.
hepatica viables, divididas éstas en cinco infecciones (60 metacerca-
rias por cada infeccifn) a intervalos de 21 dfas entre una infeccidn y
otra. Las metacercarias fueron depositadas en cdpsulas de gelatina y
administradas por vfa oral. Todas las metacercarias requeridas para -
este estudio fueron obtenidas en el laboratorio de infecciones con mi-

racidios de origen bovino en caracoles del género Lymnaea bulimoides.

E1 antigeno metabSlico fue producido a partir de ejemplares adultos de

Fasciola hepatica en higados de bovinos traidos del rastro. La técni-

ca empleada fue la descrita en el manual de practicas del laboratorio
de inmunologia del INIFAP (5). La determinacidn de la proteina conte-
nida en el antigeno metabGlico se obtuvo por el método de Lowry, utili

zando el reactivo de folin-cicalteu (33).



Se utilizé como fasciolicida un producto comercialmente denominado
Ranide, cuyo principio activo es el Rafoxanide o Mk-990, es producido -
por los laboratorios Merck Sharp and Dohme, cuya férmula quimica es (3,
5-diiodo-3 cloro-4P-clorofenoxi salicilanilida) y su flrmula desarrolla

da es la siguiente:

I C

es un polvo blanco soluble en acetona e insoluble en agua, su punto de
fusidn es de 168 a 170°C, se absorbe bien por el intestino y no es me-
tabolizado por la vaca y la oveja, presenta una vida media biolégica de
5 a 10 dfas en 1a oveja (13,28).

A partir de las 12 semanas de la primera infeccidn con metacerca-
rias, se realizaron exdmenes coproparasitoscépicos por sedimentacidn,
para determinar la presencia de huevecillos del pardsito en cada uno -
de los borregos. Una vez confirmado el diagn&stico, los animales se -
dividieron al azar en 4 grupos de 5 animales cada uno, 1os tratamientos
correspondientes fueron 1levados a cabo como se muestra en el siguiente

disefio experimental:



GRUPO No. DE ANIMALES TRATAMIENTOS

I 5 Rafoxanide 1.5 mg/kg S.C.
I1 5 Ag. Met. 30mg Prot/Anim. I.P.
111 5 Rafoxanide 1.5 mg/kg S.C.

Ag. Met. 30mg + Prot/Anim. I.P.
v 5 Testigo

La administracion del antfgeno metab§lico se realiz6 12 semanas des
pués de la primera infeccién con metacercarias, la aplicacifén fue por --
via intraperitoneal a raz&n.de 30 mg Prot/Animal, tal como lo muestran -
los trabajos realizados por Bautista et al (6). EI fasciolicida se admi

nistrd en la semana 14 después de la primera infeccidn con metacerca--
rias, la dosis usada fue 1.5 mg/kg via subcutanea siendo ésta la mitad -

de la dosis recomendada por el fabricante.

Veintiun dias después del tratamiento con Rafoxanide todos los anima
les fueron sacrificados mediante choque eléctrico. Enseguida se procedi
a separar el higado de cada animal para disectar cuidadosamente el parén-
quima y los conductos biliares con la finalidad de contar los parasitos y

medir su longitud.

La evaluacifn del presente estudio se 1levé a cabo estadisticamente
por ANDEVA y prueba de Duncan con la finalidad de saber si existid diferen

cia significativa entre los diferentes grupos tratados.



RESULTADOS

En el grupo 1, tratado con Rafoxanide a dosis de 1.5 mg/kg se recu
perd un total de 37 fasciolas, el cual corresponde a un porcentaje de -
reduccidn de fasciolas por grupo de 89.6. En este grupo el nimero mini
mo y miximo de pardsitos recuperados por animal fue de 5 y 9 respectiva
mente. La media de longitud obtenida en el grupo fue de 7.3m como lo

muestra el cuadro 1.

CUADRO No. 1

EFICACIA ANTIHELMINTICA EN EL GRUPO 1 TRATADO CON RAFOXANIDE (1.5mg/kg
S.C.) EN BORREGOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON 300 METACERCARIAS

No. DE No. DE FASCIOLAS TAMARO X
ANIMAL RECUPERADAS DE PARASITOS
RECUPERADOS
1 5 8.6
2 7 1.7
3 8 7.2
4 8 6.3
5 8 5.6
TOTALES £=1737 X=17.3

Con relacidn al grupo 2 tratado con antfgeno metabGlico a razén de

30 mg de proteina/animal se obtuvo un total de 282 fasciolas por grupo,
en el cual resulta un porcentaje de reduccién parasitaria de 26.5. En
— dicho grupo el nimero minimo y mdximo de fasciolas recuperadas es de 15
y 84 respectivamente. E1 promedio del tamafio obtenido por grupo fue de

23.1Tmm, como se presenta en el cuadro 2.
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CUADRO No. 2

EFICACIA ANTIHELMINTICA EN EL GRUPO 2 TRATADO CON ANTIGENO METABOLICO,
(30 mg de proteina/animal I.P.) EN BORREGOS INFECTADOS EXPERIMENTALMEN
TE CON 300 METACERCARIAS.

No. DEL No. DE FASCIOLAS  TAMANO X DE
ANIMAL RECUPERADAS PARASITOS
RECUPERADOS
1 15 21.2
2 52 24.8
3 62 20.5
4 69 22.3
5 84 26.6
TOTALES £= 282 X =23.1

La administracién combina;la de antigeno metab6lico a dosis de 30 mg
de proteina/animal mds Rafoxanide dosificado a raz6n de 1.5 mg/kg en el
grupo 3, dio un total de 23 pardsitos recuperados, 1o cual equivale a un
porcentaje de 93.5 en la reduccién parasitaria. El1 nimero minimo y mixi
mo de fasciolas encontradas fue de 6 y 2 respectivamente con una longi-

tud promedio de 7.3 mm. Esto se puede observar en el cuadro No. 3.

CUADRO No. 3

EFICACIA ANTIHELMINTICA OBTENIDA EN EL GRUPO 3 TRATADO CON ANTIGENO META
BOLICO (30 mg de proteina/animal I.P.) Y RAFOXANIDE (1.5 mg/kg S.C.) EN
BORREGOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON 300 METACERCARIAS.

No. DEL  No. DE FASCIOLAS TAMANO X DE

ANIMAL RECUPERADAS PARASITOS
RECUPERADOS
1 2 1.5
2 5 5.4
3 5 8.2
4 5 7.2
5 6 8.6

TOTALES £=23 X=13




Estos resultados, obtenidos de los grupos experimentales 1, 2 y 3
son con relacidn al grupolIV jue fungié como testigo, el cual no recibid
ningin tratamiento.

Los datos generales obtenidos por grupo se encuentran sintetizados

en el cuadro nimero 4.

Los parametros tomados en cuenta para el presente estudio fueron;
nimero de pardsitos hallados a 1a necropsia y longitud de los mismos.

Al hacer el andlisis de varianza para el nimero de pardsitos obteni
dos se encontrd una diferencia significativa < 0.05) como lo muestra
el cuadro No. 5.

CUADRO No. 5

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL NUMERO DE PARASITOS
ENCONTRADOS A LA NECROPSIA

Fuente de variacitn S.C. G.L. C.M. F.
Entre grupo 1734415 3 5781.38 13.74*
Error 6730.8 16 420.67

Total 24074.95 19

* Indica diferencia significativa (< 0.05).

12



£l

CUADRO No. 4

EFICACIA ANTIHELMINTICA OBTENIDA POR GRUPO EN LA ADMINISTRACION DE ANTIGENO METABOLICO Y RAFOXANIDE
EN BORREGOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Fasciola hepatica

GRUPO DE TRATAMIENTO No. DE PARASI X + D.S. EN X + DS EN % DE REDUCCION**
5 ANIMALES DOSIS Y VIA TOS POR GRUPD NUM. PARASI TAMANO DE
TOS POR GRUPO PARASITOS
I Rafoxanide
1.5mg/kg S.C. 37a* 7.4 +1.52 73 + 1.17 89.6
SR Uy
rot.
por animal I.P 282b* 56.4 + 25.91 23.1+2.56 26.5
111 Rafoxanide
1.5mg/kg S.C.
+ Ag.Met 30mg 23a* 4.6 + 1.52 7.3+1.24 93.5
Prot/animal I.P.
v Testigo 352b* 71.4 + 28.38 24.243.00 0.0

* Tratamientos con letras diferentes son desiguales (e £ 0.05)

** De Fasciolas con respecto al control



El cuadro 6 muestra el andlisis de varianza para la longitud de los pard
sitos encontrados, los cuales presentaron diferencia estadfstica signi-
ficativa de (a0 0.05).

CUADRO No. 6

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA LONGITUD DE
PARASITOS HALLADOS A LA NECROPSIA

Fuente de variacidn s.C. G.L. C.M. F.
Tratamientos 69.62 1 69.62 14.38*
Semana de infeccién 2784.92 4 696.23 143.85*
Interaccién 102.68 4 25.67 5.30*
Error 2700.00 557 4.84

Total 5657.22 566

* Indica diferencia significativa ¢ 0.05).
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DISCUSION

E1 periodo prepatente de Fasciola hepatica en ovinos es de 43 a 55

dias (30), por esta razfn el trabajo se programé para 120 dias reinfec-
tando cada 21 dias entre una infeccidn y otra con el objeto de tener pa
rasitos de diversas edades y poder evaluar de esta manera el posible -
efecto de 1a combinacién entre el firmaco y el antfgeno, contra el pard
sito en cualquiera de sus estadios dentro del huesped definitivo.
Sabemos que existen muchos factores que influyen en la efectividad
de la droga administrada, tales como vfa de administracifn, manejo del -
farmaco antes de su uso, condicidn fisica del animal tratado, la suscep
tibilidad del pardsito de acuerdo a su edad etc.; esto 1o podemos notar
al analizar lo siguiente: Borrows (11) utilizd Rafoxanide por vfa oral
a dosis de 5 mg/kg y obtuvo 90-95% de reduccidn para formas parasitarias
maduras, estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente tra
bajo utilizando 1.5 mg/kg via S.C. se obtuvo una reduccidn parasitaria de
89.6 para fonmas maduras, esto se pudo comprobar al medir los pardsitos
recuperados a la necropsia. Campbell (16) y Mejia (35) utilizaron 5mg/kg
via oral obteniendo 95 y 63.8% de efectividad, al analizar estos resulta
dos vemos que difieren considerablemente por lo que cabe mencionar que -
el manejo de 1a via de administracion es muy importante. Anaya y col. -
(2) obtuvieron 95.3% de efectividad al administrar 3 mg/kg via S.C., en
cambio se obtuvo 89.6% de efectividad en este trabajo al utilizar 1.5 mg

/kg via S.C., como podemos ver los resultados son muy parecidos a pesar

de haber trabajado con la mitad de la dosis 1o cual tiene repercusién -

econdmica considerable.

15



Trabajos experimentales realizados en diferentes especies han de
mostrado haber tenido un variable efecto protector con antigeno meta-
b6lico. Burden (12) al utilizar.antigeno metabdlico obtenido de fas-
ciolas juveniles de rata mds adyuvante por via subcutdnea en rata y -
ratén obtuvo un nulo grado de proteccin. Hall (26) utilizando antige
no metabdlico obtenido de fasciolas juveniles de ratén en bovino por
via intramuscular logré un grado de proteccidn excelente, mientras --
que Bautista (7), utilizando antigeno metabGlico de fasciolas adultas
de bovino + adyuvante completo de Freund en ovinos por via I.P. obtu-
vo resultados buenos. Se puede pensar que la variacion en los resul-
tados obtenidos por los diferentes autores se debe a 1a falta de cono
cimiento en cuanto a 1a vfa, dosis, elaboracifn del antfgeno y edad -
del huesped.

Con relacién al lote tratado simultdneamente con antigeno y Rafo
xanide no se han encontrado trabajos en 1os cuales se haya usado esta
combinacién, pero de acuerdo a To obtenido en el presente trabajo se
pudo observar que no existié diferencia significativa (%) 0.05) con -
el lote tratado con Rafoxanide solo, 1o que hace pensar que fue el Ra
foxanide el que tuvo una accifn superior. Puesto que se administrS -
la mitad de la dosis, la cual no fue suficiente para atacar formas in
maduras del pardsito; cabe 1a posibilidad de utilizar un fasciolicida
que actiie contra formas inmaduras o usar antigeno metabflico de fas-
ciolas juveniles, siempre y cuando tenga beneficios econﬁmicos el com

binar ambos tratamientos.
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CONCLUSION

- De acuerdo a los resultados de este trabajo se ve un efecto muy pare
cido al utilizar 3 mg/kg por vfa S.C. y 1.5 mg/kg por vfa S.C. de Rafo
xanide por lo cual convendrfa ampliar los conocimientos respecto al ma
nejo de dosis ya que la reduccifn de ésta sin afectar la actividad se

verfa reflejada en una disminucién en el costo del fasciolicida, 1o --

que beneficiarfa a grandes ganaderos.

- Serfa interesante profundizar en cuanto a 1a metodologia para hacer -
el antigeno, la vfa de adninistracién,vtia edad Optima del huesped para
ser vacunado etc., con el fin de Tograr realmente una proteccion en el
animal y poder asf disminuir pérdidas indirectas de esta importante pa

rasitosis.

- Como en este trabajo experimental Ta accién del antfgeno no tuvo un

efecto satisfactorio en 1a administracin combinada del firmaco y el -
antigeno, se recomienda realizar nuevos experimentos en 1os que se uti
licen fasciolicidas que actien contra formas inmaduras o bien que sean
menos potentes ya que son menos caros y asi se justificaria la adminis
tracion de 1a combinacifn; sin embargo seria importante determinar si

esto es redituable econdmicamente dado el alto costo actual de produc-

cibén de antfgenos parasitarios.
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