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RESUMEN

El principal objetivo del presente estudio fue evaluar nueve principios de sintesis
reciente derivados del 4-Hidroxifenil carbamato de etilo identificados como IRE 1A,
IRE 2A, IRE 2B, IRE 5A, IRE 6A, IRE 6B, IRE 7B, IRE 8A, IRE 8B a
concentraciones de 5, 10, 20, 50 y 100 ug/ml, mediante una técnica in vitro con
Haemonchus contortus para determinar la posible actividad antihelmintica.

La técnica in vitro utilizada fue tomada del articulo "The relevance of in vitro
anthelmintic screening test employing the. free-living stages of trichostrongylid
nematodes” descrita por Ibarra y Jenkins 1984.

Se trabajo con los huevos contenidos en las heces de animales con infestacion
natural del municipio de Temoaya, Estado de México. Para la obtencion de los
huevos de H. contortus se utilizo la técnica de flotacion, centrifugaciéon vy
McMaster. Para cada ensayo se coloco una alicuota de 200 pl de agua con
aproximadamente 100 huevos de H. contortus, 40 pl del principio y 160 ul de un
suplemento alimenticio a base de bacterias de heces de raton. Los ensayos se
hicieron junto con un control positivo al cual se le adiciond albendazol en una
concentracion de 20 1g/100 ml y un control negativo al cual se le adicion6 agua en
lugar del principio, incubados a 25°C en camara humeda para evitar la
evaporacion. El volumen final fue de 400 i debido a que se necesitaba leer la
misma muestra durante los cuatro dias siguientes para reducir el error de
experimentacion las muestras y los controles se colocaron por separado en
blisters de polietileno y cada ensayo se hizo por triplicado. Las muestras se
observaron los cuatro dias siguientes al inicio del ensayo, en el microscopio con el
objetivo de 10X reportando los resultados como vivos y muertos. La investigacion
consistio de 10 ensayos. Los resuitados en porcentaje de inhibicion (muertos) a
concentracion de 5 ug/ml fueron: Para IRE 1A 88.7%, IRE 2A 88.3%, IRE 2B
89.4%, IRE 5A 91.1%, IRE 6A 92.0%, IRE 6B 90.1%, IRE 7B 91.9%, IRE 8A
93.0% y IRE 8B 91.7%. Para IRE 1A, IRE 2A, IRE 2B, IRE 5A, IRE 6A, IRE 6B,
IRE 7B, IRE 8A, IRE 88, 100% de inhibicion a una concentraciéon de 10 , 20, 50 y
100 ng/ml. Para control positivo 96.8% de inhibicion a una concentracion de 20
ng/ml. Para control negativo 5.4% de inhibicion. Para hacer el analisis se utilizd la
prueba de hipétesis con un nivel de confianza de 95% para las diferencias de
muestras independientes con el propdsito de observar si las medias de los
tratamientos y el control eran iguales o diferentes. El valor de critico o de tablas
para z fue de 1.96, mientras que el valor calculado de z para la concentracion de
10 pg/ml en todos los principios fue de 2.8998. Este analisis nos llevo a la
conclusion de que si hubo diferencia significativa entre los principios de prueba y
el control +.

El objetivo de este trabajo se logré ya que se comprobo el efecto antihelmintico de
los nueve principios de nueva sintesis mediante la técnica in vitro y se determind
que la concentracion a la que se presenta el 100% de inhibicion es de 10 ug/ml
para los nueve, mientras que para el albendazol se presenta el 96.8% de
inhibicidn a una concentracién de 20 ug/mi.




INTRODUCCION

La Farmacologia investiga, busca y crea nuevas sustancias que sean utiles para
el alivio y el tratamiento de las enfermedades que nos aquejan. Sin embargo, es
una actividad larga y muy costosa que requiere especialistas de diversas areas
para completar un proceso que finalmente nos ofrezca un farmaco, del cual se
conozca cdmo y donde actia sobre el organismo y como influye sobre él, para
que finalmente tengamos al alcance un producto eficaz y seguro.

La aplicacion intensiva de productos quimicos para el control de las parasitosis
externas e internas de los hospederos esta resultando inevitablemente en el
desarrollo de resistencia por parte de los parasitos y en un problema emergente
con serias consecuencias para la produccion animal que se ve gravemente
afectada. La resistencia quimica ha sido definida como la capacidad de una
poblacion de parasitos de tolerar drogas que normalmente producen la muerte. La
presencia de resistencia implica severas pérdidas econémicas y para el medio
ambiente ya que requiere generalmente de aumento de dosis, de mayor numero
de tratamientos o de la utilizaciéon de productos mas enérgicos, por lo tanto la flora
y fauna son afectadas cada vez mas destruyendo la diversidad natural de las
regiones en que se usan. Ademas pueden ser consumidos por el hombre a traves
de plantas y animales que consume como alimento. Lamentablemente el
fendbmeno de resistencia comenzé a observarse en parasitos internos como los
nematodos gastrointestinales. Los Ultimos treinta afos se han caracterizado por el
desarrollo y aplicacion en distintas areas ecolégicas del mundo, de numerosas
estrategias de control de endo y ectoparasitos que afectan la produccidn animal.
La mayoria de ellas mostraron ser altamente eficaces, practicas y economicas
para e! control de parasitos, pero incapaces de prevenir y/o controlar el constante
desarrollo de resistencia a los antiparasitarios (antihelminticos, acaricidas,
insecticidas). Casi sin excepcidon y en la medida que los antiparasitarios fueron
perdiendo eficacia, estas estrategias se hicieron menos rentables,
comprometiendo en "algunos casos, la propia sustentabilidad del sistema
productivo. @

La disponibilidad futura de nuevos antiparasitarios, no so6lo se encuentra
comprometida por e! progresivo aumento de los casos de resistencia y los
crecientes costos de investigacion y desarrollo, sino también una cierta falta de
conocimiento y competencia para el descubrimiento de nuevas drogas y la
disminucion gradual de la eficacia de las ya existentes. @

El escenario de principios de siglo XX| se caracteriza ademas por la crisis
econdmica del sector agropecuario, por mercados cada vez mas regionalizados,
competitivos, exigentes y globalizados. @

En este marco econdbmico productivo, si no ocurre un cambio drastico en el
enfoque de control, cabe esperar un aumento progresivo de casos de resistencia
multiple en distintas especies/géneros de endo y ectopardsitos junto a la
posibilidad de crear desequilibrios ecologicos y permitir el depdsito de residuos en
carne, leche y lana. @

Esta bien claro que el desarrollo de la Farmacologia y el logro de nuevos
farmacos durante el siglo XX ha sido espectacular. A ello han contribuido la




Quimica, Farmacologia y Clinica. Hoy en dia se podria establecer un cierto
paralelismo con el pasado, con la sola diferencia de que ahora los fundamentos
para la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos se apoyan sobre todo en la
Biologia molecular, el genoma y proteoma, la Farmacogenética, la Biotecnologia,
la Quimica combinatoria, Bioinformatica y la Robotica al margen de la
Farmacologia y la Clinica. Han cambiado las técnicas y los abordajes pero no los
objetivos y las posibilidades.

Debido al alto costo de ese tipo de investigacion desde el estudio quimico de la
sustancia hasta su introduccion comercial, en México se desarrolla de manera
escasa. '

Es cierto que cada vez disponemos de farmacos mas activos y eficaces. Aun no
hemos logrado eliminar los efectos adversos ni lo haremos nunca. Debemos
convivir con ellos. Eso si, controlandolos. Aun queda un largo trecho en la
investigacion farmacologica, a pesar de los avances espectaculares logrados en el
siglo XX. Se ha dicho y no sin razén que no se puede olvidar la historia a riesgo de
repetirla. A este respecto es prudente recordar que el descubrimiento de
farmacos, en el siglo XX, fue estimulado por la sintesis quimica, consolidado por
la investigacion farmacolégica y guiado por las disciplinas clinicas. En todo caso
aun existen y existiran por mucho tiempo agujeros negros. En suma, el progreso
de la Farmacologia y en logica consecuencia, de la Terapéutica ha venido
estrechamente relacionado, y lo hara mas en el futuro, al desarrollo de la Quimica,
Bioquimica, la Clinica y muy particularmente con las aportaciones de la Biologia
molecular, la Biotecnologia y la Bioinformatica. La Farmacologia se ha visto
beneficiada de esta conversacion cruzada multidisciplinaria; pero reconozcamos
que ha devuelto con creces lo que recibid, proporcionando herramientas
terapéuticas de una utilidad sin precedentes.

El estudio del grupo de los carbamatos como antihelminticos potenciales surge del
trabajo interdisciplinario en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
existiendo en este momento un grupo de académicos de que trabaja en el
desarrollo a través de sintesis organica de una gran variedad de compuestos que
pertenecen a familias quimicas definidas en las que realizan los analisis para
determinar la presencia de propiedades farmacolédgicas las cuales podran ser
detectadas por medio de experimentaciéon, existiendo el enfoque a la actividad
antimicrobiana, antimicotica, antiinflamatoria, analgésica y en este caso,
antiparasitaria.



Il. ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde tiempos inmemoriales los parasitos fueron reconocidos como causantes de
enfermedad humana. Las mas antiguas publicaciones conocidas, como el papiro
de Ebers que data de 1600 anos A.C. hace referencia a los gusanos daninos ,al
hombre. La medicina de Persia y Grecia daba |mportanC|a a los parasitos e
Hipocrates recomendaba métodos para su tratamiento. !

Hasta mediados del siglo XVII, el conocimiento de la Parasitologia se limitaba a
reconocer la existencia de unos pocos parasitos exteriores visibles, tales como
piojos y pulgas y unas pocas clases de parasitos interiores que eran demasiado
evidentes para ser pasados por alto, tales como las tenias, o solitarias, los
Ascaris, o lombrices inlestinales, oxiuros o lombrices de los nifios y los gusanos
de Guinea. Sin embargo, se creia que los parasitos eran productos naturales del
cuerpo humano, comparables a las verrugas o a los forunculos. Incluso figuras tan
inmortales en la Parasnologla como Rudolphiy Bremser a principios del siglo XIX
sostuvieron esta idea. '

En la época de Linneo, este punto de vista fue cediendo gradualmente el paso a
otro, en el sentido de que los pardsitos internos se originaban a partir de
organismos de vida libre que se hubiesen tragado accidentalmente. ©

El padre de la Parasitologia; Francesco Redi, nacido en 1626 demostré a un
mundo incrédulo que las cresas se formaban a partir de los huevos de moscas y
que incluso los Ascaris tenian machos y hembras y producian huevos. Fue por lo
tanto Redi el primer perseguidor auténtico de parasitos; los buscd y los encontrd
no tan solo en los intestinos humanos, sino también en otros dérganos de la
persona, en los intestinos de animales inferiores, en las bolsas de aire de las aves
y en las vejigas natatorias de los peces. ©

Aquel mismo medio siglo sefald el origen de la Protozoologia porque fue en
aguella época cuando el tallador de lentes holandés Leeuwenhoek perfecciond
unos microscopios que le permitieron describir y descubrir organismos
microscopicos muchos de ellos identificados como protozoarios, en el agua de la
lluvia, en la saliva, en las heces, etc., si bien el primer protozoo definitivamente
identificado como parasito humano fue el Balantidium coli, descubierto por
Malmsten en Suecia en 1856, casi dos siglos después.

A pesar del trabajo de estos precursores, la Parasitologia realizd pocos progresos
hasta casi un siglo mas tarde, en que aparecid en escena Rudolphi. Nacido en
Estocolmo en 1771. El colecciond y clasificd los parasitos conocidos hasta su
tiempo. ©

Desde principios del siglo XIX las ciencias basicas y tecnoldgicas progresaron
rapidamente, influyendo en el avance de los conocimientos cientificos, bioldgicos
y su aplicacion en la medicina humana y animal, en la agronomia, ingenieria y
otras ramas de la ciencia y tecnologia. El proceso de industrializacion se expandio
rapidamente por el mundo y la humanidad se benefici® enormemente con la
aplicacion de la energia eléctrica, los motores y los medios mecanizados de
transporte. Estos mismos adelantos repercutieron en el progreso de las
comunicaciones, facilitando el intercambio entre los pueblos, acortando las
distancias, favoreciendo el comercio y también la difusion de infecciones.



Paralelamente, influyeron en la vida humana diversos fendmenos sociales que se
acentuaron durante lo que lleva transcurrido el presente siglo tales como el
crecimiento demografico acelerado y el consiguiente predominio de los grupos
juveniles en las poblaciones; el proceso de urbanizacion que se derivd de la
migracion de los campesinos hacia las grandes ciudades, el incremento de la
cultura media de los ciudadanos y sus aspiraciones por condiciones de vida
mejores. o

Los conocimientos cientificos de las parasitosis estan por lo general bien
establecidos, si se comparan con otras enfermedades humanas. Se sabe bien las
caracteristicas biolégicas de los parasitos, los mecanismos de invasion,
localizacion en el organismo, patologia, tratamiento, medidas de prevencion y
control. A pesar de lo anterior las infecciones parasitarias estan ampliamente
difundidas y su prevalencia es en la actualidad similar, en muchas regiones del
mundo, a la que existia hace 50 afios o mas. ®)

Las enfermedades infecciosas acompafan al ser humano en todo su transito vital;
desde el nacimiento se inicia la colonizacidén microbiana de la piel y las mucosas
superficiales, y se establecen las floras caracteristicas del arbol respiratorio
superior del tubo digestivo y de la via genitourinaria inferior. o

Es muy comun encontrar en la literatura sobre desarrollo econémico el hecho de
que los indicadores de pobreza son de igual correlacion; la baja productividad, la
baja capitalizacién y el alto grado de ignorancia, la vivienda precaria, las
deficiencias en la calidad del agua y en el saneamiento basico, la inadecuacion en
el manejo de desechos, la depredacion y contaminacion del ambiente, el
deterioro social y econdémico, el hacinamiento, la violencia y la falta de higiene y
de costumbres saludables coinciden con altas tasas de natalidad y de mortalidad
infantil y materna junto con un consumo insuficiente de aporte caldrico y proteico
en todas las edades y con altos indices de enfermedades infecciosas vy
parasitarias.

Enlos paises industrializados esa correlacion apunta hacia ciertas areas, a ciertos
grupos sociales y a ciertas familias; en cambio, la distribucién de esas condiciones
abarca un mayor sector de la poblacion en los paises en vias de desarrollo. ®)
Los avances médicos en materia de enfermedades infecciosas por medio de la
Microbiologia, = Inmunologia, = Quimioterapéutica y  Antibioterapia  han
complementado el progreso en el saneamiento ambiental, la higiene de alimentos -
y bebidas y en la educacion médica de la poblacion. "

Desde que existe un registro de estadisticas vitales (1922) hasta nuestros dias,
las enfermedades infecciosas ocupan los primeros lugares como causa de
enfermedad y muerte. En 1929 de las 10 enfermedades o condiciones
productoras de mortalidad 8 fueron infecciosas y la Unica sin aparente relacion
microbiana, la mortalidad asociada con el nacimiento ocupd el séptimo lugar y los
accidentes el décimo. "

En general la letalidad de «casi todas las enfermedades infecciosas
particularmente en lactantes y g)reescolares menores, es mas alta en México que
en otros paises desarrollados. "

Se ha calculado que en el mundo méas de 3 mil millones de seres humanos,
ademas de un numero mayor de animales domésticos y salvajes, sufren
parasitosis. Aunque estos padecimientos representan el mas urgente problema de



salud del hombre, han sido también los mas descuidados. En teoria las
parasitosis son relativamente sencillas de tratar, porque en casi todos los casos se
conocen los agentes etioldgicos, sin embargo, es comun encontrar entre los
individuos afectados la presencia de varios tipos de parasitos que da por
resultado los sindromes parasitarios. ¥

La prevencion y control de las parasitosis intestinales se basa en los métodos
tradicionales, consistentes en el uso de letrinas, higiene personal, calzado, agua
potable, educacidn y saneamiento ambiental. Estas medidas se han adoptado
esporadicamente en los paises pobres y de manera definitiva en los
desarrollados. En los primeros no han producido resultados favorables, pues se
requiere que se mantenga permanentemente y que vayan paralelos al desarrollo
socioecondmico, que se ha logrado. En los ultimos afios, con la presencia de
modernos antiparasitarios, se ha utilizado el tratamiento comunitario, llamado
también tratamiento en masa, como una medida coadyuvante en el control de
algunas parasitosis. En las parasitosis que se adquieren por ingestion de
alimentos crudos se requiere implantar la costumbre de la buena coccion vy el
control de las carnes en los mataderos. ©

Las parasitosis transmitidas por artropodos se han tratado de controlar por medio
del ataque a estos vectores, lo cual ha sido dificil de lograr en la mayoria de los
casos. La malaria es un ejemplo importante que revela esta dificultad. Hace unos
anos con el descubrimiento de DDT y otros insecticidas, se planed la erradicacion
de la enfermedad con bases cientificas. Desafortunadamente surgieron factores
biologicos de resistencia y razones socioculturales en las zonas afectadas, que
hicieron imposible la erradicacion y crearon la necesidad de implantar programas
de control. Otras parasitosis, con hospederos intermediarios especificos,
requieren programas propios. Es el caso de la esquistosomiasis en la cual el
ataque a los caracoles es una de las medidas que se ha utilizado. En las
parasitosis congénitas es muy importante la difusion de conocimientos sobre
medidas de prevencién, que ocurre en la toxoplasmosis. ®

Las vacunaciones contra enfermedades parasitarias soélo existen en etapa
experimental. Se espera que con el progreso cientifico pueda obtenerse para
enfermedades tan graves y difundidas como la malaria, leishmaniasis,
tripanosomiasis y otras.



lfl. TIPOS DE PARASITOS

La distincién mas general en la morfologia de los parasilos esta dada por el
numero de celulas que [os componen.

Los protozoarios son seres animales cuyo cuerpo esta formado por una sola
célula. Su forma de vida es variada y casi siempre muy sencilla.

Los metazoarios son animales cuyo cuerpo esta constituido por muchas células,
diferenciadas enire su estructura y en sus funciones, dependientes entre si vy
agrupadas formando tejidos y dérganos entre los que se situan los helmintos
(nematodos, cestodos, trematodos y acantocéfalos) y los arfropodos. 9.10)

3.1 PROTOZOARIOS

Son animales unicelulares en los que las actividades diversas de metabolismo,
locomocion, etc son llevados acabo por arganelos de la célula. En el reino vegetal
apargcen formas comparables (plantas unicelulares) y en general los protozoarios
se diferencian de estas ultimas por la ausencia de cromatoforos con clorofila y por
el lipo de nutricion (holozoica).

Los protozoarios tienen un nucleo bien definido y no presentan pared celular
rigida, lo que permite, al mismo tiempo una variacion marcada de tamano y forma.
De todas maneras, estas distinciones no pueden aplicarse rigidamente a todas las
formas y hay un conjunto de organismos que comparten los caracteres tanto de
plantas como de animales. Para denominar a estas formas intermedias se
introdujo el término protista, pero dicha denominacién no ha sido aceptada por
lodos los autores.

Desde que Antonio Van Leeuwenhoek descubrid los protozoarios, se han descrito
unas 45 mil especies. La mayoria son de vida libre, y habitan medios terrestres y
acuaticos.!

3.2 HELMINTOS
Este término se aplica en forma general a todos los gusanos (se deriva del griego
Helmis o Helminto). Dentro de este grupo se debe incluir al Phylum-

Platyhelminthes (gusanos planos) y al Phylum Nematyhelminthes (gusanos
cilindricos).®*"

3.2.1 NEMATELMINTOS

Los nematodos, nematelmintos o gusanos redondos son metazoarios con cuerpo
cilindrico, de simetria radiada, no segmentados, terminados generalmente en
extremos mas o menos conicos, provistos de una cavidad general y con un tubo
digestivo completo.

La talla de los nematodos es muy variable; algunos de los que parasitan al
hombre son tan pequenos que apenas se les puede percibir a simple vista, en
cambio otros alcanzan longitud cercana a un metro, y grosor como el de un lapiz
ordinario; su color es casi siempre blanco-amarillento pero puede ser también
rojizo o rosado."




3.2.1.1. Haemonchus contortus

Es un nematodo que se presenta en el abomaso (estdbmago verdadero) de las
ovejas, cabras, vacas y otros rumiantes, en casi todas las zonas del mundo es
uno de los nematodos mas patégenos de estos animales.?

Cuadro 1 ldentificacion taxonémica:

Sdper reino Eukaryota

Reino : Animalia

Sub reino Metazoa

Phylum Nematoda

Clase Chromadorea '
Orden Strongylida

Sub orden Strongylina

Super familia . Trichostrongyloidea
Familia Tnchostrongyildae
Sub familia Haemonchinae 1"

3.2.1.2. MORFOLOGIA

Los machos miden de 10 a 20 mm de longitud y las hembras de 18 a2 30 mm. El
macho tiene un color rojizo uniforme, mientras que en la hembra, los ovarios
blancos enrollados en espiral alrededor de! intestino rojo le dan un aspecto
rayado. Fig. 1. Los gusanos adultos se distinguen por la presencia de una lanceta
curvada y simple (gancho de sangre) en el fondo de la pequefia cavidad bucal y
un par de papilas cervicales que son prominentes y espiniformes llamados
deridios. Fig. 2. La bolsa copulatriz de! macho tiene l6bulos laterales alargados
sustentados por radios largos y finos, Fig. 3. El pequefio lobulo dorsal es
asimétrico y esta desviado hacia el l6bulo tateral izquierdo, siendo sustentado por
un radio dorsal en forma de Y. Las espiculas miden de 0.46 a 0.506 mm de
longitud y cada una lleva una pequefia lengueta cerca del extremo. La vulva de Ia
hembra esta cublerta normalmente por un proceso lingliiforme que suele ser
grande y muy prominente, pero que puede aparecer reducido a una pequefia
prominencia en forma de botdn en algunos ejemplares. Fig. 4. Los huevos tienen
cascarones delgados, hialinos y miden 70-85 por 41-48 um, y salen con las heces
del hospedador conteniendo un embrién de 16 a 32 células. Fig. 5, 6. ¢

Fig. 1. Homibra de Heemonchus contortus

hitp/fwww.nematodes.crginematodesEsts/H: nchus/H onchus.htim




- Louis De Vos

S :
Fig. 2. Boca de Haamonchus conlorus
www ulb.ac befsciences/ bicdic/ElmNemalodes.himl

Fig. 3. Exiremo postorior del macho de Haemonchus contorlus
www.ulb.ac.be/sciences/ biodic/ElmiNemalodes.him)
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Fig. 4. Regibn vulvar de la hembra de Haemonchus conlortus.

www.ulb.ac.be/sclences/ biodic/EimNaemalodes.himl

Fig. 5 Huovo de Hagmonchus conlorius
hilp:/iwvav.geocilies cam/raydelpino_2000/ciclodescripciondeparasitosdecabras.himi
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Fig. 6 Comparaciéon del lamaiio de huevos de. A. Hagmonchys contorfus, B. Cooperia_oncophora, C. Irchuns ovis,
D._Strongyloides papiffosus, E. Eimeria
www.wiz.uni-kassel.de/ nlier/tasso ! himl

3.2.1.3. CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico de los nematodos gastrointestinales es directo, con estadios de
vida libre en el ambiente y otros de vida parasita. La fase externa del ciclo
comienza con la eliminaciéon de huevos no embrionados en las heces de los
animales infestados. ¥

Si las condiciones ambientales son adecuadas, los huevos contintan su
desarrollo embrionario en el medio externo y dan lugar al primer estadio larvario o
larva 1 (L-1); ésta rompe (a cubierta del huevo, muda y se transforma en larva 2
(L-2), que vuelve a mudar originando la tercera fase larvaria (L-3), que esta
presente en la hierba y es la infestante para el ganado. (23)

Fase interna o endogena del ciclo se desarrolla en los rumiantes y se inicia con a
ingestion de tas L-3 con el pasto. Las larvas infestantes, al cabo de 2 o 5 dias,
alcanzan el abomaso o el intestino delgado y entran en contacto con la mucosa.
Algunos géneros, como Trichostrongylus y Cooperia se situan sobre la superficie
de la mucosa; mientras que otros, como Qstertagia y Haemonchus, penetran
profundamente en los espacios existentes entre las vellosidades intestinales o en
el interior de las glandulas gastricas, donde mudan y se transforman en L-4 y
posteriormente a L-5 o preadultos (entre 13 y 16 dias post infeccién).
Posteriormente, los preadultos maduran sexualmente y, tras la copula, comienzan
a eliminar numerosos huevos con las heces entre los dias 16 y 28 de la infeccion.

En determinadas ocasiones, preferentemente cuando tienen lugar reinfestaciones,
el desarrollo normal de las larvas ingeridas puede verse modificado,
produciendose la detencion temporal del desarrollo larvario o hipobiosis que es
un estado de metabolismo reducido, sin efecto patologico, como respuesta a los
factores climaticos adversos (frio o extrema sequedad). La hipobiosis es un
eficiente mecanismo desarroliado por los nematodos para eludir épocas adversas
y coordinar el mejor momento de mayor fertilidad con la estacion climatica mas
apropiada para el desarrollo en el ambiente y alcanzar ademas a una nueva
generacion de hospederos. Pero al mismo tiempo ahora se sabe que la
hipobiosis es también otra modalidad de evasidon de la respuesta inmune.




La duracién de la inhibicién larvaria es variable, aunque generalmente oscila entre
16 y 18 semanas, permaneciendo las larvas en el interior de la mucosa del
hospedador sin apenas estimular la respuesta defensiva del mismo. El
mecanismo por el cual, en un momento dado, se produce la reanudacion vy
maduracion de las larvas no se conoce totalmente; no obstante, se ha
comprobado que se produce ante estimulos estacionales, como el incremento de
la contaminacion del ambiente por larvas en un momento en que las condiciones
son adecuadas para el desarmrollo de las fases libres, pudiendo estar potenciada
también por determinados estados fisiolégicos del animal, como el parto y la
lactacion. @ %% Fig. 7.
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Fig. 7 Cronobiologla de las nematodiasis gastrointestinales
htp:#www.exopol.com/general/circulares/177.htmi

Fase externa del ciclo, comienza con la eliminacién de huevos con las heces de
los rumiantes. El desamollo y supervivencia de las fases libres (huevos y los
distintos estadios larvarios) estdn condicionados por diversos factores
ambientales, siendo la temperatura y la humedad relativa los que mas
directamente influyen. Para que los huevos eclosionen y se desarrollen hasta
larvas 3 infestantes, es necesario un alto grado de humedad (un substrato que
contenga entre el 65,5 y el 70% de agua), mientras que el margen de temperatura
es mas amplio (entre 5 y 37,5° C).

Los huevos de los nematodos gastrointestinales son poco resistentes a la accion
de la desecacion; ademas, la fraccién ultravioleta de los rayos solares afecta muy
negativamente a los huevos y a las diferentes fases larvarias, por lo que, la
supervivencia en el medio, de los estadios de vida libre depende en gran medida
del grado de proteccién proporcionado por la cubierta vegetal o por su localizacién
en el interior de la materia fecal.

Cuando la evaporacién es muy intensa, como ocurre en verano, las heces se
desecan rapidamente y se deshidratan las formas parasitas que contienen, siendo
muy negativo para las L-1 y L-2, que mueren en un corto periodo. Como



consecuencia de la desecacion, las heces adquieren una consistencia dura que
impide la migracién de las larvas a la hierba, por lo que el tipo y consistencia de
las heces juega un papel importante; asi, las heces blandas y agrupadas en
masas tardan mas en secarse y de esta forma se mantiene la humedad suficiente
para que los huevos se transformen en larvas infestantes, que soportan mejor un
cierto grado de deshidratacion. Ademas, es necesario que haya una pelicula fina
de agua para que las larvas infestantes puedan emigrar desde las heces a la
hierba.

Las larvas libres son muy moviles, siendo capaces de trasladarse desde fas heces
hasta las hierbas, por las que sienten una verdadera predileccion o tropismo.
Eslos movimientos pueden ir en sentido vertical u horizontal por la superficie del
suelo, y facilitan que las larvas alcancen rapida y facilmente las plantas. Los
movimientos que realizan las larvas en sentido vertical tienen mucha importancia
desde el punto de visla de la infestacion. En efecto, hay un higrotropismo positivo
que impulsa a las larvas a desplazarse a zonas humedas y un fototropismo
negativo, en virtud del cual las larvas huyen de la luz refugiandose en el suelo en
las horas de mayor intensidad luminica. Con la disminucion de la intensidad de la
luz, se produce nuevamente su emigracién por las plantas hacia la parte superior
alejandose del suelo. Estos tropismos y movimientos de las larvas, condicionan la
importancia de la infestacion, pues haran que las hierbas estén mas
conlaminadas durante las primeras horas del dia, coincidiendo con la salida de los
animales a los pastos.

Desde que se eliminan los huevos hasta que se transforman en larvas infestantes,
transcurre un periodo que oscila con las condiciones ambientales; si son optimas
la L-1 eclosiona a las 36 o 48 horas, aproximadamente el mismo tiempo que
lranscurre hasta que muda a L-2, y son necesarios otros 2 o 3 dias mas para que
se desarrolle a L-3 infestante.

La infeccion de animales esta condicionada tanto por el desarrollo de los estadios

de vida libre como por la posterior migracion y supervivencia de fas larvas
infestantes. %% %) Fig. 8.
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Fig. 8 Ciclo Bioldgico.
hitp:/www.geogities.com/raydelpino_2000/lombricos nimi
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Para la propagacion de las parasitosis el tipo de animal que ingiere los pastos
contaminados es de fundamental imporiancia y se los puede clasificar en:

1. Animales susceplibles: estos animales al no tener una inmunidad sélida contra
los parasitos ademas de sufrir las consecuencias de las parasitosis actuan como
muitiplicadores eliminando gran cantidad de huevos a partir de las larvas
levantadas con la pastura. Se consideran animales susceptibles a aquellos entre
los 4 y 20 meses de edad y a los adultos que no estén con un adecuado nivel de
alimentacion o que sufran de algunas carencias minerales ( cobre, zinc ) que
puedan producir una ruptura de} sistema inmune.

2. Animales inmunes: estos animales levantan dei campo mas larvas de las que
contribuyen a formar ya que impiden que lleguen a adulto y eliminen huevos.
Actian como "aspiradoras" y pueden ser Utiles para bajar la carga parasitaria de
un potrero infectado. Son inmunes los animales mayores de 18-20 meses que se
encuentren en un buen estado de alimentacion. %

3.2.1.4. PATOGENIA

La principal caracteristica de la infestacion por H. contortus es la anemia. Tanto
los adultos como las larvas de cuarto estado son hematdfagos y ademas
producen lesiones hemorragicas en el abomaso. La pérdida media de sangre se
ha calculado en 0.05 ml por pardsito y dia, presentandose sangre en las heces a
los 6-12 dias de la infestacion.

El desarrollo de ia anemia en ovinos intensamenle infestados con H. conlortus se
produce en tres fases:

Primera. A los 7-25 dias post-infestacion, el volumen celular (VC) de ovinos
infestados desciende rapidamente del 33 al 22%, mientras que el hierro sérico
permanece normal. Esta rapida caida del VC se debe al periodo que transcurre
entre la pérdida de sangre y la activacion del sistema eritropoyético del
hospedador para compensar la pérdida de sangre.

Segunda. Dura de B-14 semanas, el VC se mantiene estacionario, aunque mas
bajo de lo normal, a pesar de la continua pérdida de sangre, ya que los animales
infestados la compensan mediante un incremenlo en la produccion de eritrocitos
(aproximadamente triplicada). Durante este periodo hay un incremento de hierro
plasmatico, v un descenso de hierro en heces. Los ovinos tiene limitada su
capacidad de reabsorcion de hierro intestinal, con solo una media de 11% de
reabsorcion, si bien los animales que sufren grandes hemorragias adquieren una
mayor capacidad de absorcién de hierro. Se produce una grave deplecion de las
reservas de este elemento, hay pérdida de hierro sérico, asi como de las reservas
en medula 6sea y comienza asi la tercera fase de la anemia.

Tercera. Se manifiesta por una rapida pérdida de VC, como resultado de Ja
dishematopoyesis debida a la deficiencia férrica.

Los animales infestados pierden gran cantidad de proteinas séricas a través del
intestino, habiéndose citado pérdidas fecales medias de plasma de 210 a 340
ml/dia, estimadas mediante la pérdida de poliviniipirrolidona marcada con |11
Como consecuencia la tasa catabdlica fraccional de albumina sérica puede
permanecer en su nivel normal durante varias semanas, lo que puede estar
asociado con un notable incremento de la sintesis albuminoidea que se produce
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hasta que las reservas metabélicas del animal se agotan.

Los signos clinicos de la verminosis gastrointestinal pueden dividirse en tres
sindromes: hiperagudo, agudo y cronico.

Hiperagudo: es poco comuin, pero puede darse en animales susceptibles
expuestos a una infestacion masiva repentina. E! enorme nimero de parasitos
provoca el rapido desarrolio de una anemia, heces de color oscuro y muerte
stbita, debida a la aguda pérdida de sangre. Hay una gastritis hemorragica
intensa. Sé& puede producir [a muerte en el periodo prepatente de tales
infestaciones, Fig. 9.

Fig. 9. Haemonchus en mucosa de abomaso
www.colvet.es/.../dice9/ ciencias_v/articulo?.him

Agudo: se observa principalmente en animales jovenes susceptibles con
infestaciones intensas. La anemia puede desarrollarse muy rapidamente, pero se
produce una respuesta eritropoyética de la médula ésea. La anemia acompafiada
de hipoproteinemia y edema y se produce la muerte. La cantidad de huevos en
heces suele ser alta (mas de 100 000 por gramo de heces). El cadaver muestra
edema generalizado y anemia y puede haber de 1 000 a 10 000 parasitos en el
abomaso.

Cronico: es muy comin y de considerable importancia econémica. La enfermedad
se produce por la infestacién crénica con un nUumero notablemente bajo de
parasitos (100 a 1 000). La morbilidad es del 100 %, pero la mortalidad es baja.
Los animales afectados estan débiles, con sintomas de agotamiento. La anemia y
la hipoproteinemia pueden ser graves, dependiendo de la capacidad eritropoyética
del animal, sus reservas de hierro y las reservas metabdlicas nutricionales del
hospedero. La cantidad de huevos puede ser en ocaslones menor de 2 000 por
gramo de heces. En el examen post-mortem se observan gastritis hiperplasica y
alteraciones cronicas de la médula ésea.

Los signos post-mortem varian, dependiendo del sindrome clinico. En general, las
membranas mucosas Yy la piel estan pélidas, la sangre tiene un aspecto acuoso.
Los 6rganos internos estan intensamente palidos. Con frecuencia hay hidrotérax,
fluido en el pericardio y ascitis, asi como una gran caquexia y sustitucién de la
grasa tisular por un tejido gelatinosos de color marrdn brillante; es fragil y muestra
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degeneracién grasa. El abomaso contiene una mezcla pardo-rojiza, y un gran
nimero de gusanos que se mueven activamente si el cadaver estd todavia
caliente. La mucosa aparece hinchada y cubierta de pequefias marcas rojizas,
producto de las mordeduras de los parasitos. En ocasiones se observan ulceras
superficiales de bordes immegulares en las que se encuentra fijados por su extremo
anterior gran nimero de gusanos. El intestino puede contener algunos gusanos
. : (12)
que iban a abandonar al hospedero. Fig. 10.

Fig. 10. Heemonchus en estdmago
www.viarural.com.ar/../ nemalodeshasmonchus,.htm

3.2.1.5. EFECTOS ECONOMICOS

Los efectos del parasitismo sobre la produccién son muy conacldos. La anorexia y
la reduccién de la ingestion de alimentos, las pérdidas de sangre y proteinas
plasmaticas en el tracto gastrointestinal, ias alteraciones en el metabolismo
proteico, la reduccién de niveles minerales, la depresidbn en la actividad de
algunas enzimas intestinales y la diarrea contribuyen a reducir {as ganancias de
peso, crecimiento de la lana y produccién de leche.

La reduccion en el crecimiento esquelético producida por las deficiencias
minerales afecta a la tasa de crecimiento, ya que el tamario del esqueleto
determina, finaimente la capacidad del animal para acumular misculo. Ademas,
los reducidos niveles de incorporacion de los aminoacidos a las protelnas del
masculo producen una reduccidn en la ganancia de peso. Incluso se puede
producir pérdida del peso mismo. La produccién de lana se ve suspendida, como
resultado de la-reducida incorporacion de aminoacidos a las proteinas de los
foliculos, La cantidad de lana también se empobrece y en animales muy
parasitados puede producirse una interrupcién en la produccién de la migsma.

En ovejas, el parasitismo clinico o subclinico, asociado a la ruptura preparto de la
inmunidad protectora, puede esperarse supresion en la produccion de leche. Esto
a su vez, puede reflejarse en la reduccion de la tasa de crecimiento de los
corderos lactantes. '
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3.2.1.6. EPIDEMIOLOGIA

La Epidemiologia estudia la dinamica de la poblacion y los factores que
determinan la magnitud de la carga parasitaria dentro y fuera del animal. Los
ovinos estan permanentemente parasitados, la cantidad y géneros actuantes son
las que determinan la salud de los animales y el efecto sobre la produccién. Los
efectos y sus consecuencias pueden ser modificados con manejo de los animales
y de las pasturas. Los principales nematodos en ovejas 3son Haemonchus
contorfus (parasito colorado del cuajo), Trichostrongylus spp. (parasitos de [a
diarrea nedra), Cooperla spp. y Ostertagla spp., (actualmenteTeladorsagia spp.)
entre otros. El parasito indudablemente mas daiino es el H. contortus que es
hematéfago produciendo las mayores perdidas de peso vivo, calidad y cantidad de
lana, disminucién en la produccion de leche y elevada tasa de mortalidad en
animales adultos y jévenes. La infeccion de los corderos se produce al pie de la
madre, sobre todo si esta no tiene buena produccion lactea en primavera, aunque
generalmente luego del destete, es cuando se los expone a un mayor desafio
larvario. Desde antes del parto y durante la lactacién las ovejas sufren una
considerable disminucién en las defensas, debido a la produccién de Uha
hormona (prolactina). En primavera y otofio se observa con mayor frecuencia el H.
contortus, en inviemo en cambio se ve las mayores cargas de Ostertagia spp,
mientras que la mayor cantidad de T. axei y colubriformis se observa en primavera
y otoflo. E! parasitismo causado principalmente por el H. contortus ilevd a ios
productores a realizar fratamientos frecuentes con diversos antiparasitarios que
llevb a la aparicibn de resistencia de los parasitos a muchas de las drogas
antiparasitarias, en todo el mundo. ®

3.2.1.7. DIAGNOSTICO

Los signos clinicos, por si solos, pueden conducir a la sospecha de verminasis
gastrointestinal, y si ademas hay recuentos altos del nimero de huevos de heces
(incluyendo la identificacion de larvas en cultivos fecales), se poseen datos
suficientes para establecer un diagnéstico. Sin embargo, el diagnéstico definitivo
solo puede hacerse mediante necropsia de un caso clinico representativo del
rebario. Fig. 11. 12

ig contortus
http://ucdnema.ucdavis.edufimagemap/nemmap/ENT 158HTML/upenn/hplacF . gif
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3.2.1.8. TRATAMIENTO

Para tratar correctamente las helmintiasis intestinales es indispensable poseer
conocimientos cientificos sobre los helminlos que se alojan en el tubo digestivo,
especialmente los que permiten identificar a las diversas especies de tales
paréasitos, los que ensenan la manera cémo estos llegan al organismo, los lugares
donde se situan, su manera de fijarse y alimentarse. También es necesario
conocer el proceso mediante el cual tales helmintos son capaces de dafar el
organismo, asi como las lesiones y los trastornos que esas agresiones pueden
causar. También es de gran utilidad, para guiar el tratamiento y apreciar sus
resultados, calcular, al’ menos aproximadamente, el numero de los parasitos
presentes en el caso por tratar,

Los antihelminticos deben ser bien absorbidos y deben tener una amplia
gistribucion en el organismo.

Estos compuestos deben seguir ciertas condiciones:

1. Tener amplio especlro de actividad.

2. Tener un elevado margen lerapéutico.

3. Ser efectivos frente a las diferentes fases del desarrollo (huevos, larvas y
adullos).

Favorecer el desarrollo de la inmunidad natural.

No alterar el desarrolio normal del animal.

Ser aceplable por los animales y facil de administrar.

Ser econdmicos.

No dejar residuos en los tejidos.

Eslos compuestos requieren un periodo de supresion previo al sacrificio. ©H

©ONDO S

Entre los principios desarroflados para el combate de la nemalodiasis
gaslrointestinal podemos considerar:

Benzimidazoles

CL

Benzirnideazol

La estructura quimica de {os benzimidazoles se basa en el 1,2 diamino benceno;
las diferencias entre los compuestos de este grupo radican en la modificacion del
carbono 5 del anillo bencénico, io cual da lugar a diferencias en la farmacocinélica
y espectro de los mismos.

Su especlro es amplio e incluye: Ascaris, Ancylostoma, Necator, Trichuris,
Stronqyloides.




E! mecanismo de accién de los antihelminticos benzimidazoles comenzd a
comprenderse cuando se observd que ja desintegracion de las estructuras
microtubulares es el principal efecto de mebendazol sobre las células intestinales
de Ascaris suum. De esta manera, se confirmo que estos compuestos actuan
ligandose selectivamente a la subunidad 3 de la proteina tubulina de nematodos y
cestodos, modificando el patron de polimerizacion para la formacion de los
microtubulos. Esto origina una pérdida de la homeostasis celular, que si persiste
en el tiempo puede resultar letal para el parasito. Los microtibulos estan
formados por dos subunidades protéicas muy relacionadas, (3 tubulina vy
o tubulina. Recientes investigaciones parecen indicar que estos compueslos se
unen tanto a la o tubulina como a la 3 tubulina, con estequeometria de 1:1, y a los
polimeros wo/ff con una estequeometria 2:1. Los microtubulos son estructuras
intracelulares que poseen una amplia variedad de funciones celulares, entre ellas
movimiento de cromosomas durante la divisiéon celular, soporte estruclural de la
célula, motilidad, movimiento de particulas intracelulares como metabolitos
energéticos, absorcidén de nutrientes, exocitosis y comunicacion célula-célula.
Ademas inhiben los mecanismos de asimilacion de la glucosa por parte del
nematodo, la produccion de ATP ( adenosinatrifosfato) y la utilizacion del
glucégeno. También inhiben los procesos oxidativos de fosforilacion, que afectan
la energia del parasito. Reducen la fumarato reductasa, lo que inhibe a su vez la
generaciéon de energia a nivel de mitocondrias. El efecto farmacolégico de estos
antihelminticos requiere mayor periodo de latencia, siendo mas lento que aquellos
gue actuan sobre la coordinacién neuromuscular del parasito, e incluye déficit
energético del parasito por la ruptura brusca de las células intestinales e inhibicion
de la produccién de huevos. Estas diferencias en el mecanismo de accion
farmacolégico determinan que la accion antihelmintica in vivo no sea inmediata.
Se requieren concentraciones soslenidas en el tiempo para asegurar la
eliminacién de los parasitos de su sitio de focalizacién, razon por fa cual es
relevante el conocimiento de las propiedades farmacocinéticas de los mismos.

La baja solubilidad aumenta la accidén antiparasitaria por cuanto permite el mas
largo contacto del farnmaco con el parasito, denfro del intestino del animat. A
medida que se disuclve se van manleniendo concentraciones activas con eficacia
anliparasitaria en el plasma, lo que permite actuar sobre ciertas larvas inmaduras
y latenles en las paredes intestinales y d6rganos. Buena parte de la actividad
antihelmintica de la droga, se logra luego de la formacion de metabolitos de forma
sulféxido. generado durante el metabolismo hepalico.

Entre sus representanles estan el albendazol, el mebendazol y el liabendazol, en
preparados orales, lo que es frecuente para este tipo de farmacos.
Farmacocinética: se absorbe por el traclo gastrointestinal en pequena proporcion,
alcanzando niveles plasmaticos en 2 a 4 horas, no mayores del 1% de la dosis
administrada. Se excreta por materia fecal entre un 44% y 50%, sin
modificaciones y por orina 1%. Dos semanas luego de su administracion pueden

955?%‘5238 cantidades residuales en los tejidos, principalmente en el higado.
. 37,38, 39)




Probenzimidazoles: Los probenzimidazoles como el febantel, el tiofanato y el
netobimin son prodrogas inaclivas que se convierten enzimaticamente en
benzimidazoles etil o etil carbamalos una vez que son absorbidos por el
hospedero. Una caracteristica importante de los benzimidazoles es su baja
solubilidad en agua, lo que afecta su eficacia especialmente en rumiantes. en los
cuales se absorben sélo pequenas cantidades en el tracto gastrointestinal, con
excepcion del fenbendazol, el oxfendazol y el tiabendazol. Esto hace que la
absorcion y ta biotransformacion sean factores importantes que pueden afectar la
eficacia de los benzimidazoles. 7

El mecanismo de accién y la estructura quimica de los benzimidazoles vy
probenzimidazoles es similar, pero el porcentaje de efectividad contra algunos
parasilos es diferente para cada uno de ellos debido a que el metabolismo, las
concenlraciones y tiempo de permanencia en sangre y abomaso de los
hospederos son distintos. Las dos acciones principales de estos compuestos son:
1) inhibicion del sistema enzimatico de la fumarato reductasa, la cual es vital para
la produccion de energia en la mayoria de los parasitos y, 2) fijacién a la tubulina
de los parasitos, lo que impide la unién de las subunidades de proteina ay 8 de la
tubulina y altera la funcién Y estruclura de los microtubulos en las células
intestinales de los nematodos. %39

Imidazoles

Imidazol

El tetramisol es una mezcla racémica de dos isdbmeros 6plicos: los tetramisoles
S(-) y R(+); no obstante, la actividad antihelmintica de la mezcla reside
exclusivamente en el levoisémero. De los dos compuestos del grupo, el levamisol
(levo-isémero del telramisol) es el mas usado por su amplia disponibilidad
comercial, siendo también mas polente que el tetramisol y con un
mayor margen de seguridad; es efectivo contra los estados maduros de los
parasitos gastrointestinales de rumiantes y las formas larvarias y maduras de los
parasilos pulmonares, pero es poco eficaz contra tarvas hipobidticas y carece de
accion ovicida, La absorcion del medicamento por parte de los parasitos se hace a
través de la cuticula; como el levamisol es un agonista colinérgico, afecta la
neurotransmision causando un efecto espastico paralizante sobre los nematodos;
ademas, en concentraciones allas en el nematodo, afecta el metabolismo
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energélico por inhibicion de la fumarato reductasa, igual que los benzimidazoles.
Mediante técnicas electrofisiolégicas se ha demostrado que la superficie de las
células somaticas de los nematodos posee receptores acetilcolino nicotinicos
{nAChR), los cuales normalmente permanecen cerrados en ausencia de agentes
de afinidad, pero pueden abrirse en presencia de sustancias de afinidad
especifica como los antihelminticos nicotinicos: la union de dichos compuestos
con estos receptores produce despolarizacion y paralisis espastica de los
musculos de los nematodos, y como resultado, ocurre la expulsion de los
parasitos.

La poblacion de receptores colinérgicos nicotinicos es heterogénea, habiendose
identificado los sublipos G35, G45, G25 y G55 en el nematodo del cerdo
Ocsophagostomun dentatumn. E! receptor nicotinico es un pentadmero de
subunidades homologas « y B que forman un porc central o canal iénico
permeable a cationes de Na y K. Cuando el levamisol se une con estos
receptores, los canales idnicos se abren, aumenta la conductancia a las 24 horas,
principalmenie a través de la orina, aunque el moco bronquial es otra via de
excrecion.

El levamisol se absorbe rapidamente por via subcutanea en bovinos y aicanza sus
niveles sanguineos maximos en una hora (dos o tres por via oral), disminuyendo a
niveles no detectables a las seis horas postratamiento. EI compuesto y sus
metabolitos se depuran casi en su totalidad a las 24 horas, principalmente a
través de la orina, aunque el moco bronquial es otra via de excrecién,

Existen varias formulaciones del levamisol: aditivos en el alimento, vermifugo,
inyecciones subcutaneas e intrarruminal, pour-on y bolos, siendo la via
subcutanea la que confiere mayor biodisponibilidad del farmaco. Se utiliza como
clorhidrato y fosfato, sales que son bastante solubles en agua. También se usa
porque estimula el sistema inmunitario porque favorece la diferenciacion de los
linfocitos de tipo T. Ademas, también estimula la respuesta inmunitaria con otros
sistemas y tipos celulares.

Por este motivo, el Levamisol se usa para tratar determinados tipos de
inmunodeficiencia y determinadas enfermedades cronicas, y determinadas
neoplasias donde la aclividad del sistema inmunitario es importante.

Requiere un periodo de supresién porque se acumula a nivel del higado y riidn.
(31, 3, 37, 38, 39)

Tetrahidropiridinas

Tetrahidropiridina
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El moraniel y el pirantel son dos compuestos de este grupo cuyas formulaciones
existen para adminisiracion oral. Poseen un modo de accion similar al de los
imidazotiazoles y actian como agentes blogueadores neuromusculares vy
despolarizantes, paralizando de esta manera a los parasitos, aunque se menciona
que este efecto es reversible. Son altamente efectivos contra

las formas adultas de los nematodos intestinales pero no contra las formas
larvarias ni los huevos. Estos farmacos existen como sales tartrato o pamoato; las
sales del morantel exhiben mayor actividad antihelmintica que los compuestos del
piranlel. por lo que se requieren dosis mas bajas para lograr su efecto, y dada su
alta solubilidad, es una droga ideal para la liberacién lenta en el medio acuoso del
rumen que se formula como sal tartrato. Son compueslos bastante seguros desde
el punto de visla de la bioseguridad y toxicidad, especialmente el morantel. En la
oveja este farmaco se absorbe rapidamente desde el cuajar hasta la primera
porcion del intestino delgado, alcanzando los mayores niveles sanguineos 4 a 6
horas después de ser administrado. Se usan para combatir nematodos. @'

Lactonas Macrociclicas

Ivermectina

Avermeciinas y milbemicinas son lactonas macrociclicas con actividad
antiparasitaria de amplio espectro, gran polencia y aclividad persistente, usados
para controlar nemalodos y artropodos. Actian como agonistas de elevada
afinidad sobre la subunidad « de canales i6nicos selectivos a cloro presentes en
nematodos y artrépodos. Estos canales idnicos estan compuestos por cinco
subunidades proteicas; tres subunidades «, B y & se combinan enire si para
formar el pentdmero. El ligando natural en invertebrados de estos canales idnicos
es el giulamato (Glu), por lo que estos receptores son denominados GluCl. Estos
receplores GluCi estan localizados mayoritariamente en células musculares
somaticas, de la bomba faringea y del utero, y en sus respectivas neuronas
asociadas, por lo que la exposicion del parasito blanco a estos compuestos afecta
su motilidad, capacidad de alimentacidn y fecundidad. Cuando estos compuestos
se unen selecliva e irreversiblemente a estos receptores aumenta la
permeabilidad de membrana al cloro, lo cual origina la hiperpolarizacion de la
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membrana de la célula muscular y/o neuronal del pardsito blanco. Como
consecuencia se produce una pardlisis tipo flaccida del parasito que no puede
mantenerse en su sitio de localizacion. Recientemente, Prichard (2001) postuld
que la paralisis muscular del cuerpo del nematodo por accion de estas lactonas
macrociclicas es el resultado de la hiperpolarizacion de las neuronas y, en
consecuencia, de la inhibicion de las sefales de excitacion enviadas a los
musculos, y no de la inhibicién directa de las células musculares corporales. Se ha
establecido gue las avermeclinas y milbemicinas podrian tener un efeclo dual: a
bajas concentraciones potencian los efectos del glulamalo, facilitando la
transmision de un impulso nervioso inhibitorio, ya que el Glu en invertebrados se
comporta como un neurotransmisor inhibitorio. Es necesario que mas de una
molécula de Glu se una a estos canales para que se produzca la apertura. A altas
concenliraciones estas laclonas macrociclicas abririan directa e irreversiblemente
los canales de cloro, o sea que, se inhibiria la transmision de! impulso nervioso
como resultado de la hiperpolarizacion de la membrana neuronal/muscular del
parasitc blanco. Los efectos terapéuticos selectivos de las avermectinas y
milbemicinas podrian entonces ser explicados por su acciéon sobre el canal iénico
GIuCl que esta presente en los parasitos nemalodos y artropodos pero no en el
sistema nervioso del animal hospedador. £n los mamiferos el Glu se comporta
como un neurotransmisor excitatorio de localizacién central. Las diferentes fibras
musculares de los helmintos y sus respeclivas neuronas asociadas lienen
probablemente diferentes subunidades protéicas del canal de cloro, las cuales
pueden ser afectadas por diferentes concentraciones de avermectinas y
milbemicinas. Fueron idenlificadas dos subunidades del canal iénico GluCl en
C. eleqans. Las subunidades GIuCI1 son sensibles a tvermeciina. pero no a los
compuestos del grupo de las avermectinas que son moléculas naturales y
semisintéticas derivadas de los micelios del Slreptomyces avermectilis, cuya
fermentacién produce cuatro pares homologos de compuestos relacionados:
avermectina A1,A2, B1 y B2, las cuales contienen proparciones diversas de estos
pares homologos: asi, la abamectina (avermectina B1) contiene 80 % de
avermectina Bla y 20 % de avermectina Blb. Mas recientemente se han
desarrollado las milbemicinas (moxidectin), las cuales, igual que las avermectinas,
constituyen un grupo de farmacos con efectos nemalocidas, insecticidas vy
acaricidas extremadamente potenles y de aclividad persisiente. (38, 39)

Para mejorar la actividad y prolongar su vida Ulil es preciso seguir estos
lineamientos:

1. Uso racional de los antihelminticos.

2. Rotacion de los antihelminticos quimicamente diferentes para evitar
resistencias (tardan bastante).

Utilizarlos s6io cuando sea estrictamente necesario.

Daosificaciones de ser posible individuales.

Tralamiento inmediato y aislamiento de los animaies parasilados.

Perspectivas de futuro - cria de animales genéticamente resistentes. Gn

oG W
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Cuadro 2. Composicion guimica, mecanismo de accion y variantes de los
diferentes grupos de antiparasitarios conaocidos.

AMPLIO ESPECTRO

Mecanismo de accion

Principio activo

Familia farmacolégica

Fijadores de (ubulina

Benzimidazoles

Cambendazol, Oxfendazol,
Flubendazol, Mebendazol,
Albendazol, Thiabendazol,
Fenbendazol, Parbendazol,
Luxabendazol, Triclabendazol.

Probenzimidazoles

Febantel, Thiofanalo,
Nelobimin.

Blogueadores ganglionares

Imidazotiazoles

Telramisol, Levamisaol,

Telrahidropirimidinas

Moranlel, Pirantel.

Potenciadores GABA

Avermeclinas

Ivermeclina, Abamectina,
Dorameciina.

Milbemicinas

Moxideclin.

CORTO ESPECTRO

Desacopladores de la
fosforilacion oxidaliva

Cloxanida, Oxiclosanida,

Salicilanilidas .

Rafoxanide, Closanlel.
Sustilutos Nitroxinil.
Nitrofenilicos Disofenol.

Anlagonistas de
acclilcolineslerasa

Organoiosforados

Triclorfom, Haloxon, Naflalofos,
Diclorvos.
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IV. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CARBAMATOS

La férmula general de los carbamatos es:
)

R'-NH-C - OR?

R’ y R% Grupos alquil o aril
Estas sustancias han sido y son usadas principalmente en la agncultura como
insecticidas, fungicidas, herbicidas inhibidores de retofios y nematodicidas. (9:14)
Son conocidas tres clases de carbamatos, derivados de los ésteres del acido
carbamico o uretano, usados como insecticidas y nematodicidas que
generalmente son estables y poseen una baja solubilidad en agua. Los
carbamatos herbicidas que contienen radicales aromaticos o alifaticos y los
carbamatos fungicidas que contiene un grupo bencimidazol.
La sintesis y comercializacion de los carbamatos pesticidas se ha dado desde
1950. Los fungicidas bencimidazoles fueron introducidos en el mercado alrededor
de 1970.
El medio acuoso es un vehiculo importante de transporte para los carbamatos
altamente solubles, la caracteristica de facil absorcién de los carbamatos
contribuye  a su rapida descomposicién  (por  fotodegradacion o
fotodescomposicion) bajo condiciones acuosas.
Los carbamatos insecticidas son aplicados principalmente en las plantas y pueden
legar al suelo, mientras que los carbamatos nematodicidas y herbicidas son
aplicados directamente en el suelo, en donde hay varios factores que influyen en
la biodegradacion tales como volatilidad, tipo de suelo, humedad, absorcion, pH,
temperatura y fotodescomposicién. El hecho de que estos compuestos tienen
diferentes propiedades hace claro que cada uno deberia ser evaluado por sus
propios méritos, y no por extrapolacion de los resultados. Un carbamato puede ser
facil de descomponer, mientras que otro puede ser fuertemente absorbido en el
suelo.
Algunas condiciones medioambientales favorecen el crecimiento y actividad de
microorganismos que contribuyen a la degradacion de carbamatos por hidrolisis.
Los carbamatos son metabolizados por plantas y animales, descompuestos en
agua y suelo, los microorganismos presentes en el suelo son capaces de
metabolizar (hidrolizar) carbamatos y pueden adaptarse facilmente ellos mismos a
metabolizar diferentes tipos de carbamatos, sin embargo, los carbamatos y sus
metabolitos a altas dosis pueden afectar la microflora y causar cambios
importantes a la productividad del suelo.
Los carbamatos son toxicos para los gusanos y otros organismos que viven en el
suelo, hay una gran reduccion en la poblacion de gusanos de tierra cuando se
aplican carbamatos en éste. '
La ruta metabdlica de los carbamatos es basicamente la misma en plantas,
insectos y mamiferos, son faciimente absorbidos a través de membranas
mucosas, lraclo respiratorio y gastroinlestinal, los metabolitos generalmente son
menos toxicos que los compuestos similares, sin embargo, en casos especificos
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los metabolitos son tan téxicos o mas que los compuesios parientes de los
carbamatos, en muchos mamiferos los metabolitos son rapidamente excretados
en la orina.
El primer pasoc en el metabolismo de carbamatos es la hidrélisis a acido
carbamico, el cual se descompone en bioxido de carbono (COp) y su
correspondiente amina.
Existe muy poca informacién disponible sobre la distribucion de carbamatos en
varios érganos o tejidos de mamiferos dada por la exposicion a la inhalacion o por
ruta oral. Los 6rganos en los cuales han sido reportados residucs son: el higado,
rinones, cerebro, grasa y musculo. La vida media en rata es en orden de 3 — 8 h.
los datos disponibles muestran que la excrecion de carbamatos por via urinaria
también es rapida en el hombre y la ruta metabdlica es la misma en ratas. (14.13)
Los carbamatos son efectivos insecticidas en virtud de su habilidad para inhibir la
acetilcolinesterasa (AC) en el sistema nervioso. La carbamilacién de las enzimas
es inestable y la regeneracion de la AC es relativamente rapida comparada con la
enzima fosforilada, de esta forma, los pesticidas carbamatos son menos
peligrosos para el humano que la exposicion a los pesticidas organofosforados.
AC cataliza la hidrolisis de la neurotransmision de la acetilcolina a acido acético.
AC es un mediador sinaptico de los impulsos nervioso del sistema nervioso de los
mamiferos e insectos, actiia como:

1. Neurotransmisor del cerebro de mamiferos y sistema nervioso central

de insectos.

2. Neurotransmisor preganglionar del sistema nervioso autonomo y

3. Regulador de la contraccion neuromuscular del musculo esquelético
Para entender el mecanismo de toxicidad es necesario revisar el evento que da
lugar a la contraccién muscular, la inervacion muscular produce un impulso
nervioso en la neurona alcanzando la terminacion nerviosa en donde AC que se
encuentra almacenada en vesiculas en la terminacion nerviosa, es liberada en la
contralcion. Dentro de los 2 — 3 milisegundos, AC interfiere del lado del receptor
en el musculo.
AC es converlida hidroliticamente a colina y &cido acético, causando que la
contraccion decrezca y cese. Cuando AC es inhibida por un carbamato éster,
puede hidrolizar la AC, asi su concentraciéon permanece alta en la contraccion,
incrementando la estimulacion continua del musculo el cual lleva a la tetania. De
esta manera, la inhibicion de AC por carbamatos ésteres causa efectos téxicos en
animales y humanos, siendo el resultado de una gran variedad de sintomas de
envenenamiento y eventualmente culminar en fallas respiratorias y muerte.
La toxicidad aguda de los diferentes carbamatos puede ir de una condicién ligera
a la aguda y mortal. La dosis letal 50 (DL50) para la rata tiene un rango de 1
mg/Kg hasta por encima de 5000 mg/Kg. Para ciertos metil carbamatos la DL50
es 20 veces o mas la correspondiente dosis efectiva 50 (DES50). Una relacion
dosis-efecto existe entre la dosis, la severidad de los sintomas y el grado de
inhibicién de la colinesterasa.
La toxicidad aguda dérmica de los carbamatos es baja o moderada; una
excepcion es el aldilcarbamato ya que es altamente toxico. Es evidente que aparte
de la actividad anticolinesterasa, puede seguir una influencia sobre la
funcionalidad del sistema hematopoyético y altas dosis una degeneracién de
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higado, rifiones vy testiculos, lo cual depende de la especie animal y la estructura
quimica del carbamato.

Por muchos afos los datos de toxicidad en carbamatos han sido evaluados por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, la
Organizacion Mundial de la Salud Join meeting on Pesticide Residues, y en varias
especies de animales han lievado a los diferentes carbamatos a un numero
considerable de estudios sobre efectos en la reproduccion y teratogenicidad.
Fueron encontradas diferentes anormalidades como disturbios en el sistema
endocrino, efectos sobre la hipofisis y en el funcionamiento gonadotrofico estos
efectos fueron significativos con altas dosis. Generalmente los efectos fetales
incluyeron un incremento en la mortalidad, decremento del peso ganado durante
las primeras semanas después del nacimiento e induccion a una muerte temprana
del embrion.

Se ha encontrado en estudios con ratones que todos los carbamatos son
rapidamente distribuidos en tejidos y 6rganos. Los valores de vida media fueron
de 8 a 17 minutos. El primer paso usual es [a oxidacion natural, se introduce un
grupo funcional hidroxilo que sirve como una forma de conjugacion secundaria
llevandolo a ser un producto que puede excretarse por via urinaria o fecal. En
algunos casos, los metabolitos oxigenados como el 5-hidroxipropoxur y el 5-
hidroxicarbamil.

Oxidacion: la principal ruta del metabolismo de los carbamatos ésteres
insecticidas es la oxidativa y generalmente esta asociada con la funcion mezclada
de enzimas oxidasas (MFQ) la cual se presenta en varios tejidos.

Las reacciones tipicas oxidativas incluyen a:

Hidroxilacion de anillos aromaticos o epoxidacion.

O-dealquilacion.

N-metil hidroxilacion.

N-dealquilacion.

Hidroxilacion y subsecuente oxidacion de cadenas alifaticas.

. Oxidacion tioéter a sulfoxidos y sulfones.

Hidrolisis: los carbamatos son hidrolizados ya sea espontdneamente o por
esterasas (Aldringe y Reigner, 1872) dando como producto final una amina,
dioxido de carbono y alcohol o fenol. En general, la velocidad de hidrdlisis de los
carbamatlos por esterasas es mas rapido en mamiferos que en plantas e insectos,
pero hay excepciones. La diferencia entre la velocidad enzimatica y la hidrolitica
depende de la estructura del carbamato en particular de las esterasas (A-esterasa
o arilesterasa) ha sido establecido que la hidrdlisis enzimatica ocurre tanto in vivo
como in vitro.

Conjugacion: la conversion a productos conjugados de hidroxiproductos esta dada
por un sistema de enzimas matabolizadoras de farmacos, es una importante
reaccion que lleva a la formacién de compuestos solubles en agua tales como O’
y N° glucurdnidos, sulfatos y acido mercapturico, los cuales son eliminados via
urinaria o por heces.

En animales de laboratorio, la oxidacidon de carbamatos ocurre pero no siempre
resulta detoxificacion, generaimente el metabolismo oxidativo lleva a productos de
gran polaridad y solubilidad en agua y, realmente pueden ser eliminados en orina
y heces mas gue otros compuestos emparentados.

SuhLN -
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En donde:

Figura 12. Estructura Quimica General de los Fenil carbamatos de etilo.
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V. OBJETIVOS

Evaluar nueve principios de sintesis reciente derivados del 4-Hidroxifenil
carbamato de etilo identificados como IRE 1A, IRE 2A, IRE 2B, IRE 5A, IRE 6A,
IRE 6B, IRE 7B, IRE 8A, IRE 8B, mediante una técnica in vitro con Haemonchus
contortus para determinar la posible actividad antihelmintica.

Comparar la actividad antihelmintica de los nueve principios a concentraciones de

5, 10, 20, 50 y 100 ng/ml, con respecto a un principio de uso comercial
(Albendazol).
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VI. MATERIALES Y METODOS

Animales con infestacion:

Se recolectaron muestras de animales con infestacion natural en el municipio de
Temoaya, Estado de México.

Técnica de flotacion:

De tas muestras recolectadas se coloco alrededor de 5 gramos de heces en un
vaso de precipitados, se adiciond solucion saturada de cloruro de sodio, se
homogenizd con la ayuda de una espatula, se dejé reposar por 15 minutos, al
término de este tiempo se tomoé una muestra de los huevos que se encontraban
flotando en la superficie con la ayuda de asa microbioldgica, se colocod en un
portaobjetos y se observé en un microscopio con el ocular de 10X, esto con la
finalidad de observar la presencia de H. contortus.

Detectada la infestacion se hicieron cultivos en cajas de petri las cuales se
colocaron sin tapa dentro de otra mas grande qgue tenia agua para que las larvas
migraran hacia ésta y se incubaron a temperatura de 25°C por siete dias,
después de este tiempo se obtuvieron las larvas y se procedid a hacer la
identificacion y separacion de larvas de H. contortus por morfologia vy
dimensiones.

Animales con infestacion inducida:

Con las larvas obtenidas se indujo el parasitismo por via oral para tener animales
infestados exclusivamente con H. contortus. Ei periodo de prepatencia para que
los animales empezaran a eliminar huevos en las heces fue de tres semanas, al
término de este tiempo se recolectaron las heces por medio de la técnica de
flotacion se demostré la infestacion.

Huevos de H. contortus: _

Los huevos fértiles de los parasitos se separaron de heces frescas de ovinos
infestados por medio de flotacion con solucién saturada de cloruro de sodio
recolectando los huevos que se encontraban flotando en la superficie con la
ayuda de una cucharilla de metal y se lavaron cinco veces con agua destilada

centrifugando a 100 rpm, durante 5 minutos para eliminar por completo la solucion
salina.

Técnica de MacMaster:

Posteriocrmente se realizd la técnica de Gordon & Whitlock (1939), que utiliza la
camara de MacMaster, para el conteo de huevos por gramo de heces y se hizo el
ajuste de la densidad de 100 huevos en 200 uL de agua para llevar a cabo la
metodologia descrita por Ibarra y Jenkins 1984, 9

El técnica de Mac Master es un método cuantitativo basado en el principio de la
flotacion. Consiste en la cuenta del nimero de parasito contenidos en 0.30 mL de

una suspension de materia fecal diluida 1 en 15 y requiere de la utilizacion de una
camara.



La camara de Mac Master se compone de dos compartimientos contiguos
separados por una division, cada uno de ellos tienen un volumen de 0.15 ml. La
cubierta de cada compartimiento se divide en 6 cuadros de 1.7 milimetros de
ancho.

Se pesd exactamente 1 gramo de heces, se adicionaron 14 ml de solucion de
flotacion y se homogenizo, con la ayuda de una jeringuilla se fleno cada uno de
los dos compartimientos de la camara de Mac Master con la suspension. Se dejo
reposar durante 5 minutos y se observé al microscopio con el objetivo 10X, y se
realizo el conteo por separado de cada compartimiento.

Para calcular el niUmero de huevos por el gramo se multiplico el resultado obtenido
a la hora de la cuenta en un comparimiento por un factor 100. 0

Principio activo de prueba.

Los principios que se usaron son derivados del 4-Hidroxifenil carbamato de etilo
identificados de la siguiente manera en razon de que sus formulas son
confidenciales:

IRE 1A, IRE 2A, IRE 28, IRE 5A, IRE 6A, IRE 68, [RE 7B, IRE 8A, IRE 8B
y se utilizaron a concentraciones de 5, 10, 20, 50, y 100 ng/ml. Para obtener estas
concentraciones se hicieron las siguientes diluciones:

Solucidn stock de la muestra. Se pesaron 10 mg del principio, se transfirieron a un
matraz volumétrico de 100 ml, se solubilizé con 10 ml de acetona (ya que los
principios son insolubles en agua), se evapor¢ el disolvente completamente con
calor ligero, se hidratd con agua destilada, se llevo al aforo y se mezclo
obteniéndose una concentracion aproximada de fa solucién 100 pg/ml.

Solucidn 50 ng/ml. Se transfirid una alicuota de 5 ml de la solucidn stock de la
muestra a un matraz volumétrico de 10 ml, se llevé al aforo con agua destilada y
se mezcld obteniéndose una concentracion aproximada de la solucion 50 pg/ml.
Solucion 20 pg/ml. Se transfirid una alicuota de 2 ml de la solucion stock de la
muestra a un matraz volumétrico de 10 ml, se llevd al aforo y se mezclo
obteniéndose una concentracion aproximada de la soluciéon 20 ug/ml.

Solucion 10 ug/ml. Se transfirio una alicuota de 1 ml de la solucion stock de la
muestra a un matraz volumétrico de 10 ml, se llevo al aforo y se mezclo
obteniéndose una concentracion aproximada de la solucién 10 ug/ml.

Solucion 5 ug/ml. Se transfirid una alicuota de 5 ml de la solucion stock de la
muestra a un matraz volumétrico de 100 ml, se llevo al aforo y se mezclo
obteniéndose una concentracién aproximada de la solucidon 5 pg/ml.

Suplemento alimenticio:
Consistio en una parte de agua destilada y una parte de una suspension de heces
fecales de raton con un tamano de particula no mayor de 45 im de diametro, rica

en bacterias para el desarrolio de las larvas ya que éstas durante las fases que
se mantienen libres se nutren de microorganismos.

Control positivo:
Se pesd una cantidad del polvo equivalente a 100 mg de albendazol, se transfirio
a un matraz volumétrico de 100 ml, se disolvio con agua y se llevo al aforo con el
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mismo disolvente. Se transfiri6 una alicuota de 2 ml a un matraz volumétrico de
100 ml, se llevo al aforo con agua destilada y se mezclo obteniéndose una
concentracion aproximada de la solucion 20 ug/ml. Este control se hizo con la
finalidad de comprobar la inhibicion de la evolucion del parasito con un principio
de uso comercial con la prueba in vitro.

Control negativo:

Para este control se utilizo agua destilada en lugar del principio. Este se hizo con
la finalidad de observar si las condiciones provistas para el ensayo (temperatura,
humedad y suplemento alimenticio) eran las éptimas y no afectaban el desarrollo
normal de las larvas.

Prueba (Técnica in vitro):

Para el ensayo se coloc6 una alicuota de 200 ul de agua con aproximadamente
100 huevos, 40 pl del principio y 160 ul de suspension de bacterias. El volumen
final fue de 400 pl. El ensayo se hizo junto con el control positivo y el control
negativo. Se necesitaba leer la misma muestra durante los cuatro dias siguientes,
para reducir el error de experimentacién y ya que el volumen era muy pequeno se
colocaron las muestras y los controles por separado en blister de polietileno y se
incubaron a 25°C en camara humeda para evitar la evaporacion. La camara
humeda se hizo colocando el blister sobre un algodon himedo dentro de una caja
de petri, y se mantuvo humedo adicionando agua destilada durante los cuatro dias
que durd el ensayo. Cada ensayo se hizo por triplicado.

Interpretacion de la prueba:
Se observaron las muestras en un microscopio con el ocular de 10X. Los
resultados se registraron del dia uno al dia cuatro diferenciando vivos y muertos.

Analisis estadistico:
Para hacer el analisis se utilizo la prueba de hipotesis con un nivel de confianza
de 95% para las diferencias de muestras independientes con el proposito de

gpssgrglaag si las medias de los tratamientos y el control eran iguales o diferentes.
. 52,53, 54)

Las hipotesis planteadas fueron:

Hipotesis Nula (Ho) : Hiatamiento de prueba = Fleonirot + = 0. No hay diferencia entre los
tratamientos de prueba vy el control positivo.

Hipotesis Alterna (H4): },L.rammienlo de prueba — Lleontol + # 0. Si hay diferencia entre
los tratamientos de prueba y el control positivo.
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VII. RESULTADOS

Tablat
Concentracién ENSAYO '
pg/mi ‘
g 10 | 20 | 30 | 40 | 50 [ 60 | 7o | 8o | 90 | 100 |
M_| M M M M | M | M MMM
5 94 | 91 | 81 | 82 93 | 8 | 83 | 8 | 94 ._.~_1__‘
10 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 100
50 ] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Controi + 98 98 98 | 87 | 99 | 98 | 97 | 97 98 | 98
Control - K 8 8 5 5 ﬁ 5 64‘ 5 | 3 8

La tabla 1 presenta tos resultados de 10 ensayos del principio idenlificado como IRE 1A, El promedio de parasitos muertos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se ultilizé el principio de prueba. un control
posilivo (Albendazol 20 ug/ml) y un conlrol negativo (0 jig/ml). En esta tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion
del parasito se presenta a concentracién de 10 pg/ml,

Grafico 1
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5 10 20 50 100 Control + Control -

Concentraciéon ug/ml

El grafico 1 mueslra el promedio en porcentaje de parasitos muertos a diferenles concenlraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE 1A, control positivo y control negativo. A concenlracion de 10 ug/ml se presenta el 100% de
inhibicién
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Tabla ta

5 ug/ml 10 pug/ml [ Control +
Media 88.7 1000 | 9658
arianza 23.7889 0 | 121778 |
Ensayos 10 10 | 10 |
Diferencia hipotética de las medias 0 0
\Z de prueba -4.2711 2.8998
Valor critico de z (dos colas) 19600 |  1.9600

L.a tabla 12 presenta el analisis esladislico de la tabla 1 en donde tenemos el valor de z de prueba y z crilica o de tablas
con una confianza del 95%. Analisis entre IRE 1A 5 pg/ml y Control +. En donde z prueba = z critica. Analisis entre IRE 1A
10 pg/ml y Control +. En donde z prueba = z critica. Este andlisis se hizo unicamente para las concaniiaciones de 5 na/mly
10 pg/ml contra el Control + ya que se observa gue a la concentracion de 10 pg/ml se abtuvo el 100% de inhibician

Gréafico 1a
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El grafico 1a represenla los valores de la tabla 1a, donde tenemos el valor de z critica (de -1.96 a 1.96) El vaior de z para
IRE 1A 5 pg/mly Conlrol + {-4.2711); y e} valor de z para IRE 1A 10 pg/ml y Conlirol + (2.8998).
Por lo tanto se acepta Hy Con un 95% de confiabilidad se puede decir que las medias de los lratamienios son diferentes.



Tabla 2

Concentracioén ENSAYO
pg/ml
1o 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IRE 2A M M M M M M M M M M
5 94 90 90 88 98 81 83 79 90 90
10 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |
100 100 | 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 [ 100 | 100 |
Conlrol + 98 98 98 87 99 98 97 97 98 98
ontrol - 1 8 8 5 5 5 | 6 5 3 8

La labla 2 presenta los resultados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 2A. El promedio de parasilos muertos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se ulilizé el principio de prueba. un control
positivo (Albendazo! 20 jig/ml) y un control negativo (0 jig/mil). En esta tabla podemos observar que el 100% de Ia inhibicion
del parésilo se presenla a concentracion de 10 pg/ml.

Grafico 2
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El grafico 2 muestra el promedio en porcentaje de parasitos muertos a diferentes concenlraciones de 10 cnsayos del
principio identificado como IRE 2A, conlro! positivo y control negativo. A concentracion de 10 ng/ml se presenta el 100% de
inhibicidn.
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Tabla 2a

5 ug/ml 10 ug/ml Control +
Media 88.3 100.0 968 |
Varianza 340111 | 0 121778 |
Ensayos 10 10 10
Diferencia hipotética de las medias 0 1 0 _| T
IZ de prueba -3.9550 2.8998
alor critico de z (dos colas) 1.9600 1.9600 |

La tabla 2a presenta el analisis esladistico de la tabla 2 en donde tenemos el valor de z de prueba y z critica o de tablas
con una confianza del 95%. Analisis entre IRE 2A 5 ng/ml y Conlrol +. En donde z prueba » z crilica. Analisis enlre IRE 2A
10 pg/ml y Control +. En donde z prueba » z critica. Este analisis se hizo unicamente para las concentraciones de 5 pg/mi y
10 pg/ml conlra ef Control + ya que se observa que a la concentracion de 10 pg/ml se obtuvo el 100% de inhibicion.

Grafico 2a
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El grafico 2a representa los valores de la fabla 2a, donde tenemos el valor de z critica (de --1.96 a 1.96) £l valor de z para
IRE 2A 5 pg/mity Control + (-3.9550): y el valor de z para IRE 1A 10 yg/mly Control + (2.8998).
Por lo tanto se acepta Hy Con un 95% de confiabilidad se puede decir que las medias de los lratamientos son difercntes
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Tabla 3

Concentracion ENSAYO
pg/mi
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IRE 28 M M M M M M M M M M
5 98 90 90 88 97 87 81 85 90 88
10 1700 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Conlrol + 98 98 98 87 99 98 97 97 98 98 |
Conlrol - 1 8 8 5 5 5 6 5 | 3 | 8 |

La tabla 3 presenta los resuitados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 2B. El promedio de parasitos muertos
(M) de cada ensayo realizado por lriplicado, las concentraciones a las cuales se ulilizé el principio de prueba, un contro!
positivo (Albendazol 20 jig/ml) y un conlrol negativo (0 yg/mi). En esta tabla podemos observar gue el 100% de la inhibicion
“del parésito se presenta a concentracion de 10 g/ml.

Grafico 3
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El grafico 3 muestra el promedio en porcentaje de parasitos muertos a diferenles concentraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE 28, control positivo y conlrol negativo. A concenlracion de 10 jig/mil sc presenla el 100% de
inhibicién,



Tabla 3a

5 ug/mi 10 ug/mi Control +
Media 89.4 100.0 €6.8
Varianza 25.8222 0 12.1778
Ensayos 10 10 10 3
Diferencia hipotética de las medias 0 0 o
z de prueba -3.7961 2.8998
Valor critico de z (dos colas) 19600 | 19600 |

|

L3 tabla 33 presenta ef analisis estadistico de la tabla 3 en donde lenemos el valor de z de prucba y z critica o de tablas
con una confianza del 95%. Andlisis entre IRE 2B 5 ug/ml y Conlrot +. En donde z prueba » z critica. Analisis entre IRE 28
10 pg/ml y Conlrol +. En donde z prueba » z critica. Este analisis se hizo unicamente para las concentraciones de 5 pg/ml y
10 pg/mi contra el Control + ya que se observa que a la concentracion de 10 pg/ml se obluvo el 100% de inhibicion

Grafico 3a
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El grafico 3a representa los valores de la tabla 33, donde tenemos el valor de z cribca (de ~1.96 a 1.96) El valor de z para

IRE 2B 5 ng/mly Control + (-3.7961); y el valor de z para IRE 2B 10 pg/ml y Control + (2.8998).

Por lo tanto se acepta H, Con un 95% de confiabilidad se puedc decir que las nminding de los tzatamicntos son difare
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Tabla 4

Concentracion ENSAYO :
pglml S
1o 20 30 40 50 60 70 8o 90 100
IRE SA M M M M M M M M M M
5 99 91 91 92 96 86 83 85 92 96
10 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |
Control + 98 98 98 87 99 98 97 97 98 | 98
(Control - 1 8 8 5 5 5 5 5 3 8

La tabla 4 presenta los resultados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 5A El promedio de parasitos muerlos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se utilizo el principio de prueba. un control
positivo (Albendazol 20 ng/mly y un control negativo (0 ng/ml) En esta tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion
del parasito se presenta a concentracion de 10 pg/ml.

Grafico 4
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[ grafico 4 muestra el promedio en porcentaje de pardsitos muertos a dilerentes concentraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE 5A, centrol positivo y control negativo. A concentracion de 10 pg/ml se presenla el 100% de
inhibicion.



Tabla 4a

5 ug/ml 10 pg/ml l Control +
Media 91.1 1000 | 96.8
Varianza _ 267667 | 0 | 124778
Ensayos 10 10 10
Diferencia hipotética de las medias 0 - o I
iz de prueba -2.8884 2.8998
Valor critico de z (dos colas) [ 19600 | 19600 |

La tabla 4a presenta el andlisis estadistico de I3 tabla 4 en donde tenemos el valor de z de prueba y z critica o de tablas
con una confianza del 95%. Analisis entre IRE 5A 5 pg/mi y Control +, En donde z prueba » z crilica. Andlisis entre IRE 5A
10 pg/mt y Control +. En donde z prueba = z critica. Este analisis se hizo Unicamente para las concentraciones de 5 ug/mly
10 ng/ml contra el Control + ya que se observa que a la concentracion de 10 pg/ml se obtuvo el 100% de inhibicion.

Grafico 4a

El grafico 4a representa los valores de fa tabla 4a, donde tenemos el valor de z critica (de —1.96 a 1.96) £! valor de z para
IRE 5A 5 ug/mil y Control + (-2.8884); y el valor de z para IRE 5A 10 ug/mt y Control + (2.8998). Por lo tanlo s¢ acepla H,
Con un 95% de confiabilidad se puede decir que las medias de los tratamientos son diferentes.



Tabla 5

Concentracién ENSAYO
pg/ml .
10 20 3o 40 50 60 70 80 90 100
IRE 6A M M M M M M M M M M
5 100 89 89 96 94 90 90 88 94 90
10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Control + a8 98 98 87 99 a8 97 97 98 [ 98
Control - 1 8 8 5 5 5 6 5 3 1'__8»_7_7’-

La tabla 5 presenta los resultados de 10 ensayos del principio idenlificado como IRE 6A. Ei promedio de parasitos muerlos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se ultilizo el principio de prueba, un control
positivo {Albendazol 20 pg/ml) y un control negalivo (0 ug/ml). En esta tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion
del parasito se presenta a concenlracion de 10 pg/ml.

Grafico 5
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El grafico 5 mueslra el promedio en porcentaje de parasitos muerlos a dilerenles concentraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE BA, conlrol positivo y control negativo. A concentracién de 10 pg/m! sc presenta el 100% de
inhibicidn.
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Tabla 5a

5 ug/ml 10 ug/ml I Control +
Media 92.0 1000 | 968
Varianza 14.8889 0 121778
Ensayos 10 i 10 10
Diferencia hipotética de las medias 0 0 - B
z de prueba -2.9176 2.8998
alor critico de z (dos colas) ; 1.961(T'|'___ 1.9690_;

La tabla 53 presenta el analisis estadistico de la tabla 5 en donde tenemos el valor de z de prucba y z critica o de tablas
con una confianza del 95%. Analisis entre IRE 6A 5 ng/ml y Control +. En donde z prucha » z critica. Andlisis entre [RE 6A
10 ug/ml y Controt +, En donde z prueba » z critica. Esle analisis se hizo Unicamente para las concentraciones de 5 pg/mly
10 pg/ml contra et Control + ya que se observa quc a la concentracion de 10 ng/ml se obluvo el 1G0% de inhibicion

Grafico 5a
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El grafico 5a representa los valores de la tabla 5a, donde tenemos el valor de z critica (de -1.96 a 1.96) Ei valor de »
IRE 6A 5 pg/mly Control + (-2.9176); y el valor de z para IRE 1A 10 yg/ml y Control + (2.85898).
Por lo tanto se acepta H, Con un 95% de confiabilidad se puede decir que las medias de los tratamien

s son diferentas.
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Tabla 6

Concentracion ENSAYO
ug/ml
10 20 30 40 50 60 70 8o 90 | 100
IRE 68 M M M M M M M M M M
5 95 84 89 97 97 90 87 85 90 87
10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100 | 100 i 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100
Conlrol + 98 98 98 87 99 a8 97 97 98 98
Control - 1 8 8 5 5 5 6 5 3 8

La tabla 6 presenta los resultados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 68. El promedio de parastos muertos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se ulilizo el principio de prueba. un controi
positivo (Albendazol 20 yg/ml) y un control negalivo (0 ng/ml). En esta tabla podemos observar que el 100% de 13 inhibicion
del parasito se presenla a concentracién de 10 pg/ml.

Grafico 6

IRE 6B

% Muertos

5 10 20 50 100 Control + Control -

Concentracion pg/mi

El grafico 6 muestra el promedio en porcentaje de pardsitos muertos a diferentes concentraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE 68, control posilivo y control negativo. A concentracion de 10 jg/ml se presenta el 100% de
inhibicion.
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Tabla 6a

5 ug/mi 10 ug/mi Control +
Media 90.1 100.0 96.8
\Varianza 225444 | 0 | 124778 |
Ensayos ‘ 10 10 |10 |
Diferencia hipotética de las medias 0 0 [
z de prueba -3.5956 2.8998
Malor critico de z (dos colas) 1.9600 1.9600

La tabla 6a presenta el analisis estadislico de la tabla 6 en donde tenemos el valor de z de prueba y z critica o de tablas
con una confianza det 95%. Analisis entre IRE 6B 5 pg/ml y Control +. En donde z prueba = z ¢rilica. Analisis entre IRE 68
10 pg/ml y Control +. En donde z prueba 2 z critica. Esle analisis se hizo unicamenle para las concenlraciones de 5 ng'uily

10 pg/mi contra el Control + ya que se observa que a 1a concentracion de 10 yg/ml se obluvo el 100% de inhibicion.

Grafico 6a

/w .

El grafico 6a representa los valores de la tabla 6a. donde tenemos el valor de z critica (de —
IRE 6B 5 ug/ml y Control + (-3.5956); y el valor de z para IRE 6B 10 yug/ml y Control + (2.8
Con un 95% de conliabilidad se puede decir que las medias de los tralamientos son diferentes.
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Tabla 7

Concentracién ENSAYO
pg/mi
10 20 30 40 50 6o 70 8o 90 100
IRE 78 M M "M M M M M M M M
5 100 85 89 95 92 94 92 90 92 90
10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
50 700 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100_ 1_00
Control + 98 | 98 | 98 | 87 | 99 | 98 | 97 | 97 | 98 | 98 |
iControl - 1 8 8 5 5 5 6 5 3 | 8 |

La labla 7 presenta los resultados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 78. El promedio de pardsilos muertos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado. las concentraciones a las cuales se ulilizé el principio de prueba. un Zontrol
positivo (Albendazol 20 pg/ml) y un conltrol negativo (0 jig/ml). En esta tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion
del parasito se presenta a concentracion de 10 pg/mil.

Grafico 7

IRE 7B

% Muertos

5 10 20 50 100 Conlrol + Control -

Concentracion pg/ml

Elgralico 7 muestra el promedio en porcentaje de parasitos muertos a diferentes concenlraciones de 10 ensayos del
principio identificado como IRE 7B, control positivo y control negativo. A concentracion de 10 pg/ml se prescnta el 100% de
inhibicion.
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Tabla 7a

5 ug/mli 10 pug/ml [ Control + |
Media 919 1000 | 968 |
arianza 15.8778 0o 12,177&?}
Ensayos ‘ 10 10 [ 10 |
Diferencia hipotética de las medias 0 0 I
z de prueba -2.9254 ©2.8998
alor critico de z (dos colas) 1.9600 B 1.96_00 }

La 1abla 7a presenta el analisis estadistico de la labla 7 en donde tenemos el valor de z de prueba y z critica o de lablas
con una confianza del 95%. Anafisis entre IRE 7B 5 yug/mi y Control +. En donde z prueba « z critica. Analisis entre IRC 78
10 pg/mly Control +. En donde z prueba = z critica Esle analisis se hizo unicamente para las concentraciones de 5 pg/mly

10 pg/mi contra el Control + ya que se observa que a 1a concentracion de 10 pg/ml se obtuvo el 100% de

Grafico 7a

-2.9254

-1.96

1.06 2.8998

nhibi

El grafico 7a representa los valores de la labla 7a. donde tenemos el valor de z critica (de ~1.96 a 1.9G) El valor de 7 para
IRE 78 5 pg/ml y Conlrol + (-2.9254). y el vator de z para IRE 7B 10 ug/mly Control + (2.8998).
Por lo lanto se acepta Hy Con un 95% de confiabilidad se puede decir que las medias de los lratamientos son diferentes
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Tabia 8

Concentracién ENSAYO
pg/ml |
10 20 3o 40 50 60 70 80 90 100
IRE 8A M M M M M M M M M M
5 99 91 91 95 96 90 89 90 90 99
10 100 100 100 100 100 | 100 | 100 100 100 100 |
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |
50 100 100 | 100 100 100 | 100 | 100 100 100 100
100 100 100 | 100 100 100 100 100 100 100 100
‘Control + 98 98 98 87 99 98 g7 97 98 98
Control - 1 8 8 5 5 5 6 5 3 8

La tabla 8 presenta los resullados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 8A. El promedio de parasilos muerlos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se ulilizo el principio de prueba. un control
positivo (Atbendazol 20 jig/ml) y un control negativo (0 jug/mi). En esla tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion

del parasito se presenta a concenlracién de 10 ng/ml.

% Muertos

Grafico 8

IRE 8A

50

100

Concentracién ug/ml

Controf +

Control -

Et grafico 8 muestra el promedio en porcentaje de parasilos muertos a dilerentes concentracicnes de 10 ensays

principio identficado como IRE 8A, conlrol positivo y conlrol negativo. A concentracion de 10 pg/m! se presenta el 1¢

inhibicidn.
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Tabla 8a

5 ug/ml | 10 ug/mi__| Control + |
Media 93.0 | 100.0 96.8
Varianza 15.1111 0 | 121778 |
Ensayos 10 |10 [ 10
Diferencia hipotélica de Jas medias 0 i 0 |
z de prueba -2.3003 | 2.8998
alor critico de z (dos colas) 19600 | 19600

La tabla 8a presenta el analisis esladistico de la tabla 8 en donde tenemos el valor de z de prueba y z critica o de tatlas
con una confianza del 95%. Anélisis entre IRE 8A 5 jig/miy Conltrol +. En donde z prueba = z critica. Analisis entre IRE 8A
10 pg/ml y Conlroi +. En donde z prueba = z critica. Este analisis se hizo unicamente para las concentraciones de 5 ypg/ml y
10 png/ml contra el Control + ya que se observa que a la concentracion de 10 jg/ml se obtuvo el 100% de inhibicion.

Grafico 8a

T T

-2.3003 -1.96 1.96 2.8998

El gralico 8a representa los valores de la tabla 83, donde tenemos el valor de z critica (de —1.96 a 1,90) &I valor de 7 para
IRE 8A 5 jig/ml y Conlrol + (-2.3003); y el valor de z para IRE 8A 10 yig/ml y Control + (2.8998).
Por lo tanto se acepla Hy Con un 95% de conliabilidad se puede decir que las medias de los lratamientos son diferentes.
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Tabla 9

Copcentracton ENSAYO
ug/ml
10 20 30 40 50 60 70 8o 90 100
IRE 8B M M M M M M M M M M
5 97 88 88 98 97 89 85 90 97 88
10 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Conlrol + 98 98 98 87 99 98 97 97 08 98
Control - 1 8 8 5 5 5 6 5 3 8

La tabla 9 presenla los resullados de 10 ensayos del principio identificado como IRE 8B  El promedio de parasitos muertos
(M) de cada ensayo realizado por triplicado, las concentraciones a las cuales se utilizé el principio de prueba, un confrol
positivo (Albendazol 20 ;:g/mli) y un control negativo (0 yig/ml). En esta tabla podemos observar que el 100% de la inhibicion
del parasito se presenta a concentracién de 10 ng/mi.

Gréafico 9
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El grafico 9 muestra el promedio en porcentaje de pardsilos muertos a diferentes concentraciones dc 10 ensayos del
principio identificado como IRE 8B, control positivo y conirol negativo. A concentracion de 10 ng/ml se presenta el 100% de
inhibicion,
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Tabla 9a

5 ug/ml 10 ug/mi Control +
Media 91.7 100.0 96.8
arianza 24.4556 0 121778
Ensayos 10 10 10
Diferencia hipotélica de las medias 0 0 T
Iz de prueba -2.6646 28998
alor critico de z (dos colas) 1.9600 1.9600

La tabla 9a presenlta el andlisis estadistico de la tabla 9 en donde tenemos e! valor de z de prueba y z critica o de tablas
con una confianza del 95%. Analisis entre IRE 88 5 ug/ml y Conlrol +. En donde z prueba + z critica. Analisis entre IRE 88
10 pug/ml y Controt +. En donde z prueba = z critica, Este analisis se hizo unicamente para las concentraciones de 5 pg/mly
10 pg/ml contra el Conlrol + ya que se observa gue a la concentracion de 10 pg/mi se obtuvo el 100% de inhibicidn.

Gréfico 9a

AT

El grafico 9a represenla los valores de la tabla 9a, donde tenemos e} valor de z critica (de —1.96 a 1.96) El valor de z para
IRE 88 5 ig/ml y Control + (-2.6646); y e! valor de z para IRE 8B 10 ug/ml y Control + {2.8998).
Por lo tanto se acepta Hy Con un 95% de conliabilidad se puede decir que las medias de los tratamientos son diferentes.
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Grafico 10

Actividad Antihelmintica de los Nueve Principios a una Concentracién de 5
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El gréfico 10 muestra el promedio en porcentaje de parasitos muertos de 10 ensayos de los nueve principios de prueba a
concentracién de 5 pg/ml.

Se observa que el principio identificado como IRE 8A con es el que presenta mayor inhibicion 93.0%, mientras que el que
presenla menor inhibicion es IRE 2A 88.3%.
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VIIl. DISCUSION

El desarrollo de la técnica in vitro para demostrar la actividad antihelmintica de los
principios probados presentd los resultados esperados ya que los parasitos que
utilizamos se encontraba en la fase de huevos y en el transcurso de los cuatro
dias murieron, por lo tanto el principio estaba actuando en forma satisfactoria ya
que se esperaba un 100% de muertos.

Cabe mencionar también que la técnica utilizada fue tomada de un articulo de
Ibarra y Jenkins 1884 en el cual se hicieron ensayos in vitro con antiparasitarios
de uso comercial arrojando buenos resultados. Debido a los resultados
registrados en el articulo fue nuestro interés por probar con los principios
sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Es importante aclarar que el analisis se hizo Unicamente para las concentraciones
de 5 pg/mL y 10 pg/mL contra el Control + ya que se observa que a la
concentracion de 10 pg/mL se obtuvo el 100% de inhibicidn y no tendria caso
hacerlo para las todas las concentraciones ya que obtendriamos el mismo
resultado que para la concentracion de 10 pg/mL.

Se observo que los principios de prueba presentaron mejores resultados a
concentracion de10 ug/mL en comparacién con el Albendazol el cual se usc a
concentraciéon de 20 ug/mL, ya que los principios de prueba presentaron el 100%
de inhibicién a dicha concentracién mientras que el Albendazol presento un 96.8%
de inhibicion utilizando el doble de la concentracion de los principios de prueba.

El analisis entre los nueve principios a concentraciéon de 5 ng/mL demostro que el
principio con mayor actividad antiparasitaria en el identificado como IRE 8A con un
93% y el que presenta menor actividad es el IRE 2A con un 88.3 % de inhibicion.

Debemos tener en cuenta que el antiparasitario es un recurso necesario pero no
renovable, en la medida que la resistencia va avanzando progresivamente sobre
los mas modernos grupos quimicos disponibles. Se requiere promover un cambio
en la manera de pensar y de abordar la problematica del control de parasitos por
parte de ganaderos, asesores técnicos, laboratorios, entidades de investigacion y
demas grupos involucrados. El cambio conceptual se refiere a dejar de creer que
los pesticidas y productos quimicos son una fuente inagotable y la unica
alternativa para el control de los parasitos del ganado. En este sentido se requiere
una constante accion de extension sobre los ganaderos. Los profesionales de la
actividad privada, aparecen como los "agentes multiplicadores” por excelencia, en
funciéon de su permanente contacto con el medio rural. Claro esta, que se impone
la permanente actualizacion técnica de los mismos (Educacion Continua) si lo que
se pretende es obtener el maximo beneficio en el proceso de transferencia de
conocimientos.

La tecnologia no-quimica disponible actualmente, no es capaz de sustituir
completamente a las drogas, por lo que extender su "vida util" es una necesidad




impostergable para el productor, los gobiernos y la industria farmacéutica. La
experiencia de mas de cinco décadas, ha demostrado que no existe
antiparasitario "resistente” a ia resistencia. De esto se desprende, que se requiere
de forma urgente de una investigacion conjunta y multidisciplinaria que tomando
aspectos moleculares farmaco-parasitologicos, nos permita optimizar el uso de las
drogas disponibles, y conocer mucho mas sobre el fendmeno de la resistencia
parasitaria y su diagnostico precoz.

Los gobiernos y la industria farmacéutica, no disponen de la misma capacidad
operativa del pasado y en consecuencia en el cercano futuro, cabe esperar un
aumento del numero de establecimientos que no dispongan de opciones de
control.

El tiempo del control "facil y practico" ha expirado. Cada vez es mas importante
integrar distintas y en ocasiones mas complicadas estrategias de control para
lograr los mismos resultados.

Es necesario realizar los maximos esfuerzos para desarrollar, validar y utilizar
sistemas de Control Integrado de Parasitos a efectos de contrarrestar los efectos
producidos por la resistencia parasitaria.

Los costos se han constituido en un problema debido a fa ineficacia originada por
el mal uso que generalmente se hace de los productos, lo que “obliga” a los
productores a hacer aplicaciones mas frecuentes, y por el otro lado, porque la
investigacion y los costos inherentes al desarrollo de nuevas moléculas hacen que
los productos nuevos sean mas costosos.

En esta década, vencidas las patentes de exclusividad para muchos productos,
existen dudas y expectativas acerca de si los productos genéricos podrian ser una
alternativa para tornar mas barato el control. Se debe recordar que ia actividad de
un producto depende en gran medida, tanto de la calidad del principio activo como
de su formulacién; esto Ultimo en ocasiones es un secreto comercial de diversas
companias, lo que podria considerarse en una desventaja para los genéricos. Sin
embargo, seria una situacidon que cada ganadero debe evaluar acorde a su
disponibilidad de recursos y experiencia en el uso de un producto particular
disponibte en el mercado.

La eficacia en el uso de un producto dependera del objetivo para el cual se aplica.
Nueslra inquietud reside en que posiblemente el productor no tiene claro ese
objetivo. Por un lado podria estar la motivacion cosmética de mantener totalmente
“limpios” a sus animales, lo cual se ha demostrado esta Iejos del optimo
economico; entonces un objetivo loable seria mantener los parasitos a niveles
inferiores a un umbral de dafio. Desafortunadamente, la diversidad de cruces y
sistemas de produccidon que imperan en nuestras regiones, hace que sea muy
dificil establecer un rango numérico que sea adaptable y valido para todas las
condiciones que se presentan en el campo.

La preservacion de la flora y fauna nativa, en particutar de los enemigos naturales
y el minimo impacto sobre el ambiente, deben ser una de las preocupaciones
centrales en el disefo de un plan de manejo integrado de las enfermedades
parasitarias del ganado.

La propuesta después de haber culminado esta investigacion es hacer ensayos in
vivo con animales que presenten la infestacion natural y determinar como actuan
estos productos.



IX.- CONCLUSIONES

Los nueve principios de sintesis reciente derivados del 4-Hidroxifenil carbamato
de etilo identificados como IRE 1A, IRE 2A, IRE 2B, IRE 5A, IRE 6A, IRE 6B, IRE
7B, IRE 8A, IRE 8B utilizadcs en la técnica in vitro con Haemonchus contortus
presentaron actividad antihelmintica al 100% a una concentracién de 10, 20, 50 y
100 ng/ml.

A concentracion de 5 ug/ml la actividad antihelmintica fue:
IRE 1A 88.7%
IRE 2A 88.3%
IRE 2B 89.4%
IRE 5A 91.1%
IRE 6A 92.0%
IRE 6B 90.1%
IRE 7B 91.9%
IRE 8A 93.0%
IRE 8B 91.7%.

A esta concentracion la mejor respuesta fue con el principio identificado como IRE
8A con un 93.0% vy la menor respuesta fue presentada por el principio identificado
como IRE 2A con un 88.3%, mientras que el control positivo presento una
actividad del 98% pero a concentracion de 20 pg/ml , cuatro veces mavyor a la
concentracion utilizada por los principios de prueba.
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